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Ozet

Sitokinler vicutta degdisik hlcreler tarafindan sentezlenen, multi fonksiyonel polipeptitlerdir. Sitokinlerden biri olan TNF- o«
dogal ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilasmasi ve apoptosis siireclerinde énemli rollere sahip; IL-6 ise dogal ve
kazanilmis bagisiklik, karsinoma ve B hucresiz leukemilerde ¢ogalmayi énleyici, degisik dokularin blytimesini, farklilagsmasini
duzenleyen bir cok islevi olan sitokinlerdir. Calismada ratlarda deneysel olarak 3-metilkolantren ile olusturulan
fibrosarkomlarda, IL-6 ve TNF-c0 diizeyleri belirlendi. Aragtirmanin materyalini 16 adet 8 haftalik agirliklar1 150-200 gram olan
erkek Spraque Dawley turu rat olusturdu. Deneme siiresinin basinda deneme grubundaki ratlarin boyun bélgelerinin dorsaline,
fibrosarkoma olugsturmak tzere 0.25 ml susam yaginda ¢ézdurilen 0.2 mg 3-metilkolantren, kontrol grubuna ise tek doz 0.25
ml susam yagi deri alt1 yolla tek doz enjekte edildi. Timor olusumu yaklagik 150-210 giin surdid. Deney suresinin sonunda
ratlara eter anestezisi altinda 6tenazi uygulanarak kalbin atrium kismindan alinan kanlar santrifilj edilerek serumlart ayrildi.
Serumlarda IL-6 ve TNF- «c 0dlizeylerinelll, ELISA y6ntemiyle BioSource firmasinin kitleriyle bakildi. Deneme grubundaki ratlarda
serum IL-6 dizeyleri ortalama 67.85+3.13 pg/ml, kontrol grubunda ise 38.45+3.39 pg/ml; TNF-c«c Odlzeyleri ise deneme
grubunda ortalama 53.35+£9.08 pg/ml, kontrol grubunda ise 26.42+2.22 pg/ml olarak tespit edildi, deneme grubundaki serum
IL-6 diizeyinin kontrol grubuna goére 1.8 kat; serum TNF-oc dizeylerinin 2 kat arttidi belirlendi. Elde edilen bulgular sonucunda,
calisma sonuclarinin, kanserin patognezinin aydinlatiimasi ve prognozu alaninda yapilacak calismalara katkida bulunacagi,
kanisina varimgtir.

Anahtar sozciikler: Fibrosarkoma, IL-6, TNF-oc, Rat

Levels of Interleukin 6 and Tumor Necrosis Factor-oc in Serum
from Fibrosarcoma Induced Rats

Summary

Cytocines, produced by virtually all types of cells, are multifunctional polypeptide. TNF-« 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 growth at carcinoma, tissue’s growthing and differential. In this study, serum IL-6 and
TNF- levels were investigated in fibrosarcoma induced by 3-methylcholantrene. Sixteen male Spraque Dawley rats were used
in this study. The experiment took about 150-210 days until the appearance of tumor tissue. 0.2mg 3-methylcholantrene
solved in 0.25ml sesame oil were injected subcutaneously on the neck to experimental group, however only sesame oil given to
control group. To find out whether 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-« 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-« 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 these findings it
is thought that results of study are beneficial to understand pathogenesis and prognosis of cancer.
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GIRiS

Fibrosarkoma, mezenkimal dokudan koken alan,
hizli ve infiltratif blylyen bag dokunun kot huylu
tlimord olup tiim hayvan tirlerinde ortaya cikabilir *.
Kemirgenlerde en yaygin gorilen bag doku timorle-
rindendir ve ratlarda spontan olarak sekillenme olasi-
g1 %1-3 dizeyindedir. Fibrosarkomalar nadiren meta-
staz yaparlar ama ineklerde lenf nodiilleri ve akciger-
lere metastaz yaptigi bildirilmistir 2*.

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sen-
tezlenen, multi fonksiyonel polipeptitlerdir; hicresel
ve humoral immun yanitlarin gelisiminde, inflamatu-
var yanitlarin uyarilmasinda, hematopoiezin diizenlen-
mesinde, hlicrelerin cogalmasi ve farklilasmasinin denet-
lenmesinde ve yara iyilesmesi stireglerinin baslatiima-
sinda 6nemli rollere sahiptirler **. TNF-oc ve IL-6, hiic-
relerin bliylimesinde ve farklilasmasinda énemli rol
oynayan sitokinlerdendir. TNF-oc, kasektin olarak da
adlandirilir. Bircok normal ve tiimor hiicresinden; bas-
ta virGsler, bakteriler, parazitler, sitokinler ve mitojen-
ler olmak Uzere gesitli stimulus ile Gretilir. TNF-cc dogal
ve kazanilmis bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilas-
masl! ve apoptosis siireglerinde énemli rollere sahip
pleitropik (tek bir sitokin birden ¢ok hticre tipi Gzerine
etkili olabilir) bir sitokindir ¢. Hayvan viicudunda
makrofaj ve sitotoksik T hiicrelerin timor benzeri ak-
tivitelerinin cogunda TNF-oc etkili olmaktadir. infek-
siyon bodlgesine notrofil ve monositlerin cekilmesini
saglayarak, vaskiiler endotel hiicrelerinde adezyon
molekillerinin ekspresyonunu arttirarak, endotelyal
hiicrelerden ve makrofajlardan kemokin salinimini
uyararak, bazi hticre tiplerinin apoptozisini, makro-
fajlardan IL-1 salinimini arttirarak etki eder. Bununla
beraber TNF-oc biltlin timorler igin etkili olamaz, bazi
tiimorler TNF-oc'ya duyarli degildir 7.

IL-6, T lenfositlerinden salinir ve B lenfositlerinin
farklilagsmasini uyarir, ancak B lenfositleri, monositler,
fibroblastlar, endotel hiicreleri, astrositler, mezangial
hicreler de IL-6 salabilmektedir, ayrica kardiak mik-
soma, miyeloma ve hipernefroma hiicrelerinin de IL-6
Uretip salabildikleri gosterilmistir. Bu interldokin, B
lenfositlerinde ¢cogalmayi uyarmadan farklilasmayi,
antikor sekresyonunu uyarmaktadir. Dogal ve kazanil-
mis bagisiklik, karsinoma ve B hiicresiz leukimelerde
¢ogalmayi onleyici, degisik dokularin blaylimesini,
farkhlasmasini dizenleyen birgok islevi vardir. Hedef
hicreye baglh olarak bliyimeyi uyaran, inhibe eden ve
farklilasmayi saglayan etkiye sahiptir ®°.

Bu calismada ratlarda deneysel olarak 3-metil-

kolantren ile fibrosarkoma olusturulan ratlarin serum-
larinda sitokinlerden TNF-oc ve IL-6 dizeylerinin sap-
tanmasi, boylece fibrosarkom ile hiicrenin blytmesi
ve farklilasmasinda etkili olan sitokinler arasindaki
iliskinin arastirilmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal ve Deneysel Fibrosarkoma Olusturulmasi

Bu c¢alismada, 8-10 haftalik ortalama 150-200 g agir-
liklarinda 16 adet erkek Spraque Dawley tiri rat kul-
lanildi. Deneme siiresince hayvanlar Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Deney Hayvanlari labo-
ratuvarinda 1sik (12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik)
ve Isl (24+2°C) kontrolli odalarda %20 protein iceren
kuru pelet yem ve su adlibitium verilmek lzere izlen-
di. Arastirma Adnan Menderes Universitesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-
HEK/2006/005).

Hayvanlar kontrol ve deneme grubu olmak (izere
(n=8) iki gruba ayrildi. Deneme 6ncesi tiim hayvan-
larin genel saghk durumlari kontrol edilip, palpasyonla
deri alti herhangi bir anormal olusum olup olmadigi
incelendi. Deneysel fibrosarkoma olusumu icin model
kabul edilen 3-metilkolantren **** 0.2 mg/0.25ml susam
yaginda kaynatilarak ¢ozdirildikten sonra deneme
grubundaki (n=8) ratlarin boyun boélgelerinin dorsaline
subkutan (deri alti) olarak tek doz enjekte edildi. Kont-
rol grubundaki ratlara (n=8) ise 0.25 ml susam yagi ay-
ni bolgeye enjekte edildi. Deneme siiresi 150-210 giin
arasinda oldu. Deneme siiresi icerisinde hayvanlar peri-
yodik olarak kontrol edilip tiiméral olusum yéniinden
palpe edildi. Timadral olusumlarin boyun bélgesinin
dorsalinde hem palpe edilmesi hemde gozle goriile-
bilir hale gelmesinden (Sekil 1) sonra ratlara eter anes-
tezisi altinda 6tenazi uygulanarak kalpten kan ornekleri
alindi ve santrifiij edilerek serumlari ayrildi. Olusan
timor dokusunun Deneme ve kontrol grubundan elde
edilen serumlar analiz yapilana kadar -70°C‘de sakland.

IL-6 ve TNF-oc Tayini

Serumdaki IL-6 ve TNF-oc diizeylerinin 6lglimi solid
faz sandwic enzim immunoassay (ELISA) prensibine
dayanan BioSource firmasinin Rat IL-6 ve Rat TNF-«c
(California, USA) hazir 6l¢tim kiti kullanilarak yapildi.

IL-6 diizeylerinin 6lgim{ amaciyla -70°C‘de muha-
faza edilen deney ve kontrol grubunun serumlari oda
Isisinda ¢Ozdirildikten sonra, ELISA pleytinin stan-
dart kuyucuklarina 100 pl standart diliisyonu ve 100



Sekil 1. Fibrosarkoma sekillenmis rat

Fig 1. Fibrosarcoma occured rat

ul standart sollisyonundan; blank kuyucuguna 100 ul
sadece standart dilisyonundan; numune kuyucuk-
larina ise 150 pl standart diliisyonundan ve 50 pl
serum; kontrol icin ise 100 ul standart dillisyonundan
100 pl'de kontrol sivisindan konuldu. Daha sonra
blank harig¢ diger kuyucuklara 100 ul biotinylated anti-
IL-6 konjugat sollisyonu eklendi. Reaksiyonun olus-
masl i¢in 1 saat oda sicakhginda bekletildikten sonra 4
kez yikandi. Daha sonra 100 ul Streptavidin-HRP ¢alis-
ma solisyonundan (1 ml streptavidin-HRP sulandirma
soltisyonu, 10 pl streptavidin-HRP) blank hari¢ her bir
kuyucuga eklenip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi ve sonra 4 kez yikandi. Her bir kuyucuga 100 ul
stabilized kromojen eklendikten sonra 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Stirenin sonunda 100 ul stop solls-
yonundan her bir kuyucuga eklendi hafif calkalayarak
rengin sarlya dondiigi gozlendi ve 450nm ‘de okundu.

TNF-oc tayini, -70°C‘de muhafaza edilen deney ve
kontrol grubunun serumlari oda isisina getirildikten
ELISA pleytinin numune kuyucuklarina 50 pl inki-
basyon buffer, 50 ul dilisyon sivisi ve 50 pul serum;
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blank’e ise 50 pl inklibasyon buffer, 100 ul diltisyon
sivisi, kontrol kuyucuguna ise 50 pl inkiibasyon buffer,
100 pl kontrol sivisi; standart kuyucuguna ise 50 pl
inkibasyon buffer, 100 ul standart konuldu. Daha
sonra blank haric diger kuyucuklara 50 pl biotinylated
anti-IL-6 konjugat sollisyonu eklendi. Reaksiyonun
olusmasi igin 1 saat 30 dak. oda sicakhiginda inkiibe
edildi, 4 kez yikandi. Daha sonra 100 pl Streptavidin-
HRP galisma soliisyonundan (1 ml streptavidin-HRP
sulandirma soliisyonu, 10 pl streptavidin-HRP) blank
harig¢ her bir kuyucuga eklenip 45 dak. oda sicakligin-
da bekletildikten sonra tekrar 4 kez yikandi. 100 pl
kromojen solusyonu eklendi ve 30 dak. oda sicakli-
ginda, karanlkta inklibe edildi. SGrenin sonunda 100
ul stop soltisyonundan her bir kuyucuga eklendi hafif
calkalayarak rengin sariya dondigi gozlendi ve 450
nm‘de okundu.

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 6rnekleme testi ile (Independent
Samples Test) istatistiksel agidan farklarinin anlamli
olup olmadigi ve 6nemlilik dlizeyleri saptandi.

BULGULAR

Deneme grubundaki ratlarda serum IL-6 diizeyinin
kontrol grubuna gére 1.8 kat (Sekil 2), TNF-oc diizey-
lerinin ise yaklasik 2 kat arttigi (Sekil 3) gorGlmustir.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi bagimsiz
ornekleme testi ile (Independent Samples Test) yapildi
ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubun-
da istatistiksel diizeyde 6nemli artis gézlendi (Tablo 1).
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Tablo 1. Deneme ve kontrol grubu ortalama IL-6ve TNF-oc
sonuglart (n=8)

Table 1. The results of IL-6 and TNF-cc in experimental and
control group (n=8)

Parametre Kontrol Deneme P
IL-6 38.45%3.39 pg/ml 67.85+3.13 pg/ml *
TNF-a 26.4242.22 pg/ml 53.35+9.08 pg/ml *k

*P<0.05, ** P<0.01

TARTISMA ve SONUC

Sitokinler viicutta degisik hiicreler tarafindan sen-
tezlenen, multi fonksiyonel polipeptidlerdir. Hastalik-
larin fizyopatolojisinde etkili ve terapotik potansiyele
sahip olan bir protein grubudur. immiin sistem hiicre-
leri arasindaki iliskileri kontrol ederek, inflamatuvar
cevabi destekleyerek ve hematopoez olayini diizen-
leyerek bircok fizyolojik cevapta 6nemli rol oynarlar *.

Kanser vakalarinda IL-6 ile ilgili calismalara en fazla
ovaryum kanserlerinde karsilasiimistir. Yapilan bir
¢alismada ovaryumda olusan tiimérlerde IL-6 kaynagi-
nin peritoneal mezotelial hiicreler ve kanser hiicreleri
oldugu ve kistik sivilarda artmis IL-6 seviyeleri ile
hemoglobin diizeyleri arasinda negatif korelasyon
bulundugu tespit edilmistir *2. Bununla beraber, hiicre
¢ogalmasini etkilemek icin anti IL-6 antikorlari ile in
vitro timor hicrelerinin tedavi edildigi bir arastir-
mada, IL-6'nin timaoriin blylmesi Gzerine bir etkisi-
nin olmadig1 goralmastar .

Obate ve arkadaslar *, ovarial kanserli hiicrelerde
yaptiklari ¢calismada, IL-6’nin hiicrenin baglanmasina
ve goc etmesine etki ederek timorin buylimesini
ilerletebilecegi sonucuna varmislardir. Ovaryum kan-

1 Kontrol

Sekil 3. Deneme ve kontrol grubu
TNF-ocl diizeyleri

Il Deneme

Fig 3. Levels of TNF-oc lin control
and experimental groups

serli hastalarda yapilan benzer ¢alismalarda IL-6 diize-
yi saghkh kontrollere gore oldukca ylksek bulunmus
ancak CA 125 gibi bir tim6r markiri olarak degerlen-
dirilmesinin mimkin olamayacagi gorilmustir 72,
Bununla beraber, kemoterapiye verilen cevap ile
serum IL-6 dlzeylerinin incelendigi bir arastirmada,
ovaryum kanserinin ilerlemesinin erken tayininde ve
kemoterapi siresince hastaligin gidisatini gostermede
faydali olabilecegi iddia edilmistir *°.

Meme kanserinde, prognozun takibi agisindan

yapilan benzer bir calismada, sitokinler prognostik
faktorler olarak identifiye edilmistir. TGF-B, TNF-a, IL-
1, IL-6, IL-10 ve interferonlar gibi sitokinlerin, dogal ve
kazanilmis bagisiklikta immun sistemin anti timor
cevabi olarak énemli bir rol oynadigi iddia edilmistir.
IL-6’nin kanser hiicrelerinde apopitozisin indiiksiyonu
yoluyla proliferasyonu inhibe ettigi ve bu hiicrelerde
apopitozisin karakteristik 6zelligi olan DNA fragman-
tasyonunun olustugu belirlenmistir. Arastirmada meme
kanserli kadinlarda IL-6 diizeyinin 38.3 pg/ml, saglikli
kadinlarda ise 2.5 pg/ml dizeylerinde oldugu tespit
edilmistir .
Kolorektal kanserli >, yumusak doku tumorlerin-
de *?*, kotli huylu melanomali %, prostat kanserli 7,
gastrointestinal kanserli hastalarda * yapilan galisma-
larda, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin yaklasik 2-10 kat
arttigi; IL-6’nin pleotropik bir sitokin oldugu, immun
sistemi dlzenledigi ve hematopoieziste etkili oldugu,
metastaz olanlarda bu artisin daha yiksek oldugu
goralmuistar. IL-6’'nin kanserin prognozu igin oncil bir
faktor TNF-a’nin da klinik 6neme sahip oldugu ileri
strdlmustar

Hussein ? multiple myolomada yaptig bir ¢alis-
mada, IL-6'nin protein kinazi aktive ettigi ve bu pro-



tein kinazin da protein transkripsiyon ve protein fos-
forilasyonuna neden oldugunu, myeloma hiicrelerinin
blylmelerini stimle ettigini ve hlicrenin hayatta kal-
masini saglayan protein olan Bcl-XL'nin expresyonunu
arttirarak miyeloma hiicrelerinin ilaglara direng sagla-
digini iddia etmistir.

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 saglkl kadinlarda 19 pg/ml oldugu,
kanserin metastaze olup olmamasiyla sitokinlerin
dizeyi arasinda bir farkhlik olmadigi, timér hicrele-
rinden Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin eks-
presyonu ile sitokinlerin negatif korelasyona sahip
oldugu ve serum IL-6 ile IL-12 dizeyinin timaorin
ilerlemesi ile alakali oldugu gorialmustar *.

Yapilan g¢alismada deneme grubunda kontrol gru-
buna gore serum IL-6 ve TNF-a dlizeylerinde istatistiki
bakimdan anlamh artis bulunmustur. IL-6 miktarlari
yaklasik 1.8 kat, TNF-o. miktarlari 2 kat artis goster-
mistir. Yapilan literatir taramalarinda fibrosarkomada
IL-6 ve TNF-a dizeyleri ile ilgili arastirmaya rastlan-
mamistir. Bununla beraber yukarida ayrintili olarak
verilen calismalarda gorildugi gibi bir cok kanser
turinde IL-6 ve TNF-a diizeyleri 2-30 kat arasinda ar-
tis gbstermistir. Calismamizda elde bulgularin literattr
bilgileri ile uyumlu oldugu, ratlarda deneysel olarak
olusturulan fibrosarkomada diger yumusak doku kan-
ser tiplerinde oldugu gibi IL-6 ve TNF-o. diizeylerinde
artis sekillendigi gorilmektedir.

Sitokinlerden biri olan TNF-oc ve IL-6’nin hiicre-
lerin bliyiimesinde ve farklilasmasinda énemli rol
oynadigl bilinmektedir. Birgok normal doku ve timor
hiicresinden; basta virusler, bakteriler, parazitler ol-
mak Uzere bir¢ok sitokinler ve mitojenlerin uyarmasi
ile Gretilmektedir. TNF-oc'nin, kaseksi ve neoplastik
doku yikimi da dahil olmak Gzere, timore bagh lokal
ve sistemik bazi etkilerden sorumlu oldugu, timor
hicrelerinin TNF ile 6ldurdldigi, makrofajlarin dogru-
dan tlimor hicreleri ile uyarimi sonucu gergeklestigi
mevcut bilgiler arasindadir. TNF-oc'nin effektor etkisi,
IL-6 ile sinerjik etki gostermektedir. TNF-oc etkisi ile
timorlerin nekrozu, dogrudan timor hiicrelere etki-
leme ile degil, muhtemelen tiimor dokularinin damar-
lanmasini zedeleyerek etki ettikleri distinilmektedir
>78 Bazl ¢alismalarda serum IL-6 diizeyleri metastatik
malign hastaliklarda degerli bir prognostik faktor
olarak gozlenmistir. Yapilan arastirmada deneysel
olarak olusturulan fibrosarkomada TNF-ocl ve IL-6 dii-
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zeylerindeki yiikselmenin her iki sitokonin de timor
olusumu ile ilgisi oldugu ancak patolojik incelemeler
yapilamadigi ve tedaviye yonelik herhangi bir uygula-
ma bulunmadigi i¢in prognoz yoniinden dnemi ve bu
sitokinlerin timor lzerine etkisi degerlendirileme-
mistir. Fibrosarkomalarda sitokinler lzerine yapilan
calismalarin sinirli olmasi nedeniyle mevcut calisma-
nin daha sonra yapilacak arastirmalara katkida bulu-
nacagl kanisindayiz. Sitokinlerin fibrosarkomalarda
prognozun takibi, timorin blylmesi, timor (izerine
etkisinin incelenecegi arastirmalarin fibrosarkomanin
patogenezinin aydinlatiimasina i1sik tutacagl distince-
sindeyiz.
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