ONSOZ

Fibrosarkom, mezenkimal dokudan koken alan, hizli ve infiltratif biiyiiyen bag
dokunun kétii huylu tiimorii olup tiim hayvan tiirlerinde ortaya ¢ikabilir.

Kanserlerde erken teshis yaninda prognozun tayini, hastanin yagamimi uzatmada ve
daha uygun tedavi sekillerinin tespit edilmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle
kedilerde as1 yerlerinde gelisen fibrosarkomlar énemli bir problem olusturmakta ve bunun en
basta gelen sebebi olarak ise as1 yerlerinde olusan kronik yangilar ileri siiriilmektedir.

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara karst cevap olarak 6zel
hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini etkilerler. Belli bir sitokin
cesitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakar ayni biyolojik etkiyi gosterir.
Sitokinlerin etkileri sistemik ve lokaldir. Sitokinlerden biri olan TNF-o ve IL-6 hiicrelerin
biiylimesinde ve farklilasmasinda ©nemli rol oynar. Yapilacak olan c¢alismada ratlarda
deneysel olarak 3-metilkolantren ile olusturulacak olan fibrosarkom ile programli hiicrenin
biiylimesi ve farklilasmasinda etkili olan sitokinler arasindaki iliski ELISA yontemiyle
incelenecektir. Elde edilen bulgular kanser tedavisine 151k tutabilecegi gibi kanser ile ilgili
yapilacak olan caligmalarda referans olarak da kullanilabilir.

Arastirma, “Deneysel olarak fibrosarkoma olusturulan ratlarin serumlarinda Interlokin- 6 (IL-
6) ve Timor Nekrosis Faktor oo (TNF-o) diizeylerinin belirlenmesi” isimli ve VTF-06019
kodlu proje olarak, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Fibrosarkom, mezenkimal dokudan koken alan, hizli ve infiltratif biiyiiyen bag dokunun
kot huylu tiimorii olup tiim hayvan tiirlerinde ortaya cikabilir (Erer ve Kiran 2000).
Kemirgenlerde en yaygin goriillen bag doku tiimorlerindendir ve ratlarda spontan olarak
sekillenme olasilig1 % 1-3 diizeyindedir. Fibrosarkomlar nadiren metastaz yaparlar ama ineklerde
lenf nodiilleri ve akcigerlere metastaz yaptigi bildirilmistir (Wohrmann ve Teredesai 2002).
Fibrosarkom terimi, farkli tip ve miktarda hiicreler arasi bag doku ipligi iceren ve mekik
hiicrelerinden olusan, kombine olmayan, morfolojik olarak farkli sarkom tipleri ig¢in

kullanmilmistir (Haziroglu ve Milli 2001).

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptitlerdir. Haberci maddeler olarak islev goren ve hiicreler arasi iletisimden sorumlu olan,
son otuz yil icinde de viicut savunmasinda yer alan, biitiin immun sistem hiicrelerini aktive eden
uyarilmis lenfositler, monositler ve makrofajlar ile diger bazi somatik hiicreler tarafindan
sentezlenirler (Akko¢ 2005). Hiicresel ve humoral immun yanitlarin gelisiminde, inflamatuvar
yanitlarin  uyarilmasinda, hematopoiezin diizenlenmesinde, hiicrelerin ¢ogalmasinin ve
farklilasmasinin denetlenmesinde, yara iyilesmesi siireclerinin baslatilmasinda onemli rollere

sahiptirler (Oztiirk 2001).

Sitokinlerden biri olan TNFa ve IL-6 hiicrelerin biiyiimesinde ve farklilasmasinda 6nemli
rol oynar. TNFa, kasektin olarak da adlandirilir. Bir¢ok normal ve tiimor hiicresinden, basta
viriisler, bakteriler, parazitler, sitokinler ve mitojenler olmak iizere bircok cesitli stimulus ile
tretilir. TNF dogal ve kazanmilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilagsmasi ve apoptosis
stireclerinde onemli rollere sahip pleitropik (tek bir sitokin birden cok hiicre tipi iizerine etkili

olabilir) bir sitokindir (Comez 2006).



IL-6, baslica aktive edilmis makrofajlarda sentezlenen, molekiil agirligi 24k Da olan
polipeptitlerdir. Dogal ve kazanilmis bagisiklik, karsinoma ve B hiicresiz leukimelerde ¢cogalmay1
onleyici, degisik dokularin biiyiimesini, farklilagsmasini diizenleyen bir cok islevi vardir. Hedef

hiicreye bagli olarak biiylimeyi uyaran, inhibe eden ve farklilasmay1 saglayan etkiye sahiptir

(Arda ve ark. 1994).

Bu calismada ratlarda deneysel olarak 3-metilkolantren ile fibrosarkoma olusturulan
ratlarin serumlarinda sitokinlerden TNFa ve IL-6 diizeylerinin saptanmasi, bdylece fibrosarkom
ile hiicrenin biiylimesi ve farklilasmasinda etkili olan sitokinler arasindaki iliskinin arastirilmasi

amaglanmustir.

1. 1. Sitokinlerin Tanim ve Tarihgesi

Saglik cevrede yer alan cesitli patojen, antijenik madde ve viicutta olusan timor
hiicrelerinin etkisi ile bozulabilir. Olusan patolojik degisiklikler ve yikimlanmalar sagligin

bozulmasina, giderek 6liime neden olabilir (Bilgehan 1993).

Infeksiyonlarin ¢ogu ve viicutta olusan anormal hiicreler, immun sistemin fonksiyonlar
ile kisa siirede kontrol altina alinabilmekte, infektif organizmalar yok edilmekte veya zararsiz
hale getirilmekte, yikimlanmalar onarilmakta ve yeniden sagliga kavugsmak miimkiin olmaktadir.
Sagligin korunmasinda ve bozulan sagligin yeniden diizelmesinde immun sistemin savunma
mekanizmalar1 etkili olmaktadir. immun sistemin hiicreleri, uyarildiklarinda eriyebilen maddeler
salgilarlar. Bu molekiillerin lenfositler ile oteki hemopoietik hiicrelerin yapilmasinda ve

farklilasmasinda cesitli etkileri vardir (Bilgehan 1993).

Viicut savunmasinin birinci asamasi dogal savunmadir. Dogal savunmada patojenlerin
viicuda girisleri onlenir ve viicuda girebilen patojenler de yerlesme firsati bulamadan fagositer
hiicreler tarafindan yok edilirler. Dogal savunmanin asilmast halinde B ve T lenfositleri basta
olmak iizere makrofaj ve diger hiicrelerin yer aldig1 uyarilabilir immun sistem, viicut i¢in zararl
olan patojenleri ve tiimor hiicrelerini yok eder, zararsiz hale getirir. Ayrica bu yabancit maddelere

kars1 spesifik bir bagisiklik kazandirir (Abul ve ark. 2000).



Bagisiklik sistemi bir ¢ok yonden sinir sisteminin isleyisine benzer. Her iki sistemde de
hiicreden — hiicreye iletisime dayanan O0grenme ve bellek, ortak mediatorler, reseptorler ve
antijenler kullanilir. Sinir sistemi dogrudan sinirler aracilig ile diger organlari etkilerken,
bagisiklik sistemi ¢cogunlukla serbest ve hareketli hiicrelerden olusur hiicreden hiicreye iletisim
gecicidir ve ¢cogunlukla i¢ iletisim ile saglanir. Haberci maddeler olarak islev goren ve hiicreler
arasi iletisimden sorumlu olan son otuz yil i¢inde de viicut savunmasinda yer alan, biitiin immun
sistem hiicrelerini aktive eden, fonksiyonlarini diizenleyen ve kontrol eden uyarilmis lenfositler,
monositler ve makrofajlar ile diger bazi somatik hiicreler tarafindan sentezlenen 20 — 30 kDa
(kilodalton) agirligina sahip peptid veya glikoprotein yapisinda, eriyebilir molekiillere sitokin ad1
verilir. Giinlimiize kadar ylizden fazla sitokin tanimlanmakla birlikte sayilar gittik¢e artmaktadir

(Sekil 1) (Arda ve ark.1994).
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Sekil 1. Sitokin

Sitokinlerin aktiviteleri ilk kez 1926’da Zinsser ve Tamiya tarafindan tanimlanmis ve
bunlarin 16kositlerden salgillanan c¢oziiniir triinler olduklari, damar duvart fonksiyonlarini
etkiledikleri bildirilmistir. Bu yillarda infeksiyon hastaliklarinin ve antijene bagimli immun
yanitin arastirilmasiyla sitokinlerle ilgili bilgiler artmis, 1980’lerden itibaren molekiiler klonlama
ile sitokinlerin karakterizasyonu yapilmistir. Bu sayede de yeni sitokinlerin bulunmasi miimkiin

olabilmistir. Giin gectikce sitokinlerin biyolojik aktivitelerine ve molekiil yapilarina yonelik sahip



olunan bilgiler artmaktadir. Boylece hastaliklarin ortaya ¢ikis mekanizmalariyla ilgili rolleri

anlasilmaktadir (Comez 2006).

1. 2. Sitokinlerin Simiflandirilmasi

Aktive olmus T lenfositler tarafindan salgilananlar lenfokin; monokin, monosit ve
makrofajlardan salgilananlara monokin denilmisse de, bu tamimlama yanlis bir sekilde cok ¢esitli
hiicrelerden salinan sitokinlerin lenfosit ve monositlerden salgilandigi izlenimi verebilir. Bu
nedenle bu proteinlere artik sitokin deyimi tercih edilmektedir. Lokositlerden salgilanan ve
lokositler arasinda iletisimi saglayan sitokinlere de interlokin denir. Bu sitokinler icerisinde

kemotaktik etkiye sahip kirk kadar sitokin ise ayrica kemokin olarak adlandirilir (Akkan 2005).

Sitokinler fonksiyonel olarak smiflandirildiklarinda etki ve gorevlerine gore baslica ii¢

ana kategoriye ayrilirlar (Balkwill 2000).

1. 2. 1. Dogal Bagisikhik

Infeksiyoz ajanlara karst genelde mononiikleer hiicreler tarafindan sentezlenir
(Bakteriyel lipopolisakkarit viral-double-stranded-dsRNA). Ayni sitokinler antijenle stimiile
olmus makrofajlardan da salinabilir. Bu grup sitokinler mikroplara karsi erken inflamatuvar

yanit1 stimiile ederler ve bu yanitin kontroliinde fonksiyonlar1 vardir (Tablo 1) (Balkwill 2000).

1. 2. 2. Adaptif Bagisikhik

Yabanci antijenlerin spesifik tanimlanmasi sonrast cevapta genelde T lenfositleri
tarafindan sentezlenir. Bazi T hiicre sitokinlerinin primer fonksiyonu, cesitli lenfosit
populasyonlarinin biiylime ve farklilagsmasidir ve boyle immun yanita bagl olusan T hiicre
aktivasyonunda onemli rolleri vardir. Diger T hiicre sitokinleri antijenin elimine edilme
asamasinda etkili rol oynayan mononiikleer fagositler, nétrofiller ile eozinofillerin aktive ve

regiile edilmesinde gorev alirlar (Tablo 1) (Balkwill 2000).



Ozellikler

Dogal Bagisiklik

Adaptif Bagisikhk

Ornekler TNF,, NK Hiicreler IL-2, IL-4, IL-5, IFN Gamma
Ana hiicre kaynaklari Makrofajlar, NK hiicreleri T lenfositler
Onemli fizyolojik Dogal bagisiklik ve Adaptif bagisiklik: Lenfosit
fonksiyonlari inflamasyonun meditatorleri biiylime ve farklilagsmasinin
( lokal ve sistemik ) diizenlenmesi; efektor
hiicrelerin aktivasyonu
(makrofajlar, eozinofiller)
Uyarilar LPS ( endotoksin ), bakteriel | Protein antijenler

peptidoglikanlar, viral RNA,
T-hiicre tiirevi sitokinler (IFN
Gamma )

Uretilen miktarlar

Yiiksek olabilir; serumda
oOlciilebilir

Genellikle diisiik; genellikle
serumda Ol¢iilmez

Lokal veya sistemik etkiler

Her ikiside

Genellikle yalniz lokal

Hastaliklarda rolleri

Sistemik hastaliklar ( Ornek:
Septik sok )

Lokal doku hasar1 ( 6rnek:
granulamattz inflamasyon )

Sentez inhibitorleri

Kortikosteroidler

Siklosporin, FK-506

Tablo1. Dogal ve adaptif bagisiklik sitokinlerinin karsilagtirilmasi (Balkwill 2000).

1. 2. 3. Hematopoez Uyarici

Kemik iligi stroma hiicreleri, 16kositler ve diger hiicrelerden immatiir l6kositlerin

uyarilmasi ve farklilasmasinda rol alirlar. Genelde, dogal ve adaptif bagisiklik sitokinleri farkli

hiicre populasyonlar tarafindan iiretilir ve farkli hedef hiicrelerde gorev iistlenirler. Bununla

birlikte bu ayrim kesin degildir ¢iinkii ayn1 sitokin dogal ve adaptif bagisiklikta iiretilebildigi gibi

farkl sitokinler benzer reaksiyonlar da iiretilebilir (Balkwill 2000).

1. 3. Sitokinlerin Genel Ozellikleri

e Sitokinler; mikrop ve diger antijenlere karsi yanitta salgilanan immun ve inflamatuvar

reaksiyonlar1 diizenleyen polipeptid molekiillerdir (Erdogan 2003).

e Sitokinler cesitli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre disina salinirlar. Her bir sitokin birkac

degisik hiicre tipi iizerinde etki yapabilir. Uzerinde sitokin icin reseptor bulunan her hiicre




etkilenebilir. Ayrica degisik hiicrelerde sentezlenip, salinan ¢esitli sitokinler de ayn1 hiicre

izerinde etki olusturabilir. Sitokin etkileri siklikla birbirleriyle kesisen etkilerdir
( pleiotropik ve redundant ....vs.) (Abul ve ark. 2000).
Sitokin sekresyonu kendini sinirlayici 6zelliktedir (Balkwill 2000).
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Sekil 2. Sitokinlerin 6zellikleri (Balkwill 2000).



LT —~— \J CD# .‘x;‘. \ \/
.,--{'§~;._ IL-12 5 i _,\ T lymphocyte P N Ef /‘i(

Dogal Bagisiklik Adaptif Bagisiklik

= oo S e AP ={Lzl> | <
NE;tu?él Macrophage 3 j(‘;‘*“ _;lt,
killer cell ) 5 ARG i e

O e i [z 7]

IL-2, IL-4,
| IFN-y, IL-5

9 [ TNF, IL-1,

tront .- i et ¥
Neutrophils ¥ chemokines Toe H
| cells ¥,

. - >

s ' o
S WA /A
,,('-* s
g
A
\/
Ak
'y ~ g \
S S
: il o \}‘\ —~— ;-L-

Macrophage | | Ant
activation

Sekil 3. Konak defansinda sitokinlerin fonksiyonlar1 (Balkwill 2000).

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin sentez ve etkilerini degistirebilirler (Ozdemir
2004).

Sitokinler genel olarak, viicuda giren patojenlere veya incinmeler sonucu olusan
yikimlanmalara karst immun tepki ve yangisal reaksiyonlarda rol alan hiicrelerin
fonksiyonlarim1 diizenleyen, hiicreler arasi iletisimi yonlendiren, daha ¢ok lokal etkili,
eriyebilir, aract molekiillerdir. Belli bir sitokine karsi reseptorii olan B ve T lenfositler,
makrofaj ve diger fagositer hiicreler ile diger doku hiicrelerinin aktive olmalari, degisim
gecirmeleri, cogalmalar1 ve gocleri ortama salinan sitokinler ile diizenlenmektedir (Akkan
2005).

Molekiil agirliklart 6000-60000 dalton arasindadir. Sitokin biiyiikliigli amino asit sayisi
veya kilo dalton (kDa) olarak da belirtilmektedir. Genellikle preform molekiiller olarak
depo edilemezler. Cok kii¢iik konsantrasyonlarda bile 6zgiil reseptorleri ile hedef hiicreye

baglanarak etkilerini gosterebilirler (Arda ve ark. 1994).



e Sitokinler etkileri, hedef hiicrelerdeki spesifik membran reseptorlerine baglanmalari ile
baslar (Vander Zee ve ark. 1995).

e Sitokinler ¢cok yiiksek biyolojik aktivite gosterirler. Spesifik reseptorii olan hiicrelerde
10"°-10"" mol/L konsantrasyonda bir sitokin birlesmesi duyarli hiicreyi uyarmak icin
yeterli olmaktadir (Abul ve ark. 2000).

o Sitokinler endokrin hormonlara benzer, ancak etkileri hormon etkilerinden farklidir.
Sitokinler, hormonlarin aksine, 0zel salgi bezlerinde degil de, sadece degisik hiicrelerde
olusan ve hiicre disina salinan molekiillerdir. Hiicre disina salinan sitokin kisa bir siire
icinde ve lokal olarak etkisini gosterir. Bu nedenle kan serumunda bulunmaz
(saptanamayacak kadar azdir) ve viicutta, sentezlendikleri yerden, uzak yerlerde etkileri
goriilmez (Abul ve ark. 2000).

e Sitokinlerin etkileri parankin (sentezlenen hiicrenin yanindaki hiicrelerin etkilenmesi)
veya otokrin (sentezlenen hiicrelerin, kendi salgis1 ile etkilenmesi) seklinde olur. Bazi
sitokinler, IL-1" de oldugu gibi hem parakrin hem de otokrin etki gosterir (Akan 1992).

e FEksternal sinyaller sitokin reseptorlerinin ekspresyonlarini diizenleyerek hiicrelerin
sitokin yanitlarin1 degistirebilir (Balkwill 2000).

e (Cogu sitokinlere hiicresel yanit, hedef hiicrelerde gen ekspresyon degisimleri ile meydana
gelir. BOylece hedef hiicreler yeni fonksiyonlar gelistirebilir veya prolifere olabilir
(Comez 2006).

e Sitokin tiretimi sinirh ve bolgeseldir, depolanamaz bu nedenle ihtiya¢ halinde yeni bir gen
transkripsiyonu gerekmektedir. Transkripsiyon periyodu kisadir. Sonug olarak hizli sentez
hizli salimmla birlikte olur. Sitokinler birbirlerinin sentezini ve/ veya salimimini

etkilemektedir (Comez 2006).

1. 4. Sitokinlerin Etkileme Siireleri

Sitotoksik T hiicrelerin aktivasyonunda oldugu gibi, immun tepkiler siras1 olusup, salinan
sitokinler (IL-1, IL-2, IL-4, GM-CSF ve digerleri) immun tepki alaninda uzun siire kalamazlar;
sirkiilasyon ile bobrege tasinir ve sirkiilasyondan temizlenirler. Deneysel c¢alismalarda farelere
sistemik olarak verilen IL-2'nin viicutta yar1 omiirleri bes dakika olarak hesaplanmistir. IL-2 ile

tepki olusturabilmek icin gerekli olan sitokinlerin, reaksiyona yetecek kadar salgilandigi ve biitiin



gerekli sitokinlerin hedef hiicreleri spesifik tanimalar1 ile sitokin fonksiyonlarinin

gerceklestirildigi kabul edilmektedir (Abul ve ark. 2000).

1. 5. Sitokin Reseptor Ailesi

Tiim sitokin reseptorleri bir veya daha fazla transmembran proteinden olusmustur.
Bunlarin ekstraselliiler kisimlar1 sitokinlerin baglanmasinda, sitoplazmik kisimlar1 ise
intraselliiler uyarinin olusmasiyla sorumludur. Bu sinyal yolag: tipik olarak, antijene karsi
olusmus T ve B hiicrelerinin uyarisiyla meydana gelen iki veya daha fazla molekiilden olusan
sitoplazmik kistmda bulunan reseptorlerin kiimelenmesine ve biraraya gelmesine neden olan

ligand tarafindan aktive olmaktadir (Ddlen 1992).

Sitokinlerin reseptor siniflamasinda kullanilan en kapsamli simiflama, ekstraselliiler
sitokin reseptorlerin yapisal benzerlikleri ve baglama bolgelerine dayanmaktadir. Bu siniflamaya

gore sitokin reseptorleri bes aileye ayrilmaktadir (Balkwill 2000).

1. 5. 1. Sitokin Reseptor Ailesinin Siniflandirilmasi

- Tip I Sitokin Reseptorleri (D6len 1992):

e Hematopoetik reseptorleri olarak da adlandirilirlar.
e Iki veya daha fazla "sistein rezidii" siine sahip bolge icerirler.

e Membran proksimalinde WSXWS motifi igerirler (Triptofan-serin-X-triptofan-serin).

-Tip II Sitokin Reseptorleri (Akan 1992):

e Tip I reseptorlere benzer sekilde iki sisteinli bolge igerir.

e Fakat WSXWS motifi icermez.

-Immunoglobulin Siiper Aile Reseptorleri (Akan 1994):

e Ekstraselliiller immunglobulin bolgesi igerir.
¢ Sinyal iletiminde farkli mekanizmalar kullanilir.

-TNF Reseptorleri (Dolen 1992):

¢ Sisteinden zengin ekstraselliiler bolgeler igerir.



® Gen ekspresyonu veya apoptozisi indiikler.

-Kemokin Reseptor Ailesi (Dolen 1992):

e Serpentin reseptorleri olarak da adlandirilir.

e GTP baglayan G proteinleri ile sinyal iletimi gosterir.

o Ozellikle kemokin reseptorleri olduklar bilinmektedir.

1. 5. 2. Sitokin Reseptorlerinin Sinyal Yolaklar:

Aktive ettikleri sinyal ileti yollarina gore farkli sekilde simiflandirilabilinmektedir.

Sinyal Ileti Yolag Bu Yolag Kullanan Sitokin | Sinyalleme Mekanizmasi
Reseptorleri
JAK/SAT Yolag Tip I ve Tip II sitokin resep. JAK aracili fosforilasyon ve

STAT transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu

TRAF’ lar tarafindan TNF
reseptor sinyallenmesi

TNF reseptor ailesi: TNR-RII,
CD40

Adaptor proteinlerin
baglanmasi, transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu

Olii Bolgeler ( TRADD )
Tarafindan TNF reseptor
sinyallenmesi

TNF reseptor ailesi: TNR-RI,
Fas

Adaptor proteinlerin
baglanmasi, kaspas
aktivasyonu

Reseptor ile iliskili trozin
kinazlar

M-CSF reseptor, kok hiicre
reseptor

Reseptorlerde intriksik trozin
kinaz aktivitesi

G protein sinyallenmesi

Kemokin reseptorleri

GTP degisimi ve GBgamma’
dan Ga.GTP’ nin
dissosiyasyonu, Ga ¢esitli
hiicresel enzimleri aktive eder.

Tablo 2. Sitokin reseptorlerinin sinyal ileti mekanizmalar1 (Balkwill 2000).
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Sekil 4. Sitokin reseptorlerinin sinyal ileti mekanizmalar1 (JAK/STAT Yolag1) (Balkwill 2000).

1. 6. Dogal Bagisiklikta Rol Alan Sitokinler

1. 6. 1. TNFo ( Tiimor Nekrozis Faktor Alfa )

Tiimor nekrozis faktor alfa (TNFa), kasektin olarak da adlandirilir ve bircok normal ve
timor hiicresinden, viruslar, bakteriler, parazitler, sitokinler ve mitojenler olmak iizere bircok
cesitli stimulus ile iretilir. Soliisyonda, TNFa trimerik bir molekiildiir. Hem transmembran hem
de eriyebilirdir, salgilanan TNFa formlart biyolojik aktiftir. TNFo, reseptorlerinin ayn1 zamanda
bircok yerde mevcut olma yetenegine bagli, multibl sinyal iiretim mekanizmalarin1 aktive etme
yetenegi ve cok genis sayida genin ekspresyon indiikleme veya baskilama yeteneginden dolay1

ileri derecede pleiotropik bir sitokindir (Comez 2006).



TNFa, degisik tip hiicre ve dokularda ¢cok genis spektrumda biyolojik aktiviteye sahiptir.

TNFa, kaseksi ve neoplastik doku yikimi da dahil olmak {izere, tiimore bagl lokal ve sistemik

bazi etkilerden sorumludur (Comez 2006)

Interlokinlerle aktive edilen monosit ve makrofajlarda sentezlenip, salinan effektor
sitokinlerden birisi de TNF' dir (Abul ve ark. 2000).

Gram (-) bakterilere ve diger infeksiydoz mikroplara karsi gelisen akut inflamatuvar
yanitin ana mediyatoriidiir (Balkwill 2000).

Timor hiicrelerinin TNF ile oldiiriilmeleri, makrofajlarin dogrudan, tiimor hiicreleri ile,
bir kisim bakteri iiriinii veya lipopolisakkarit (LPS) ile uyarimi sonucu gerceklesir. TNF
'nin effektor etkisinde IL-1, IL-6 ve IFN sinergestik olarak etki gostermektedir. T ve NK
hiicreleride IFN sentezleyerek TNF 'i arttirirlar (Abul ve ark. 2000).

Antijen-stimiile T, NK ve mast hiicreleri tarafindan da sentezlenir (Balkwill 2000).
Sentezlenen ara hiicreler mononiikleer fagositlerdir (Vander Zee ve ark. 1995).

TNF' yi kontrol eden gen lenfotoksini (LT) kontrol eden gen'e yakin bulunmustur. iki gen
%?28'lik siralama homolugu gosterirler. TNF sentezleyen baglica hiicre, makrofajlardir.
Ancak sitotoksik T hiicre membraninda da TNF'yi kodlayan gen bulunmustur. TNF
makrofaj membran {izerinde yer alir ve membrana bagl olarak, hiicreden ayrilir. TNF
sentezlenmesi cesitli uyarimlarla indiiklenmektedir. Bakteri, protozoa ve bazi timor
hiicreleri gerekli uyarimi yapabilirler (Comez 2006).

Hayvan viicudunda makrofaj ve sitotoksik T hiicrelerin tiimoridal aktivitelerinin ¢ogunda
TNF etkili olmaktadir. Bununla beraber TNF biitiin tiimorler i¢in etkili olamaz, bazi
tiimorler TNF' ye duyarh degildir. In vitro denemelerde, emetin veya actinomisin D gibi
metabolik inhibe edicilerin varliginda belli tiimorlerin ¢ok daha duyarli olduklari ortaya
konulmustur. TNF etkisi ile tiimorlerin nekrozu, dogrudan tiimor hiicrelere etkileme ile
degil, muhtemelen timor dokularinin damarlanmasini zedeleyerek etki eder ve nekroz
olusur (Ozdemir 2004)

Tiimor Nekrozis Faktoriin Biyolojik Etkileri (Balkwill 2000):

-Infeksiyon bolgesine notrofil ve monositlerin ¢ekilmesini saglar.
-Vaskiiler endotel hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirir.

-Endotelyal hiicrelerden ve makrofajlardan kemokin salinimini arttirir.



-Makrofajlardan IL-1 salinimini arttirir.
-Bazi hiicre tiplerinin apoptozisini arttirir.

e (iddi infeksiyonlarda TNF fazla miktarda yapilir, sistemik ve patolojik olaylara neden

olur.
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Sekil 5. TNF’ nin biyolojik etkileri: Diisilk konsantrasyonda TNF lokositler ve endotelde akut inflamasyonu
indiikler. Orta konsantrasyonda TNF inflamasyonun sistemik etkilerini diizenler. Yiiksek konsantrasyonda TNF
septik sokun patolojik anormalliklerine neden olur (Balkwill 2000).

1. 6. 2. interlokin-1

e Ana fonksiyonu TNF gibi infeksiyon ve diger inflamatuvar uyaranlara karsi konak
yanitinin medyatoriidiir. TNF ile beraber etki gosterir (Balkwill 2000).

e interlokin-1, sitokinler icinde ilk tamitilan bir aract molekiildiir. Onceleri yalniz
makrofajlarda sentezlendigi diisliniilerek monokin olarak tanitilmis, lenfositler tizerine
etkisi nedeniyle lenfosit aktive edici faktor (LAF) diye isimlendirilmistir. Son
calismalarda IL-1" in makrofaj disinda B hiicre dahil biitiin APC hiicreler (dendritik ve



langerhans)' da ve diger hiicrelerde (dogal oldiiriici NK, endothelial ve sinovial)
sentezlendigi ve salgilandigi ortaya konularak interlokin-1 adi Onerilmistir (Comez
20006).

Hiicresel kaynaklar1; monositler (kan ve plasenta), doku makrofajlar1 (alveoler makrofaj,
kupffer hiicreleri, synovial hiicre ve peritoneal makrofaj), lenfositler (TH, B hiicre NK
hiicreler) baslica hiicresel kaynaktir. Ayrica vaskuler hiicreler, beyin hiicreleri (astrosit,
mikroglia), deri hiicreleri (langerhans) ve diger hiicreler (dendritik, nétrofil, fibroblast)’
de IL-1 kaynagidir (Abul ve ark. 2000).

ove P olmak iizere %30 homolog molekiildiir ve ayni reseptore baglanmaktadir
(Balkwill 2000).

Dolagimla en ¢ok IL-1f bulunmaktadir (Bilgehan 1993).

IL-1 ve Biyolojik Fonksiyonlari:

IL-1, B hiicreler, NK, PMN ve doku hiicrelerini etkiler ve ayrica IL-1 ile aktive edilen TH

hiicrelerden salinan  prostoglandin  makrofajlarin  sitotoksik  etkilerini  arttirir.
Makrofajlarda olusan IL-1 parakrin olarak etki yapar. Etkilenen T yardimci hiicreler
lenfokin salgilar. B hiicreler IL-1 etkisi ile uyarilarak boliinmeye ve degisim gostermeye
baslar ve antijen forming hiicreler (AFC) gelisir. Bu asamada T yardimci hiicre iiriinii
lenfoksinlerde B hiicrelerde antikor olusumunu hizlandirir. IL-1 ile uyarilan T yardimci
hiicrelerden salinan lenfoksin otokrin olarak T yardimci hiicreleri ve parakrin olarak
makrofajlari uyarir ve daha ¢ok IL-1 salgilamalarina neden olurlar (Anonim 2004).

IL-1 beden 1sisinin yiikselmesine neden olur (ates). IL-1' in immun sistem hiicreleri
tizerine etkisi, ¢ok zaman IL-6 ve TNF ile birlikte goriilmektedir. IL-6 ve TNF, ozellikle
infeksiyon ve yangisal reaksiyonlarda IL-1 ile sinergestik etki olusturmaktadir (Abul ve
ark. 2000).

Yiiksek konsantrasyonlarda; dolasima gecerek endokrin etkiler gosterir (ates,
karacigerden akut faz plazma proteinlerinin arttinlmast ve kaseksi). Etkileri
konsantrasyona baglidir (Anonim 2004).

Mononiikleer fagositler dogal bir IL-1 antagonisti sentezler ve biyolojik anlamda inaktif
olan IL-la aymi reseptore baglanarak yarismali inhibiisyon yaratir ve IL-1ra olarak

adlandirilir (Anonim 2004).



TNEF ile farkliliklar::

e Sitokinler ve reseptorleri tamamen farklidir.
e [L-1 apoptozisi uyarmaz.

e Tek basina septik soktaki patolojik degisikliklere sebep olmaz.

1. 6. 3. interlokin-6

IL-6 temelde T lenfositlerinden salinir ve B lenfositlerinin farklilagmasini uyarir, ancak B
lenfositleri, monositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, astrositler, mezangial hiicreler de IL-6
salabilmektedir, ayrica kardiak miksoma, miyeloma ve hipernefroma hiicrelerinin de IL-6 iiretip
salabildikleri gosterilmistir. Bu interlokin B lenfositlerinde ¢ogalmayr uyarmadan farklilagsmayz,
antikor sekresyonunu uyarmaktadir. IL-6 ayrica; Kemik iligi oncii hiicrelerini uyararak 6zellikle
notrofil ve makrofaj koloni olusturan hiicreleri de uyarir, T lenfositlerin uyarilmasinda yardimci
bir faktor olarak rol oynar, IL-6 da IL-1 gibi hepatositlerden akut faz proteinlerinin olusumunu

uyarir ve atese neden olur (Yegin 1990).

e Dogal ve adaptif bagisiklikta yer alir (Balkwill 2000).

e JL-6, baghca aktive edilmis makrofajlarda sentezlenen, molekiiler agirhigi 24 kDa olan
polipeptidlerdir (Yegin 1990).

e Mononiikleer fagositler, vaskiiler endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve baska hiicreler
tarafindan sentezlenir (Balkwill 2000).

e (Cesitli hiicreleri uyarmasina karsin IL-6, karsinoma ve B hiicresiz leukimelerde
cogalmayi onleyici etki gostermektedir (Yegin 1990).

e In vivo olarak verilen IL-6 notrofil sayisimi arttirir. Ayrica oncii kan hiicrelerinin
degisimine ve koloni olusturmalarina neden olur (Balkwill 2000).

e ]L-6 hiicrelerde IL-2 yapimin1 ve IL-2 reseptor sergilenmesini arttirir (Anonim 2004).

e Hepatositlerden akut faz reaktanlarimin sentezlenmesi, kemik iligi progenitorlerinden
notrofil yapimi dogal bagisikliktaki gorevleridir (Yegin 1990).

e Adaptif bagisiklikta ise antikor yapimi i¢in farklilagsmis B hiicrelerinin biiytimesini uyarir

ve myelomlardan koken alan monoklonal antikor yapan hibridomalarin gelisimini

indiikler (Anonim 2004).



1. 6. 4. interlokin-10

Sitokin sentezini inhibe eden faktor olarak da bilinir. Aktive makrofaj ve dendritik
hiicrelerini inhibe etmesinden dolay: negatif feedback icin miikemmel bir 6rnektir (Akan
1992).

Antijen sunan hiicrelerde MHC tip II ekspresyonunu azaltarak antijen sunulmasin inhibe
eder (Akan 1992).

Dogal bagisiklik reaksiyonlarin ve hiicresel bagisikligin kontroliinde rol oynar (Balkwill
2000).

Interl6kin-10 Biyolojik Etkileri:

Aktive makrofaj ve dendritik hiicrelerden IL-12 salinimini inhibe eder (Balkwill 2000).

Kostimiilator molekiillerin ve tip I MHC molekiillerinin makrofaj ve dendritik hiicrelerde

ekspresyonunu inhibe eder (Comez 2006).

1. 6. 5. interlokin-12

Intraselliiler mikroplara kars1 erken dogal yanitla ana medyatordiir ve bu mikroplara kars:
adaptif bagisiklik cevabin anahtar indiikleyicisidir (Balkwill 2000).

Ozellikle NK sitolitik aktivitesini aktive eder, ayrica en 6nemli etkilerinden biride T ve
NK hiicrelerinden IFN salinimimi arttirmaktir (Akan 1992).

IL-12 icin ana kaynaklar, aktive mononiikleer fagositler ve dendritik hiicrelerdir
(Balkwill, 2000).

Dogal bagisiklikta LPS, viral infeksiyon ve intraselliiler bakterilere karsi savunmada
etkilidir (Akan, 1992).

Adaptif bagisiklikta ise; APC' ler tarafindan T hiicrelerine tanitim yapilirken sentezlenir.
IL-12 Biyolojik Etkileri:

NK ve T lenfositlerden IFN sentezini uyarir (Balkwill 2000).




e (CD4" yardimci T lenfositlerinin IFN salgilayan Thl hiicrelerine farklilagmasini stimiile

eder (Balkwill 2000).

e Aktive NK ve CD8" T hiicrelerinin sitolitik fonksiyonlarim arttirir (Yegin 1990).
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Sekil 6. IL-12, mikroplara veya CD40 ligant1 gibi T hiicre sinyallerine yanit veren dendritik hiicrelerden ve
makrofajlardan salmr. IL-12, herikisi de intraselliiler mikroplar1 eradike eden IFNy,,m, yapimini ve sitolitik
antiviteyi stimiile etmek i¢cin NK hiicreleri ve T lenfositlerinde etki yapar (Balkwill 2000).

1. 6. 6. interlokin-15

e Viral yanitta mononiikleer fagositlerden sentezlenir (Anonim 2004).

e JL-2"ye homoloji gosterir ve ayni reseptore baglanir (Balkwill 2000).

e NK hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir (Balkwill 2000).



Erken viral yamtta gorev alir ve daha sonraki evlerde gorevini IL-2’ye devrettigi
diisiiniilmektedir (Balkwill 2000).
T hiicrelerinin biiyiime ve sagkalimlarinda gerekli olan bir faktordiir (Ozellikle CD8*

bellek T hiicreleri) (Anonim 2004).

1. 6. 7. interlokin-18

Fonksiyonel olarak olmasa da yapisal olarak IL-1'e homoloji gosterir (Balkwill 2000).
Dentritik hiicreler, Langerhans hiicreleri, Kuffer hiicreleri, keratinositler, intestinal
epitelyum ve makrofajlar tarafindan bakteriyel LPS gibi iiriinlere yanit olarak sentezlenir
(Andrea ve ark. 2004).

NK ve T hiicrelerinden IFN yapimini uyarir ve IL-12 ile sinerji gosterir (Andrea ve ark.
2004)

Hiicresel bagisikligin indiikleyicisidir (Balkwill 2000).

1. 6. 8. interferon (IFN) Tip I

Tip I interferonlar viral infeksiyonlara karsi erken dogal bagisikligi diizenler (Anonim
2004).

Tip I interferonlar virus infekte hiicrelerde sentezlenir ve salinirlar. Deneysel olarak cift
sarmalli RNA viruslar1 veya cift sarmalli DNA ile doku kiiltiiriinde IFNo ve IFNf
yapimunt indiiklerler (Abul ve ark. 2000).

Tip I interferonlar pH 2.0 de degismez (stabile) olmalar ile karakterizedir. Bu ozellikleri
ile Tip I interferonlar, Tip II interferondan kolayca ayirt edilebilir (Abul ve ark. 2000).
IFN baslica virus infekte hiicre ve 16kositlerde sentezlenir. Antijenik olarak birbirlerine
cok yakin, bircok IFNo alt simflart saptanmistir. Alt smif IFNo' larda amino asit
siralanmast %80 homologluk gosterir. Antijenik yapilar IFNB' lardan farklidir (Abul ve
ark. 2000).

IFNP baglica fibroblast hiicrelerde sentezlenir. Lokositlerinde IFNP ve IFNo amino asit

siralanmalart ancak %30 kadar bir homologluk gostermektedir (Abul ve ark. 2000).



® Yapisal olarak farkli olmalarina karsin Tip I interferonlar ayni reseptor iizerinden benzer
etki gosterirler (Balkwill 2000).

Tip I Interferonlar Biyoloijik Etkileri:

e Viral replikasyonu inhibe eder. Bu parakrin bir etkidir viral infekte hiicre daha infekte
olmamis komsusunu korur veya otokrin olarak viriis replikasyonu azalir (Ozdemir 2004).

e Tip I MHC molekiillerinin ekspresyonunu arttirir (Balkwill 2000).

e Thl hiicrelerinin gelisimini arttirir (Balkwill 2000).

e NK hiicrelerinin sitolitik aktivitesini arttirir (Balkwill 2000).

e In vitro olarak lenfositlerin ve bazi hiicrelerin proliferasyonunu inhibe eder (Kerr ve ark.

1994).

WS-

Sekil 7. Tip I interferonlarin biyolojik etkisi (Balkwill 2000).

1. 6. 9. Kemokinler

e Lokosit hareketini uyaran ve birbirleriyle yapisal homoloji gosteren, ayni zamanda
dolasimdan dokulara 16kosit migrasyonunu diizenleyen genis bir sitokin ailesidir.
Kemotaktik sitokin = Kemokin

e Kemokinler; eksternal uyaranlara verilen cevapta lokositler tarafindan gelistirilen
inflamatuvar reaksiyonlarda rol alirlar ve dokularda bulunan farkli hiicreler tarafindan
yapilarak dokular arasi hiicre trafigini diizenlerler (Balkwill 2000).

Kemokinler Biyolojik Etkileri:




e Kemokinler, konak savunmasinda hiicrelerin infeksiyon bolgesine gogiinde Onemlidir
(Balkwill 2000)

e Lenfosit ve diger lokositlerin periyodik lenfoid dokular arasindaki trafigini diizenler
(Balkwill 2000).

¢ Non-lenfoid organlarin gelisiminde rol oynar (Orn. CXCR4 yoklugunda farelerde kalp ve
cerebellum gelisimi olmaz) (Balkwill 2000).

e Allerjik reaksiyonlarda ve doku reddinde gorev alirlar (Andrea ve ark. 2004).

e Lenfositlerin kemik iliginde baslayan ve sekonder lenfoid organlara kadar siiren
yolculuklarinda diizenleyici gorevler alirlar (Andrea ve ark. 2004).

¢ Timor metastazlarinin engellenmesinde onemli rol oynarlar (Andrea ve ark. 2004).

1. 6. 10. Dogal Bagisikhigin Diger Sitokinleri
Interlokin-19; monositler tarafindan sentezlenir. Akut faz proteinlerinin sentezinde artisa

sebep olur (Tuglu ve Kara 2003).

Interl6kin-20; monositler tarafindan iiretilir. Keratinositlerde stimiilatif etki yapar (Andrea

ve ark. 2004).

Interlokin-21; aktive T hiicreleri tarafindan sentezlenir. NK hiicrelerinde, B ve T

hiicrelerinde proliferasyon ve matiirasyonu saglar (Tuglu ve Kara 2003).

Interlokin-22; yardimc1 T hiicreleri ve NK hiicreler tarafindan sentezlenir. Akut faz

proteinlerinin artigini saglar (Tuglu ve Kara 2003).

Interlokin-23; aktive olmus dendritik hiicreler tarafindan sentezlenir (Tuglu ve Kara

2003).

Interlokin-24-25; monositler ve T hiicreleri tarafindan sentezlenir. Lenfoid hiicrelerde

proliferasyon ve 1L-3, IL-4, IL-5 sentezinde artisa sebep olur (Tuglu ve Kara 2003).
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Sekil 8. Dogal bagisiklikta sitokinlerin mikroplara kars1 rolleri (Balkwill 2000).

1. 7. Adaptif Bagisiklikta Rol Alan Sitokinler

1. 7. 1. interlokin-2

e Interlokin-2 (IL-2) en 1yi karakterize edilen bir sitokindir. monoklonal antikor teknigi ile
tek bir normal T hiicreden klonlar olusturulmas: ve klon hiicrelerde spesifik biyolojik
aktivitelerin devam ettirilmesi ile antijen stimiile T lenfositleri i¢in biiyiime faktoriidiir
(Abul ve ark. 2000).

e T hiicre biiytime faktorii olarak da adlandirilir (sentezledigi hiicreler {izerine etki gosterir
= otokrin biiylime faktorii) (Balkwill 2000).

¢ insan, fare ve maymun kaynakli IL-2 izole edilmis, saflastirilmis ve incelenmistir. IL-2
molekiiler agirligi 30000 dalton olan bir proteindir. 133 amino asitten olugsmustur. Dogal
IL-2 yapisinda karbonhidrat bulunur. Yapisinda karbonhidrat bulunmayan rekombinant
IL-2' nin dogal IL-2 kadar etkili bulunmasi, karbonhidratin IL-2 aktivitesi i¢in gerekli bir
kistm olmadigini gostermistir (Abul ve ark. 2000).



e JL-2'yi kontrol eden gen tektir. Bu genin insanda, 4 nolu kromozom iizerinde yer aldig:
saptanmustir. [L-2 ile diger biiyiime faktorleri arasinda benzerlik bulunmamistir (Anonim
2004).

e CD4" T hiicreleri basta olmak iizere CD8" T hiicrelerinden salgilanir (Balkwill, 2000).

e Antijen stimiilasyonu ile fonksiyonel IL-2 reseptorlerinin ekspresyonu artar (Anonim
2004).

IL-2 Biyolojik Etkileri:

e T yardimci hiicrelerde sentezlenen ve salinan IL-2 otokrin olarak kendini ve parakrin
olarak B hiicre, monoksit ve NK hiicreleri etkiler ve c¢esitli sitokin salinmasini arttirir.
IL-2 edilen B hiicreler biiyiir, boliiniir ve degisim gecirirler. T hiicreler de IL-2
aktivasyonu sonu biiyiir, boliiniir ve degisim gecirirler. Hiicre yiizeylerinde IL-2 reseptor
sergilenmesi artar (Tiinger ve ark. 2002).

e JL-2, T hiicrelerde motilite ve sitotoksik aktiviteyi hizlandirir. Dogal oldiiriicii T
hiicrelerin (NK) sitotoksik aktiviteleri giiclenir. T-CTL ¢ogalmasi i¢in cok diisiik diizeyde
IL-2 konsantrasyonu yeterli iken, diger tepkiler i¢in IL-2' nin yiiksek konsantrasyonda
olmas1 gerekmektedir (Abul ve ark. 2000).

¢ Antijen ile aktive T hiicrelerin apoptotik 6liimiinii arttirir (Tiinger ve ark. 2002).
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Sekil 9. IL-2’ nin biyolojik etkileri (Balkwill 2000).



1. 7. 2. interlokin-4

IL-4, T hiicre ve mast hiirelerde olusan bir sitokindir. Ozellikleri ve etkileri etraflica
incelenmistir. (Fare 1L-4 ve IL-5 genleri kromozom II, IL-5 gen' e yakin olarak
siralanmugtir). T hiicre biiyiime faktorii olarak tamitilmis ve IgGl ve IgE olusmasinda

onemli etkileri ortaya konulmustur (Abul ve ark. 2000).

IL-4, aktive edilmis baz1 T lenfositlerde olusur. Molekiil agirligt 13000 dalton olan bir
proteindir (Tiinger ve ark. 2002).

Murine T hiicreler (CD4) iizerine yapilan caligmalarda, klonlanan CD4 hiicrelerde iki
farkli alt populasyon saptanmis ve bunlarda lenfotoksin sentezlenmeleri farkli
bulunmustur. Alt grup Th1 hiicrelerde IL-2, IFN-gamma ve lenfotoksin sentezlenmelerine
karsin, diger alt grup Th2 hiicrelerde IL.-4 sentezlenip salgilandiklar1 ortaya konulmustur.

Ayn1 aragtirmada mast hiicrelerinde de IL-4 sentezlendigi saptanmistir (Akan 1992).

1L-4 Biyolojik Etkileri (Balkwill 2000) :

En 6nemli gorevi B hiicrelerinde IgE yapimini saglamaktir.
Naif CD4 T hiicrelerinden Th2 hiicre gelisimini uyarir.
Farklilagsmis Th2 hiicreleri i¢in otokrin biiytime faktoriidiir.

IFN-gamma' nin hiicresel bagisikliktaki etkilerini inhibe eder.

IL-4, koloni olusturan faktorler (CSF) ile stimulator olarak kan hiicre onciilerini etkiler ve olgun

hiicrelere doniismelerini saglar. Makrofaj ve B hiicre yiizeylerinde tip II MHC antijen

sergilenmesini indiikler ve makrofajlarin sitosidal etkisini aktive eder.
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Sekil 10. IL-4’ iin biyolojik etkileri (Balkwill 2000).

1. 7. 3. interlokin-5
IL-5, T hiicre antikor yapiminin IgA' ya doniismesini saglayan bir sitokin olarak mukosal

bagisiklikta da rol oynamaktadir (Abul ve ark. 2000).

Matiir eozinofillerin aktivasyonunda rol alir. IL-5" in T hiicreler tizerinde mitojenik etkisi
cok azdir. IL-5 kemik iligindeki oncii hiicrelerin eozinofile doniismesini indiikleyerek

eozinofil olugmasi ve sitotoksik T hiicrelerin indiiklenmesini saglar (Abul ve ark. 2000).
CD4" Th2 tip hiicrelerden ve aktive mast hiicrelerinden salgilanir (Balkwill 2000).

T yardimci hiicrelerde IL-4 ve IL-5 olugmasi bir taraftan IgE ve IgA antikorlarin
olusmasina yol acarken, diger taraftan mast hiicre eozinofillerin biiylime ve degismeleri
gerceklesmektedir. Boylece hayvan viicudunda IL-5 ve IL-4 sentezlenmesiyle paraziter

hastaliklara kars1 viicut savunmasi giiclenmektedir (Abul ve ark. 2000).

1. 7. 4. interlokin-13

CD4", Th2 hiicreleri ve epitel hiicrelerinde sentezlenir (Mirici ve ark. 2001).



Makrofajlarin aktivasyonunu ve enflaamatuvar sitokin salgilamalarini inhibe eder ve
IFN-gamma antagonistidir (Akan 1992).

Akciger epitelyal hiicrelerinden mukus sekresyonunu artirir (Mirici ve ark. 2001).

IL-4 ile benzer etkilere sahiptir. Farkli olarak T hiicre proliferasyonu yapmaz ve

proinflamatuvar IL-1 ve IL-8' in sentezini engeller. enflamatuvar yanitin onemli bir

diizenleyicisidir (Akkog 2005).

1. 7. 5. interferon Gamma (Tip II)

Tip II interferon, immun interferon IFN-gamma olarak isimlendirilmistir (Abul ve ark.
2000).

En 6nemli makrofaj uyarici sitokindir. Dogal ve adaptif bagisiklikta kritik oneme sahiptir
(Balkwill 2000).

Immun reaksiyonlar sirasi antijen, mitojen veya lectin ile uyarilan CD4* | Th2 tip
hiicrelerden ve CD8", T hiicreleri tarafindan sentezlenir (Balkwill 2000).

IFN-gamma’nin Biyolojik Etkileri (Balkwill 2000) :

Makrofaj uyarici bir sitokindir. Aktive makrofajlarin fagosite ettikleri mikroplari
oldiirmesini uyarir

APC' ler tizerindeki Tipl ve Tipll MHC molekiillerinin kostimiilatorlerin ekspresyonlarini
arttirir.

Naif CD4" T hiicrelerinin Thl alt grubuna farklilasmasimi saglar ve Th2 hiicrelerinin
prolifasyonunu inhibe eder.

B hiicrelerinin 6zellikle bazi IgG alt tiplerine cevrilmesini saglar (farede 1gG2a). Aym
zamanda IL-4 bagimli izotiplere ( farede IgE ve IgG1 ) doniisiimiinii inhibe eder.

Notrofilleri ve NK hiicrelerinin sitolitik etkilerini uyarir.
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1. 7. 6. Transforming Growth Faktor Beta (TGF-B)

e En onemli etkisi, 10kosit ve lenfositlerin aktivasyon ve proliferasyonunu inhibe etmektir.

e Antijen stimiille T hiicrelerinden, LPS aktive mononiikleer fagositlerden ve baska

hiicrelerden salgilanir (Balkwill 2000).

e Bazi Treg hiicreler de salgilamaktadir (bu hiicreler ayn1 zamanda IL-10 sentez etmektedir)

(immunsupresyon) (Balkwill 2000).

TGF-P Bivyolojik Etkileri (Mirici ve ark. 2001):

e T hiirelerinin ve aktive makrofajlarin prolifasyon ve farklilasmasini inhibe eder.

e B hiicrelerini IgA yapimina sevk eder.

1. 7. 7. Lenfotoksin (LT)

e T lenfositleri tarafindan salgilanir ve endotel hiicreleri ile nétrofilleri aktive eder

(Balkwill 2000).



1. 7. 8. Adaptif Bagisikliktaki Diger Sitokinler

Interlokin-16; T hiicreleri, eozinofiller, makrofajlar, mast hiicreleri ve sinovial fibroblastlar
tarafindan iiretilir. Lenfositler ve eozinofiller icin kemotaktiktir. HIV CD4" tipi hiicrelere

girisinin inhibisyonunu saglar (Akkog¢ 2005).

Interlokin-17; Aktive ve bellek T hiicrelerinden kaynaklanir ve proinflamatuar sitokinlerin

sentezini indiikler (TNF, IL-1 ve kemokinler) (Abul ve ark. 2000).

Interlokin-25; Yapisal anlamda IL-17 benzeri, fakat Th2 hiicreleri tarafindan sentezlenir
ve Th2 sitokinlerinin (IL-4, IL-5 ve IL-13) sentezini arttirir. Lenfoit hiicrelerde prolifasyona
sebep olur (Abul ve ark. 2000).

1. 8. Hematopoetik Sitokinler

1. 8. 1. interlokin-3

e [L-3 lenfosit, CD4 alt populasyonunda olusan, molekiiler agirliklar1 28 kDa olan
glukoproteindir (D6len1992).

e Yalniz aktive edilmis T hiicrelerde sentezlenip salinir. Laboratuvar calismalarinda fare
dalak hiicre kiiltiiriinde saptanmis ve T lenfosit iiriinii bir sitokin olarak tanitilmistir (Abul

ve ark. 2000).

e [L-3"iin kan hiicreleri i¢in biiylime ve degisim faktorii oldugu ve olgun mast hiicrelerini

de etkiledigi bildirilmistir (Dolen 1992).

e Son caligmalar ile IL-3' iin daha genis bir etki alam1 oldugu, granulosit, makrofaj,
megakaryosit, mast hiicreleri eritroid hiicreler ile T ve B lenfositleri etkiledigi ortaya

konulmustur (Abul ve ark. 2000).



e JL-3, baslica Oncii hiicreleri indiikler. Bu hiicreler sonra degisim gecirir ve graniillesir,

makrofaj, megakaryosit, mast hiicre veya lenfositlere doniisiirler (Ddlen 1992).

e Mast hiicrelerde sistamin sentezini ve makrofajlarda fagositoz aktivitesini arttirdig1 ortaya
konulmustur. IL-3" {in CSF-1 ile sinergestik etkisi oldugu ve hiicre biiyiimesini beraberce

indiikledikleri de saptanmistir (Abul ve ark. 2000).

1. 8. 2. interlokin-7

T ve B lenfositlerine farklilasacak olan immatiir prekiirsorlerin ekspansiyonu ve
sagkalimin1 saglar. Molekiiler agirligt 25000 dalton dur. Protein yapidadir. Fare ve
insana ait IL-7' ler piirifiye edilmislerdir (Abul ve ark. 2000).

IL-7 kemik iliginde stromal hiicrelerde sentezlenir. B ve T oncii hiicreleri kemik iliginde
uyarilir ve degisim gecirerek olgun hiicreler olusur. IL-7 erken donem timositler i¢in de

ko-stimiilator etki gosterir (Abul ve ark. 2000).

e In vivo, deneysel calismalarda, farelere verilen IL-7 oncelikle dalak ve lenf
yumrularinda B hiicre hiperplasisi olusturmustur. IL-7 bazi1 T hiicre alt gruplarimi da
etkiler. Etkilenen T hiicrelerin negatif hiicreler (CD4", CD8") olduklar1 saptanmistir. Bu
hiicrelerin uyarimlar: ile olgun T hiicre alt populasyonlar1 olusmaktadir (Abul ve ark.
2000).

e IL-7 pozitif hiicreler (CD4" , CD8") icin de ko-stimiilator etki yaptiklar1 saptanmistir
(Abul ve ark. 2000).

1. 8. 3. interlokin-9

¢ T lenfositlerden salgilanan IL-9 mitojen gibi davranir (Akan 1992).
® Antijen olmamasina karsilik T lenfositlerin prolifasyonunu saglar (Akan 1992).

e Baz T hiicre serilerinin ve kemik iligi kokenli mast hiicre progenitorlerinin biiylimesinde

rol alir (Balkwill 2000).



1. 8. 4. interlokin-11

e Kan hiicreleri ve lenfoid hiicrelerin biiyiime ve degisimlerini etkileyen bir stokin olarak
tanitilmistir (Abul ve ark. 2000).

e Kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan sentezlenir (Balkwill 2000).

e Megakaryositopoezi stimiile eder (Balkwill 2000).

e Klinik a¢idan kanser kemoterapisi nedeniyle gelisen trombosit eksikliklerinin

giderilmesinde kullanilir (D6len 1992).
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Sekil 12. Hematopoieziste sitokinlerin rolleri (Balkwill 2000).



1. 8. 5. GM-CSF, M-CSF, G-CSF

e Aktive T hiicreleri, makrofajlar, endotel hiicreleri ve kemik iligi stromal hiicrelerinden
salgilanir (Balkwill 2000).
e Kemik iligi progenitorlerinden inflamatuvar 1okositlerin gelisiminden sorumludur

(Balkwill 2000).

1. 8. 6. Stem Cell Faktor

e Kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan sentezlenir (Balkwill 2000).
e Kendisi koloni stimiilasyonu yapamaz, fakat kemik iligi kok hiicrelerinin diger koloni

stimiilan faktorlere cevap vermesini saglar (Balkwill 2000).

1. 9. Sitokinlerin Klinik Olarak Kullanimi

IL-1; ozellikle kemoterapi sonrasi sekillenen trombositopenilerde, hematopoiezisin
aktivasyonunda, radyoterapi sirasinda radyoprotektif olarak, yara iyilesmesinde, angiogenesiste

kullanilirlar (Akkog 2005).

IL-2; metastatik renal karsinomlu ve kolorektal karsinomlu hastalarda, 6zellikle tiimoral
doku icine infiltre olarak antitiimor etki gosteren T hiicrelerinin aktivasyonunda kullanilirlar.
Multiple sclerosis, Rhomatoid arthritis, Sistemik Lupus Eritematosus ve AIDS gibi durumlarda

anti IL-2 antikorlar kullanilarak klinik semptomlarin hafifletilmesinde kullanilirlar (Akkog 2005).

IL-3; kemik iliginin yenilenmesi gereken agir immunosupresyonlarda, myelodisplastik
hastalarda eritropoiesis, leukopoiesis ve trombopoiesisin reaktivasyonunda kullanilirlar (Akkog

2005).



IL-4; yangisal ve otoimmun hastaliklarda proinflamatuvar sitokinlerin sentezinin
azaltilmasinda (IL-1, IL-6 ve TNF gibi), kolon ve meme tiimorlerinin biiylimesinin
engellenmesinde, anti IL-4 antikorlar kullanilarak kronik lenfositik losemilerin tedavisinde

kullanilirlar (Akkog 2005).

IL-5; eozinofiller iizerindeki aktive edici etkisinin anti IL-5 antikorlar kullanilarak
onlenmesi sonucu, nematod enfeksiyonlarinda sekillenebilen eozinofil bagimli akciger hasarinin

minimuma indirilmesinde kullanilirlar (Akkog 2005).

IL-6; anemi ve trombositopeni tedavisinde kemik iligi aktivatorii olarak kullanilir. Ayrica
diisiik plazma seviyesi myelomanin, yiiksek plazma seviyesi plazmasitomanin, sinovyal sividaki
artist Rhomatoid arthritisin, BOS’ taki artis1 viral yada bakteriyel menenjitin, idrardaki artigi ise

organ transplantasyonu sonrasi doku reddinin basladigini gosterir (Akkog 2005).

IL-7; deneysel olarak akciger karsinomlu farelerde, tiimoral odaklarin sitotoksik T
lenfositlerce isgal edilmesinde, IL-12 ile birlikte kemik iligi transplantasyonlar1 sonrasi red
cevabimnin oOnlenmesinde, anti IL-7 antikorlar kullanilarak erken donem kutan6éz T hiicreli

lenfomalarin baskilanmasinda kullanilmistir (Akkog 2005).

IL-8; anti IL-8 antikorlar kullanilarak, romatoid arthritiste, (sinovyal sivida asirt artigi
yangi hiicrelerinin bolgeye cekilmesini tetikledigi i¢in) klinik lezyonlarin hafifletilmesinde

denenmistir (Akkog¢ 2005).

IL-10; hodgkin’ s lenfomali hastalarda plazmadaki artis1 kotii prognoz olarak
degerlendirilebilir (Akkog¢ 2005).

IL-12; cogu deneysel olarak indiiklenmis tiimorlerin erken donemde gelisimlerinin

yavaglatilmasinda kullanilir (Akkog 2005).

IL-13; insanlarda, Pseudomonaslarin ekzotoksinleri ile kombine edilerek mide ve kolon

adenokarsinomlart ile deri tiimorlerinde sitotoksisiteyi artirmak i¢in kullanilabilir (Akkog¢ 2005).



2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gereg

2. 1. 1. Materyal ve Deneysel Fibrosarkoma Olusturulmasi

Bu calismada, 8-10 haftalik ortalama 150 — 200 gram agirliklarinda 16 adet erkek Spraque
Dawley tiirii rat kullamildi. Deneme siiresince hayvanlar Adnan Menderes Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 laboratuvarinda 1sik (12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik) ve 1s1
(24+2°C) kontrollii odalarda % 20 protein igeren kuru pelet yem ve su adlibitium verilmek iizere

izlendi.

Hayvanlar kontrol ve deneme grubu olmak iizere (n = 8) iki gruba ayrildi. Deneme Oncesi
tiim hayvanlarin genel saglik durumlar1 kontrol edilip, palpasyonla deri alti herhangi bir anormal
olusum olup olmadigi incelendi. Deneysel fibrosarkoma olusturmak i¢in 0,25 ml susam yagi
icinde cozdiiriilen 0,2 mg 3-metilcholantren deneme grubundaki (n = 8) ratlarin boyun
bolgelerinin dorsaline subkutan (deri alt1) olarak tek doz enjekte edildi. Kontrol grubundaki
ratlara (n = 8) ise 0,25 ml susam yag1 ayn1 bolgeye enjekte edildi. Deneme siiresi 150-210 giin
arasinda oldu. Deneme siiresi icerisinde hayvanlar periyodik olarak kontrol edilip tiiméral olusum
yoniinden palpe edildi. Tiimoral olusumlarin boyun bolgesinin dorsalinde hem palpe edilmesi
hemde gozle goriilebilir (Resim 1) hale gelmesinden sonra ratlara eter anestezisi altinda otenazi
uygulanarak kalp ve kuyruk boliimlerinden kanlar1 alind1 ve santrifiij edilerek serumlar1 ayirildi.

Deneme ve kontrol grubundan elde edilen serumlar analiz yapilana kadar -70°C’ de sakland.



Resim 1. Deneme grubundaki bir ratin fibrosarkomasinin makroskobik gériiniimii.

Cikarilan fibrosarkomalar makroskobik olarak beyaz zayif demarke multinodiiler tiimor
seklinde goriildii. Tumoriin lokal olarak invaziv sekilde biiyiidiigii diisiik diizeyde metastaze
oldugu tespit edildi. Timorler genellikle diizensiz, degisik biiyiikliikkte (findiktan yumurta
biiytikliigiine kadar) nodiiler sekilli, iyl sinirlanmamis ve kapsiilsiizdii. Kesit yiizii lobiilli,

homojen gri beyaz renkli olup ratlarin birkaginda sarimsi renkte nekroz sahalarinin oldugu tespit

edildi (Resim 2).

Resim 2. Deneme grubundaki bir ratin fibrosarkomasinin kesit yiiziiniin goriiniimii.



2. 1. 2. Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Parazitoloji
Anabilim Dal1 laboratuvarinda bulunan; ELISA okuyucusu (Anthos 2010) ve calkalayicist (Insel
Hamble SO3 8DH England), Santrifiij (Sanyo Hawk 15/05), Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda bulunan otomatik pipetler (Isolab 2-20ul, Isoterm 20-200 ul, Brand 5-50 ul,
Isoterm 100-1000 pl) kullanilmugtir.

2. 1. 3. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Analizler sirasinda kimyasal madde olarak 3-metilcholantren (Aldrich 250mg, 213942),
eter (Carlo Erba, 447522), Rat IL-6 ELISA kiti (BioSource, KRC0061: 1 plate, California, 93012
USA), Rat TNF-o ELISA kiti (BioSource, KRC3011: 1 plate, California, 93012 USA)

kullanilmustr.

2. 2. Yontemler

2. 2. 1. Fibrosarkomalarda Serumdaki IL-6 Diizeylerinin ELISA Yontemi ile
Belirlenmesi

Serumdaki IL-6 diizeyinin 6l¢iimii solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA)
prensibine dayanan BioSource firmasinin Rat IL-6 (California, USA) hazir olciim Kkiti

kullanilarak yapildi.

IL-6 diizeylerinin 6l¢iimii amaciyla -70°C ‘de muhafaza edilen deney ve kontrol grubunun
serumlart oda 1sisinda c¢ozdiiriildiikten sonra, BioSource firmasinin Rat IL-6 immunoassay
ELISA hazir 6l¢tim kiti kullanilarak yapildi. Bunun i¢in ELISA pleytinin standart kuyucuklarina
100 pl standart diliisyonu ve 100 ul standart soliisyonundan, blank kuyucuguna 100 ul sadece
standart diliisyonundan, numune kuyucuklarina ise 150 ul standart diliisyonundan ve 50 pl

serum, kontrol i¢in ise 100 ul standart diliisyonundan 100 ul’de kontrol sivisindan konuldu. Daha



sonra blank hari¢ diger kuyucuklara 100 ul biotinylated anti-IL-6 konjugat soliisyonu eklendi.
Reaksiyonun olugmasi icin 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Siirenin sonunda her bir
kuyucuk 4 kez yikama soliisyonu (Iml yikama soliisyonu, 24ml dionize su) ile yikandi, iyice
aspire edildi. Daha sonra 100 ul Streptavidin-HRP caligsma soliisyonundan (1ml streptavidin-HRP
sulandirma soliisyonu, 10 ul streptavidin-HRP) blank hari¢ her bir kuyucuga eklenip 30 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Siirenin sonunda her bir kuyucuk 4 kez yikama soliisyonu (1ml
yikama soliisyonu, 24ml dionize su) ile yikandi, iyice aspire edildi. Daha sonra her bir kuyucuga
100 pl stabilized kromojen eklendi ve rengin maviye dondiigi gozlendiginde 30 dakika oda
sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. Siirenin sonunda 100 pl stop soliisyonundan her bir

kuyucuga eklendi hafif ¢alkalayarak rengin sariya dondiigii gozlendi ve 450nm ‘de okundu.

2. 2. 2. Fibrosarkomalarda Serumdaki TNF-o Diizeylerinin ELISA Yontemi ile
Belirlenmesi

Serumdaki TNF-a diizeyinin 6l¢iimii solid faz sandwich enzim immunoassay (ELISA)
prensibine dayanan BioSource firmasinin Rat TNF-a (California, USA) hazir 6l¢im Kkiti

kullanilarak yapildi.

TNF-a tayini -70°C ‘de muhafaza edilen deney ve kontrol grubunun serumlar: oda 1s1sina
getirildikten sonra, BioSource firmasimin Rat TNF-o immunoassay ELISA hazir kitleri
kullanilarak yapildi. Bunun i¢in ELISA pleytinin numune kuyucuklarina 50 pl inkiibasyon
buffer, 50 ul diliisyon sivis1 ve 50 ul serum, blanka ise 50 ul inkiibasyon buffer, 100 ul diliisyon
stvist, kontol kuyucuguna ise 50 ul inkiibasyon buffer, 100 ul kontrol sivisi, standart kuyucuguna
ise 50 ul inkiibasyon buffer, 100 ul standart konuldu. Daha sonra blank hari¢ diger kuyucuklara
50 ul biotinylated anti- TNF-o¢  konjugat soliisyonu eklendi. Reaksiyonun olugmasi i¢in 1 saat 30
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Siirenin sonunda her bir kuyucuk 4 kez yikama soliisyonu
(Iml yikama soliisyonu, 24ml dionize su) ile yikandi, iyice aspire edildi. Daha sonra 100 pl
Streptavidin-HRP c¢alisma soliisyonundan (1ml streptavidin-HRP sulandirma soliisyonu, 10 pl
streptavidin-HRP) blank hari¢ her bir kuyucuga eklenip 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Siirenin sonunda her bir kuyucuk 4 kez yikama soliisyonu (1ml yikama soliisyonu, 24ml dionize
su) ile yikandi, iyice aspire edildi. Daha sonra her bir kuyucuga 100 ul stabilized kromojen

eklendi ve rengin maviye dondiigii gézlendiginde 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe



edildi. Siirenin sonunda 100 ul stop soliisyonundan her bir kuyucuga eklendi hafif ¢alkalayarak

rengin sariya dondiigii gozlendi ve 450nm ‘de okundu.

2. 2. 3. istatistiksel Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (for Windows Release 11.5
Standart Versiyon Copyright © Spss Inc. 1989-2001) hazir paket programi kullanildi. Bagimsiz
ornekleme testi ile (Independent Samples Test) istatistiksel acidan farklarmin anlamli olup

olmadig1 ve onemlilik diizeyleri saptandi.



3. BULGULAR

3. 1. IL-6 ‘mmn ELISA ve Istatistik Bulgular

Deneme ve kontrol grubundaki hayvanlarin serumlar1 BioSource firmasinin immunoassay
Rat IL-6 ELISA hazir 6l¢iim kiti kullanilarak analizleri yapildi. Deneme grubundaki ratlarda IL-6
diizeyleri 67,85 + 3,13 pg/ml, kontrol grubundaki ratlarda ise 38,45 + 3,39 pg/ml olarak tespit
edilmis olup deneme grubundaki serum IL-6 diizeyinin kontrol grubuna gore 1,8 kat arttigi

belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Deneme ve kontrol grubu IL-6 diizeyleri

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi bagimsiz 6rnekleme testi ile (Independent
Samples Test) yapildi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubunda istatistiksel

diizeyde 6nemli artis gozlendi (P<0,05) (Tablo 3).



Gruplar

Kontrol Deneme
(n=8) (n=8) P
IL-6 38,45 + 3,39 pg/ml 67,85 + 3,13 pg/ml *
* . P<0,05

Tablo 3. Deneme ve kontrol grubu ortalama IL-6 diizeyleri.

3. 2. TNF-a ‘min ELISA ve istatistik Bulgular

Deneme ve kontrol grubundaki hayvanlarin serumlar1 BioSource firmasinin immunoassay

Rat TNF-o ELISA hazir ol¢iim kiti kullanilarak analizleri yapildi. TNF-a diizeyleri deneme

grubundaki ratlarda 53,35 + 9,08 pg/ml, kontrol grubundaki ratlarda ise 26,42 + 2,22 pg/ml

olarak tespit edilmis olup deneme grubundaki serum TNF-o diizeyinin kontrol grubuna gore 2

kat arttig1 goriilmiistiir.
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Sekil 14. Deneme ve kontrol grubu TNF- diizeyleri.




Elde edilen verilerin istatistiksel analizi bagimsiz 6rnekleme testi ile (Independent
Samples Test) yapildi ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubunda istatistiksel

diizeyde onemli artis gozlendi (P<0,01) (Tablo 4).

Gruplar
Kontrol Deneme
(n=8) (n=8) P
TNF-a 26,42 £2,22 pg/ml 53,35 £ 9,08 pg/ml *k

** 1 P<0,01

Tablo 4. Deneme ve kontrol grubu ortalama TNF-o  diizeyleri.



TARTISMA

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptidlerdir. Hastaliklarin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele sahip olan bir
protein grubudur. Immiin sistem hiicreleri arasindaki iliskileri kontrol ederek, inflamatuvar
cevabr destekleyerek ve hematopez olayini diizenleyerek bir¢ok fizyolojik cevapta rol oynar

(Erdogan 2003).

Interlokin-1, TNF-o, graniilosit makrofaj koloni sitimiilan faktor (GM-CSF) veya IL-6
gibi bazi sitokinler, ovaryum tiimorleri icin biiyiimeyi diizenleyici ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Insan mast hiicrelerinin cogalmasi ve farklilasmasi IL-3, IL-4, IL-6 ve stem cell

faktor gibi sitokinler tarafindan diizenlenmektedir (Fukuda ve ark. 2001).

Fukuda ve arkadaslar1 (2001) yumurtaliklarinda fibrosarkoma bulunan atipik bir vakada,

tiimor hiicrelerinin IL-6, IL-10, TNF-a ve stem cell faktor iirettigini gostermislerdir.

Kanser vakalarinda IL-6 ile ilgili calismalara en fazla ovaryum kanserlerinde
karsilagilmistir. Yapilan bir ¢alismada ovaryumda olusan tiimorlerde IL-6 kaynaginin peritoneal
mezoteial hiicreler ve kanser hiicreleri oldugu ve kistik sivilarda artmig IL-6 seviyeleri ile azalan
hemoglobin diizeyleri arasinda negatif korelasyon bulundugu tespit edilmistir (Vander Zee ve
ark. 1995). Bununla beraber, hiicre ¢ogalmasini etkilemek icin anti IL-6 antikorlar ile in vitro
timor hiicrelerinin tedavi edildigi bir arastirmada, IL-6’ nin tiimoriin biiyiimesi iizerine bir

etkisinin olmadig: goriilmiistiir (Watson ve ark. 1990).

Obata ve arkadaslar1 (1997), ovarial kanseri hiicrelerde yaptiklar1 caligmada, IL-6’nin
hiicrenin baglanmasina ve go¢ etmesine etki ederek tiimoriin biiylimesini ilerletebilecegi
sonucuna varmiglardir. Ovaryum kanserli hastalarda yapilan benzer calismalarda IL-6 diizeyi
saglikli kontrollere gore oldukg¢a yiiksek bulunmus ancak CA 125 gibi bir tiimor markirt olarak
degerlendirilmesinin miimkiin olmayacag: goriilmiistiir. (Berek ve ark.1991, Erroi ve ark.1989,

Gastl ve ark.1993, Moradi ve ark.1993, Scambia ve ark.1994, Tempfer ve ark.1997). Bununla



beraber, kemoterapiye verilen cevap ile serum IL-6 diizeylerinin incelendigi bir calismada
ovaryum kanserinin ilerlemesinin erken tayininde ve kemoterapi siiresince hastaligin gidisatini

gostermede faydali olabilecegi iddia edilmistir (Nash ve ark 1999).

Meme kanserinde, prognozun takibi acisindan yapilan benzer bir caligmada, sitokinler
prognostik faktorler olarak identifiye edilmistir. TGF-8, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10 ve interferonlar
gibi sitokinlerin, dogal ve kazanilmis bagisiklikta immun sistemin anti tiimor cevabi olarak
onemli bir rol oynadid1 tespit edilmistir. IL-6’nin kanser hiicrelerinde apopitozisin indiiksiyonu
yoluyla proliferasyonu inhibe ettigi ve bu hiicrelerde apopitozisin karakteristik 6zelligi olan DNA
fragmantasyonunun olustugu belirlenmistir. Arastirmada meme kanserli kadinlarda yapilan
Olciimlerde IL-6 diizeyinin 38,3 pg/ml, saglikli kadinlarda ise 2,5 pg/ml diizeylerinde oldugu
tespit edilmistir (Baruch 2003).

Takenawa ve ark. (1991) melanoma ve renal hiicre karsinomasili hastalarda IL-6’nin
multifonksiyonel bir sitokin oldugu ve T-lenfosit, fibroblast veya monosit gibi malign olmayan
hiicreler tarafindan tretildigini tespit etmislerdir. 19 kanser dokusunda yaptiklar1 analizde IL-6
konsantrasyonunun 5,31 ng/g kontrol grubunda ise 0,47ng/g oldugu saptamuslardir. invaziv

timorlerde IL-6 diizeyini 2 veya 3 kat daha yiiksek bulmuslardir.

Kolorektal kanserden metaztaze olmus hepatik ve lenf nodiil kanserinde IL-6 diizeyinin
diagnostik 6neme sahip oldugu 65 kanserli hastada tespit edilmis ve IL-6, TNF-o0 53 hastada
onemli diizeyde yiiksek bulunmustur. IL-6 diizeyi kolorektal kanserli hastalarda 25 pg/ml den
yiiksek iken saglikli insanlarda 2 pg/ml nin altinda oldugu belirlenmistir (Ashisawa ve ark 2000).

Malnutrisyonlu kolorektal kanserli 62 hastada operasyon oncesi hizli bir agirlik kaybu,
sepsis, travma veya ates oldugu tespit edilmis akut faz proteinlerinden IL-6 diizeyi kontrol

grubuna gore yaklagsik olarak 2 kat daha yliksek bulunmustur (Nakagoe ve ark 2003).

Kolorektal kanserli 74 hastada yapilan bir ¢alismada, IL-6 ve TNF-a diizeyleri ELISA
yontemiyle tespit edilmis ve IL-6, TNF-a diizeylerinin kontrol grubuna gore yaklasik 2 kat arttigi
bildirilmistir. IL-6’nin kanserin prognozu i¢in oncii bir faktor TNF-o’nin da klinik 6neme sahip

oldugu ileri siiriilmiistiir (Nikiteas ve ark 2005).



Bas ve boyun bolgesi skuamoz hiicre kanserinde yapilan bir calismada, IL-6 diizeyi
belirlenmis tedavi oncesi IL-6 diizeyinin belirlenmesinin gii¢lii bir prognostik 6neme sahip ve
radyoterapiye cevapta onemli bir parametre oldugu ve saglikhi kisilere gore yaklasik 10 kat

diizeyde arttig1 ve ortalama 57,3 pg/ml oldugu tespit edilmistir (Schutter ve ark. 2005).

Shouda ve arkadaslar1 (2004) yumusak doku tiimoriinde yaptiklar1 bir calismada, IL-6
diizeylerini saglikli kontrollere gore 2 kat daha yiiksek bulmuslar ve tiimor gelismesine cevap

olarak immun sistemin diizenlenmesinde rol oynadiklarini ileri siirmiislerdir.

Hussein (2002) multiple myolomada yaptig1 bir caligmada, IL-6’nin protein kinazi aktive
ettigi ve bu protein kinazin da protein transkripsiyon ve protein fosforilasyonuna neden oldugunu,
myeloma hiicrelerinin biiylimelerini sitimiile ettiini ve hiicrenin hayatta kalmasim saglayan
protein olan Bcl-Xp ‘nin expresyonunu arttirarak miyeloma hiicrelerinin ilaglara direng

sagladigini iddia etmistir.

Kot huylu melanomali 41 hastada yapilan bir calismada, makrofajlarin aktive olmasini
ve tiimoriin rediiksiyonunu arttirmada immunolojik mekanizmanin etkili oldugunu, ileri diizeyde
melanoma hastalarda immun sistemi diizenleyen biyolojik modiilatorlerin %50 arttig1 ve IL-6’nin

yaklasik 3 kat diizeyde arttig1 belirlenmistir (Grimm ve ark. 2000).

68 gastrointestinal kanser hastasinda yapilan calismada, IL-6"nin pleotropik bir sitokin
oldugu immun sistemi diizenledigi ve hematopoieziste etkili oldugu kontrol grubuna gore kanser
hastalarinda IL-6 diizeyinde 6nemli bir artis oldugu metaztaz olanlarda bu artisin daha yiiksek
oldugu ve kontrol grubuna gore IL-6 diizeyinin 2 kat diizeyde arttigi saptanmistir (Vita ve ark

2001).

Ozefagus, pankreas ve meme kanseri olan hastalarda yapilan bir calismada, depresyonla
seyreden bir kanserde plazma IL-6 konsantrasyonunun normal ve depresyon olmayan kanser
hastalarindan daha yiiksek oldugu ve yaklasik 2,5 kat diizeyde arttig1 belirlenmistir (Musselman
ve ark 2001).

Kiiciik tiimor kitlelerinin erken etkisinin kaseksi oldugu ve tiimoriin ilerlemesiyle birlikte

kas kiitlesinin yag miktarinin azaldigr 26 fare kolon adenokarsinomasinda destekleyici faktor



olarak IL-6’nin yiikseldigi tespit edilmistir. Tiimor dokusunun ¢ikarilmasindan sonra farenin
agirlik kazancinin arttigi ve IL-6’nin 6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir. TNF-a diizeyinin
kontrol grubuna gore 3 kat diizeyde IL-6 diizeyinin ise 3,5 kat diizeyde arttig1 belirlenmistir

(Strassmann ve ark 1992).

Gastrik hiicre kiiltiirtinde yapilan bir ¢calismada, IL-6"nin multi fonksiyonel bir role sahip
oldugu selliiler ve humoral immun cevapta 6nemli etkisinin bulundugu IL-6’nin artisinin kotii
huylu hastaliklara isaret ettigi kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi ve IL-6 diizeyinin

kontrol grubuna gore yaklasik 4,5 kat diizeyde artt1g1 sonucuna varilmistir (Ito ve ark 1997).

Plazma paratroit hormonu yiiksek olan kanser hastalarinda yapilan bir calismada,
proinflamatuar sitokinlerin sekresyonunun arttig1, plazma IL-6 ve TNF-o diizeyinin yiikseldigi
ELISA yontemi ile Ol¢iilmiistiir. Paratroit hormonu yiiksek olan kanser hastalarinda normal
kisilere gore yaklasik 7 kat diizeyinde bir artig tespit edilmistir. Cogu sitokinlerden TNF-a, IL-6
ve 1okemi inhibitor faktoriin timor dokularindan sekrete oldugu ve kasetik proseste etkili oldugu

bildirilmistir (Takahashi ve ark 2003).

Fare mast hiicrelerinin diger sitotoksik hiicreler gibi tiimore kars1 efektor hiicreler oldugu,
hiicreler aras1 temas sonucu sitotoksitenin gelistigi ve mast hiicrelerin graniil iceriginin sitotoksik
T hiicrelerin benzer sekilde granzim niteliginde molekiiller ve TNF-a dahil yeni sentez edilmis
olan proapopitotik medyatorlerle yiiklii oldugu ve bunlar1 saldigr belirlenmistir (Edwards ve ark

1999).

Prostat kanserli erkeklerde yapilan bir calismada, lokalize prostat kanseriyle normal
prostat kanseri karsilastirildiginda klinik olarak lokalize prostat kanserlerinde IL-6 protein
konsantrasyonunun 18 kat artti81, prostat kanser dokusunda IL-6 reseptor konsantrasyonunun ise

8 kat arttig1 tespit edilmistir (Giri ve ark 2001).

Ovaryum kanserlerinde yapilan bir calismada, kanserin ilerlemesi esnasinda
anjiogenezisin goriildiigii, IL-6 iiretiminin kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat diizeyde arttigi

tespit edilmistir (Nilsson ve ark 2005).



Meme kanserli 40 kadinda yapilan calismada, IL-6 ve IL-12’nin multi fonksiyonel bir
sitokin oldugu ve immun sistem ile kanser hiicresinin proliferasyonunu diizenledigi, serum IL-6
diizeyinin kanserli kadinlarda 111 pg/ml iken saglikli kadinlarda 19 pg/ml oldugu, kanserin
metastaze olup olmamasiyla sitokinlerin diizeyi arasinda bir farklilik olmadigi, tiimor
hiicrelerinden 0Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin ekspresyonu ile sitokinlerin negatif
korelasyona sahip oldugu ve serum IL-6 ile IL-12 diizeyinin tiimoriin ilerlemesi ile alakali oldugu

goriilmiistiir (Hussein ve ark 2004).

Pleomorfik koétii huylu histiostomada yapilan bir calismada, IL-6'nin sistemik yangi
reaksiyonlarina neden olan sitokinlerden biri oldugu tiimdoriin patogenezisiyle alakali faktorlerle
iligkili oldugu ve histiostomanin kliniksel semptomlarinda etkili oldugu bildirilmistir. IL-6’nin
ELISA yontemi ile yapilan analizinde saglikli kisilerde 8 pg/ml’nin altinda, hastalarda ise 9,6
pg/ml’nin iistiinde oldugu tespit edilmistir (Nakanishi ve ark 2004).

Glioma tiimoriiniin yetiskinlerin beyinlerinde ¢cok yaygin rastlanan kotii huylu bir timor
oldugu infiltratif ve hizli bir sekilde Oliimlere neden oldugu, normal immun prosesteki
sitokinlerin regiilasyonundaki bozukluklarin 6nemli rol oynadigi, T hiicrelerinin apopitozise ve
progresyonuna neden oldugu saptanmistir. TNF-a’nin ise makrofaj orjinli bir sitokin oldugu
graniilositlerin sitimiilasyonunda , fibroblastlarin proliferasyonunda, anti viral etkide, kemik
rezorpsiyonu ve endotiyal hiicrelerin sitotoksitesinde rol aldigi apopitotik mekanizmayi sitimiile
etmesiyle glioma hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu arastirmanin bulgular1 arasindadir (Piperi

ve ark 2005).

Ureme hormonlarinin epitelyal ovaryum kanserinin riskleriyle alakali oldugu ve bu
hormonlarin IL-6"nin aktivasyonu iizerine etkilerini tespit etmek i¢in ovaryum kanserinde yapilan
bir ¢caliygmada, FSH, LH, 0Ostrodiol hormonlarimin sitimiile olmasiyla IL-6 diizeyinin saglikli
kisilere gore 1,5-2,5 kat arttig1, testesteronun sitimiile olmasiyla 2-3 kat diizeyinde arttig1 tespit

edilmistir (Syed ve ark 2002).

Menenjitte yapilan bir calismada, TNF-o’nin septik sokta énemli bir medyatér oldugu,
akciger dokusunda hasara ve letal soka neden oldugu, IL-6 ile birlikte sistemik saliniminin
meningokal menenjitli hastalarda septik sok ile alakali oldugu, TNF-a’nin inflamasyon bolgesine

graniilositlerin gociinii sagladigi, toksik oksijen radikallerinin iiretimine neden oldugu ve



notrofiller tarafindan yapilan fagositozu arttirdigr inflamatuar cevapta dnemli oldugu, IL-6’nin ise
lokal olarak artrite ve bakteriyel menenjite neden oldugu, B lenfositlerin gelismesini sagladigi
tespit edilmistir. IL-6 diizeyinin 42 hastada yapilan analizlerinde 154 ng/ml oldugu, kontrol
grubunda ise 42 ng/ml oldugu tespit edilmis olup istatistiksel olarak Onemli diizeyde artis

goriilmiistiir (Waage ve ark 1989).

Yapilan c¢alismada deneme grubunda kontrol grubuna gore serum IL-6 ve TNF-a
diizeylerinde istatistiki bakimdan anlamli artig bulunmustur. Kontrol grubunda IL-6 diizeyi 38,45
+ 3,39 pg/ml, TNF-a diizeyi 26,42 + 2,22 pg/ml tayin edilirken, deneme grubunda ise IL-6 diizeyi
67,85 + 3,13 pg/ml, TNF-a diizeyi 53,35 + 9,08 pg/ml bulunmustur. IL-6 miktar1 yaklasik 1,8
kat, TNF-a miktar1 2 kat artig gdstermistir. Yapilan literatiir taramalarinda fibrosarkomada IL-6
ve TNF-o diizeyleri ile ilgili arastirmaya rastlanmamistir. Bununla beraber yukarida ayrmtili
olarak verilen calismalarda goriildiigii gibi bir ¢ok kanser tiirlinde IL-6 ve TNF-a diizeyleri 2-30
kat arasinda artig gostermistir. Calismamizda elde bulgularin literatiir bilgileri ile uyumlu oldugu,
ratlarda deneysel olarak olusturulan fibrosarkomada diger yumusak doku kanser tiplernde oldugu

gibi IL-6 ve TNF-a diizeylerinde artis sekillendigi goriilmektedir.



5. SONUC

Sitokinlerden biri olan TNF-a ve IL-6" nin hiicrelerin biiyiimesinde ve farklilagsmasinda
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Bircok normal ve tiimor hiicresinden; basta viriisler,
bakteriler, parazitler, sitokinler ve mitojenler olmak iizere bir¢ok cesitli stimulus ile
tiretilmektedir. TNF-a’nin kaseksi ve neoplastik doku yikimi da dahil olmak {izere, tiimore bagl
lokal ve sistemik bazi etkilerden sorumlu oldugu, tiimor hiicrelerinin TNF ile oldiiriildigi,
makrofajlarin dogrudan tiimor hiicreleri ile uyarimi sonucu gergeklestigi mevcut bilgiler
arasindadir. TNF’ nin effektor etkisinde IL-6 ile sinergestik olarak etki gostermektedir. TNF
etkisi ile tiimorlerin nekrozu, dogrudan tiimor hiicrelere etkileme ile degil, muhtemelen timor
dokularinin damarlanmasini zedeleyerek etki ettikleri diisiiniilmektedir. Baz1 ¢alismalarda serum
IL-6 diizeyleri metastatik malign hastaliklarda degerli bir prognostik faktor olarak
gozlemlenmistir. Yapilan arastirmalarda deneysel olarak olusturulan fibrosarkomada TNF-o ve
IL-6 diizeylerindeki yilikselmenin her iki sitokininde tiimor olusumu ile ilgisi oldugu ancak
patojik incelemeler yapilmadigi ve tedaviye yoOnelik herhangi bir uygulama bulunmadigi icin
prognoz yoOniinden Onemli ve bu sitokinlerin tiimor iizerine etkisi degerlendirilememistir.
Fibrosarkomalarda sitokinler iizerine yapilan caligmalarin sinirli olmasi nedeni ile mevcut
caligmanin daha sonra yapilacak arastirmalara katkida bulunacagi kanisindayiz. Sitokinlerin
fibrosarkomalarda prognozun takibi, tiimoriin biiylimesi, timor {izerine etkisinin incelenecegi

arastirmalarin fibrosarkomanin patogenezinin aydinlatilmasina 1s1k tutacagi diisiincesindeyiz.



OZET

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel
polipeptitlerdir. TNF-a dogal ve kazamlmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilagsmasi ve
apoptosis siireclerinde 6nemli rollere sahip pleitropik bir sitokindir. IL-6 dogal ve kazanilmis
bagisiklik, karsinoma ve B hiicresiz leukimelerde c¢ogalmayr onleyici, degisik dokularin
biiyimesini, farklilasmasim diizenleyen bir ¢ok isleve sahiptir. Kanserlerde erken teshis yaninda
prognozun tayini, hastanin yasamini uzatmada ve daha uygun tedavi sekillerinin tespit
edilmesinde biiyiilk 6nem tasimaktadir. Calismada ratlarda deneysel olarak 3-metilkolantren ile

olusturulan fibrosarkomlarda IL-6 ve TNF-a diizeyleri belirlendi.

Arastirmanin materyalini 16 adet 8 haftalik agirliklar1 150-200 gram olan erkek Spraque
Dawley tiirii rat olusturdu. Ratlar her grupta 8 adet olmak iizere iki gruba ayrildi. Birinci grup
kontrol, ikinci grup deneme grubunu olusturdu. Hayvanlara tiim deney boyunca kuru pelet yem
ve igme suyu adlibitium olarak verildi. Deneme siiresi 150-210 giin siirdii. Deneme siiresinin
basinda deneme grubundaki ratlarin boyun bdolgelerinin dorsaline 0,25 ml susam yaginda
cozdiiriilen 0,2 mg 3-metilcholantren fibrosarkoma olusturmak iizere deri alti yolla tek doz
enjekte edildi. Kontrol grubuna ise tek doz 0,25 ml susam yag: deri alt1 yolla enjekte edildi.
Deney siiresi boyunca hayvanlar periyodik olarak kontrol edilip tiimoral olusum yoniinden palpe
edildi. Deney siiresinin sonunda ratlara eter anestezisi altinda kalbin atrium kismindan alinan
kanlar santrifiij edilerek serumlar1 ayirildi. Hazirlanan serumlarda IL-6 ve TNF-a diizeylerine ,

ELISA yontemiyle BioSource firmasinin kitleriyle bakildi.

Deneme grubundaki ratlarda serum IL-6 diizeyleri 67,85 + 3,13 pg/ml, kontrol grubunda
ise 38,45 £ 3,39 pg/ml olarak tespit edilmis olup deneme grubundaki serum IL-6 diizeyinin
kontrol grubuna gore 1,8 kat arttig1 belirlendi. TNF-o diizeyleri ise deneme grubunda 53,35 +
9,08 pg/ml, kontrol grubunda ise 26,42 + 2,22 pg/ml olarak tespit edilmis olup deneme

grubundaki serum TNF-ou diizeyinin kontrol grubuna gore 2 kat arttigt belirlendi.



Elde edilen bulgular sonucunda, c¢alisma sonuglarinin, kanserin patognezinin
aydinlatilmas1 ve prognozu alaninda yapilacak c¢alismalara katkida bulunacagi, kanisina

varilmistir.
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SUMMARY

Levels of Interleukin 6 and Tumor Necrosis Factor alfa in serum from fibrosarcoma

induced rats

Cytokines, produced by virtually all types of cells, are multifunctional polypeptide. TNF-
o is a plethoric cytokine that has a major role in natural and acquired immune, cell regulation and
differentiation and apoptosis. IL-6 has a lot of functions in natural and acquired immune, inhibit
cell growth at carcinoma and leukemia without B cell, tissue’s growthing and differential. It is
very important at the prognosis, survival, available therapy in cancer. In this study, serum IL-6

and TNF-a levels were investigated in fibrosarcoma induced by 3-methylcholantrene.

Sixteen male Spraque Dawley rats were used in this study. They were 8 weeks old and
the body weights of the rats were between 150-200 grams. Rats were allocated into two groups
each containing 8 rats. During the experiment which took between 150-210 days depending on
the apperance of tumor tissue. They were allowed free access to water and feed in order to induce
fibrosarcoma in rats, at the beginning of the experiment animals were injected subcutaneously
on the neck with 0,2 mg 3- methylcholantrene solved in 0,25 ml sesame oil. To find out weather
any tumor tissue occurred animals were palpated daily. At the end of the experiment, the blood of
animals was taken from atrium of the hearth under the ether anesthesia and than serum was

prepared. Serum IL-6 and TNF-a levels were analyzed using BioSource kits at ELISA.

Serum IL-6 levels were found 67, 85 + 3,13 pg/ml in experimental group, 38, 45 +
3,39 pg/ml in control group. It was 1, 8 times higher than controls. Serum TNF-a levels were 53,
35 + 9,08 pg/ml in experimental group, 26, 42 + 2,22 pg/ml in control group. It was 2 times

higher than controls.

In the light of this finding 1t is thought that results of study are beneficial to understand

pathogenesis and prognosis of cancer.
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