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OZET

Amag: Kanser hicrelerini dldtrmekle goérevii natural killer (NK) hiicrelerinin in-vivo sartlarda primer
tumar bayumesi ve karaciger metastazina efkilerini incelemek.

purum Degerlendirmesi: Konake! immuan savunma sistemi 1mar hicrelerinin primer blydmesi ve
yaylimasini dnlemede dnemli rol oynamaktadir. Bu sistemin bir pargasi olan NK hticrelerille llgiliin-vivo
calismalar sinirlidr.,

Yéntem: Balb/c farelerinde daha dnce olusturulmus kolon adenokanser (C-26) hiicreleriin-vitro kaltar
ortaminda hozirlanarak normal Balb/c farelerinin mide duvarna inokule edildi. Hoyvanlar ki gruba
ayrildi. Kontrol grubuna (n=12) serum fizyolojik, caligma grubuna (n=12) NK hlcrelerini spesifik olarak
inhibe eden anti-asialo GM-1 anfiserumu foplam é kez intraperitoneal olarak verildi. Tamor
inokilasyonundan 21 gan sonra hayvanlar sakrifiye edilerek tamaéran inokdlasyon yerindekihacimve
agirig ile karaciger metastazlannin sayisi ve islak karaciger agirliklan degerlendirildi.

Cikanmiar: Inokulasyon yerindeki ortalama timér hacmi galisma grubunda kontrol grubuna gére
daha yiksek bulundu (p=0.0022). Tumdrin inokulasyon yerindeki orfalama adirhd, slak karaciger
agirigive karacigerde metastaz gérulme orani¢alisma grubunda kontrol grubuna gére dahayuksek
saptanmasina ragmen istatistiki fark anlamii degildi (p>0.05).

Sonug: Organizmanin timar hicrelerine karsi savunmada rol oynayan NK hacrelerinin in-vivo
inhibisyonu hem primer timer buyimesi hem de metastaz olusumunu artirmaktadir,

Anahtar kelimeler: NK hiicresi, anti-asialo GM-1, primer tamér baylmesi, karaciger metastaz

SUMMARY

The host immune defense system plays an important role in preventing the spread of tumor cells in
the body. In the present study, we evaluated the effect of natural killer (NK) cell activity in a mouse
model of hepatic metastasis. One million colon cancer (C-26) cells were prepared in 0.05 ml of
phosphate-buffered saline (PBS) and inoculated into the stomach walll (distal corpus) of Balb/c mice.
The animals were divided into two groups. While control group animalls received saline solution, the
study group animals received anti-asialo GM-1 antiserum (1/10 dilution, 0.2 ml, 10 mg/ml) 24 h before
the inoculation and the injections were repeated every 4 days throughout the experiment. Allmice
were sacrificed 21 days after tumor inoculation. Number of liver metastasis, wet liver weight, size and
the weight of the tumor at injection site were evaluated. The tumor reached a bigger size (p=0.0022)
and the number of metastatic nodules in the liver were much more (p=0.06) in the study group,
compared with control. This study described that, depletion of mouse NK cell activity with anti-asialo
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GM-1 antiserum increased both primary tumor growth and metastatic liver colonies.

Keywords: NK cell, anfi-asiclo GM-1, primary tumor growth, liver metasiasis

Viicut savunma sistemleri timor hiicrelerine
karsi koymada oldukca dnemli bir rol oyna-
maktadir. Bunda en buyiik pay buyik granilli
lenfositlerden olan natural killer (NK) hiicrelerine
ve sitotoksik T lenfositlere aittir. Viicutta kanser
hiicresi ortaya ¢iktiginda bu hiicrelerin ortadan
kaldirlmasinda NK hiicreleri primer rol oyna-
maktadir (1). NK hicreleri kanser htcrelerini
normal hicrelerden direkt olarak ayirtedebil-
mekte ve birkagsaatiginde bu hiicreleri 6ldurebil-
mektedir (1). NK hiicrelerinin bu etkisi in-vitro
calismalarda ortaya konmustur ancak in-vivo
etki ile ilgili cahsmalar sinirlidir.

Farelerin NK hiicreleri asialo GM-1 denilen
yizey gangliozidine sahiptirler(2), ve bumarker
sayesinde NK hiicreleri ayirtedilebilirler. Biz bu
calismada NK hicrelerine spesifik olarak
baglanarak onu inhibe eden bir monoklonal
antikoru farelere uyguladik ve tiimér transplan-
tasyonu vaptigimiz farelerde bu uygulamanin
primertimaérbuyumesi ve karaciger metastazina
olan etkilerini inceledik.

GEREC VE YONTEM

Calismada 24 adet 6-8 haftalik “specific patho-
gen free” Balb/c faresi kullanildi. Farelerin
ortalama agirhigi 20 gram idi. Tokyo Hiicre
Bankasi” ndan temin edilen indiferansiye kolon
adenokarsinom (C-26) hiicreleri kullamldi. Bu
timordahasnce Corbettve ark.’lar (3) tarafindan
Balb/c farelerine N-nitroso-N-metil Gretan
verilerek olusturulmustu.

Bu tumadr hicrelerinin % 5 FCS'li (fetal calf
serum) RPMI-1640 vasatinda, 37°C'da % 5 CO»
ortaminda in-vitro seri kiiltiirleri hazirlandi.
Trypan mavisi ayirma testi ile timaor hiicreleri
sayilarak son konsantrasyonu 106/0.05 ml olacak
sekilde ayarlandi.

Farelere nembutal anestezisi (1.25 mg/25 gr,
i.p.) altinda median laparotomi yapilarak mide
korpus distalinde anterior yiizden 2-3 mm acildi
ve 30-G igne ile mide limen tarafindan girilerek
daha &nce hazirlanmig timér hicreleri sub-
mukozaya implante edildi. Mide ve karin duvar
ayr ayrt 6/0 Maxon (Davis-Geck, Inc.) ile
kapatildi.

Fareler 2 gruba aynldi. Calisma grubuna
(l.grup) (n=12) NK htcrelerini spesifik olarak
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inhibe eden ve tavsanlardan elde edilen bir
monoklonal antikor olan anti-asialo GM-1
antiserumu (Wako, Osaka, Japan) 1/10'luk
diliisyondan 0.2 ml olacak sekilde intraperito-
neal olarak timérinokilasyonundan 1 glin énce
ve inokilasvondan sonra her 4 giinde bir
tekrarlanarak verildi. Kontrol grubuna (Il.grup)
(n=12) ayni doz ve siirede i.p. olarak serum
fizyolojik (%9 NaCl) uygulandi.

Tumor inokiilasyonundan 21 giin sonra tim
fareler sakrifiye edilerek iki grup asagidaki
parametreler yoniinden karsilastirild;

e mide duvarindaki primer timor hacmi (mm3)
e timor dokusu etraf dokudan ayrilarak tartilan
tumar agirhigi (mg)

e karacigerde makrometastaz olusum sikhgr (%)
e islak karaciger agirligi (mg)

Her iki grupta hacim ve agirhiklarin karsilas-
tinlmasinda Mann-Whitney U testi, karaciger
metastazlarinin karsilastinlmasinda Fisher Kesin
KiKare Analizikullanilch, p<0.05 anlamh kabul
edildi.

SONUCLAR

Calisma ve kontrol gruplannda elde edilen
sonuglar Tablo 1'de gosterilmistir. Ortalama
tumar buyiklugi anti-asialo GM 1 antikoru
verilen calisma grubunda 6201+ 1681 mm3
iken kontrol grubunda 4258 + 1525 mm3 olarak
saptandi, aradaki fark istatistiki olarak anlaml
idi (U=19.0, p=0.0022). Primer timaor agirhg
l.grupta 3558+ 877 mg, Il.grupta 3203 + 1332
mg idi. Primer tumor agirhig calisma grubunda
dahafazlaolmasimaragmen aradakifark istatistiki
anlamlihga sahip degildi (U=60.0, p=0.48).

Karacigerde metastaz olusum sikligi calisma
grubunda % 91.6(11/12fare), kontrol grubunda
%50 (6/12 fare) olmasina ragmen aradaki fark
istatistiki anlamhliga sahip degildi (one tail p=
0.03, two tail p=0.06). Ortalama islak karaciger
agirhklan karsilastinldigindal.grupta 1621 + 289
mg, ll.grupta 1464+197 mg olup calisma
grubunda daha yuksek idi. Ancak aradaki fark
istatistiki anlamliliga sahip degildi (U=49.0,
p=0.18).
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Tumor hiicrelerine karsi koymada orga-
nizmanin ilk kademe savunma sistemini
olusturan NK hiicreleri 12-15um capinda biiyiik
graniiler lenfositlerdir ve insanlarin periferik
kanindaki lenfoid hicrelerin % 5'ini olustururlar
(5,6). Baglica grevitimor hiicreleri veya virusla
enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasidir. NK
hucreleri bufonksiyonu nonspesifik olarak yapar
ve daha onceden spesifik bir antijenik stimi-
lasyona ihtiyag gdstermez. Yok edilecek hiicreyi
tanima mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamig
olmakla birlikte, NK hiicreleri hedef hiicrelere
baglanmakta ve membran pargalayici proteaz
ve fosfolipaz enzimlerini salgilamaktadir. Salgi-
lanan bu letal proteinler hedef hiicrenin sito-
plazmik membraninda perforin denilen delikler
acmakta ve hicrenin 6limine sebep olmak-
tadirlar (5).

Rolf Keisslingve ark.’lari 1975 yilindailk kez
dogal sitotoksisiteyi tanimlayarak bunda rol
oynayan hiicrelere NK hiicresi adini verdiler (7).
Bunu izleyen yillarda NK hiicrelerinin fonk-
sivonlarini ortaya koymak amaciyla gesitli in-
vitrove in-vivo ¢calismalaryapilmig ve son birkag
vildir sinirli sayidaki birkag klinik ¢alisma ile
konu incelenmeye devam etmektedir.

Metastaz, cerrahinin en dnemli problem-
lerinden biridir. Bu ¢alismada, primer timor
biyimesi ve metastaz olusumuna karsi koymada
organizmanin savunma sisteminde dnemli bir
role sahip olan NK hiicre fonksiyonunu daha
oncegelistirdigimiz fare modelinde (4) inceledik.
Tavsanlardan elde edilen ve NK hiicrelerini
spesifik olarak inhibe eden bir monoklonal an-
tikor (anti-asialo GM 1) farelere verildiginde
hem primer timér biytmesi hem de karaciger
metastaz olusumunda belirgin bir artis saptadik.
Yano ve ark.’lari (8) kullandiklar bir baska fare
modelinde, kuyruk veninden iki farkl kanser
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hiicresini (human SCLL H69/VP ve squamoz
hicreli karsinom RERF-LC-A1) ayri ayri enjekte
ettiklerinde metastazin olusmadigini, ancak hay-
vanlara anti-asialo GM 1 antikoru verdiklerinde
metastaz gozlendigini bildirdiler. Benzer bir
calismada (9), ratlarin ileokolik veninden ACL-
15 kanser hiicreleri enjekte edildiginde seyrek
karaciger metastazlari gériliirken tedaviye anti-
asialo GM 1 antikoru ilave edildiginde karaciger
metastaz sayisinda artis ve farelerin yasam si-
resinde bir kisalma saptandi. Aksine, tedaviye
anti-asialo GM 1 yerine NK hiicre aktivitesini
artiran OK432 ilave edildiginde karaciger me-
tastaz sayisinda azalmave yasamsiiresinde artma
mevydana geldigi bildirilmistir.

Apte ve ark.larinin yaptigi bir calismada
(10), Balb/c nude farelerine anti-asialo GM 1
antikoru verildiginde NK hiicreleri inhibe edilip
primer timor blytumesinde progresif bir artis
gozlendigi rapor edilmistir. Gresser ve ark’lari
da (11) vaptiklari ¢alismada farelere “Friend
erythroleukemia” hiicrelerini vermeden énce
NK hiicre aktivitesini inhibe eden 3 farkli yontemi
(anti-asialo GM 1 Ab, silica ve radyoterapi) ayri
ayr uyguladilar ve bu yontemlerin hepsinde
hayvanlarin yasam siirelerinin kisaldigini bildir-
diler. Bizim calismamizdavebenzeri calismalar-
da NK hiicrelerinin timére karsi savunmadaki
rolt ortaya konmustur. Bu bilgilerin 1siginda,
NK hiicre aktivitesinin artirilmasinin timor ile
milcadelede donemli bir tedavi yontemi haline
gelebilecegi distiniilebilir.

NK hiicre aktivitesini artiran bazi madde-
lerle yapilan calismalarda ise hem tiimor
biylmesi hem de metastazlarin azaltilabildigi
raporedilmistir. Buamaclakullanilan maddeler,
interlckin-2 (12), interlokin-10 (13), interlokin-
18 (14), bropirimine (15), Phyllanthus emblica
(16), polyadenylic-polyuridylic acid (17),
loxoribine (18), linomide (19) v.s.dir. NK hiicre
aktivitesini artirmaya yonelik bu tedavi yaklasi-

\ TABLO 1: iKi GRUBUN CALISMA PARAMETRELERI YONUNDEN KARSILASTIRILMASI
(Ort +SD)

Tiimor Hacmi Timor Agirhg Karaciger Metastaz  Islak Karaciger

(mm?) (mg) Sikhgr (n=12) Agirhigr (mg)
Calisma Gr. 6201 + 1681 3558+ 877 11/12 16214+ 289
Kontrol Gr. 4258+ 1525 3203+1322 %12 1464+197
P P <0.05 >0.05 >0.05 >0.05
' * istatistiki anlamlilik
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minin gelecekte timér biytmesi ve metastaz-
larin 6nlenmesinde &nemli bir vere sahip ola-
bilecegi kanisindayiz.

Klinik calismalarda da, hasta yasam slresi
agisindan NK hiicre aktivitesinin korunmasi veya
artinlmasi gerektigi vurgulanmistir. Beitsch ve
ark’lari (20) meme kanserli hastalara uygulanan
cerrahi ve neoadjuvan kemoterapinin NK hiicre
fonksiyonlarina etkisini incelediler ve tek basina
cerrahinin veya neoadjuvan kemoterapinin NK
hicrelerden olusan dogal immiin sistemi boz-
dugunu ve bunun ise metastaz riskini artirabi-
lecegini bildirdiler. Vigano ve ark.’lar (21), 60
metastatik bobrek timorli hastada (renal cell
carcinoma) distik doz interlokin-2' i kullandilar
ve bu uygulamanin NK hiicre sayisini artirarak
yiksek oranda timér regresyonu sagladigini
bildirdiler. Bobrek kanserlerinin tedavisinde Sella
ve ark.’lar (22) interferon-alfa ve 5-florourasil
tedavisine NK hiicre aktivasyonu yapan inter-
l6kin-2" nin ilave edilmesi ile daha iyl sonug
aldiklarini belirttiler.

Geldhof ve ark./lari (23) yaptiklan bir
calismada lenfoma hiicrelerini NK’ yaduyarlive
NK’ ya direncli diye siniflandirdilar ve NK
hiicrelerine direncli timérlerin daha ¢cok me-
tastaz yapma yeteneginde oldugunu saptadilar.
Diger bir calismada (24) ise, 6zofagus kanserli
hastalarda plazma NK hiicre sayisinin timér
rekiirrensi ve metastaz agisindan prognostik
Gneme sahip oldugu vurgulanmistir.

Sonug olarak, bizim calismamizda ve diger
calismalarda da ortaya kondugu gibi NKhiicreleri
hem primer timér bityiimesi hem de metastazin
onlenmesinde 6énemli bir rol oynamaktadir.
Gelecekte NK hiicre aktivitesini artiran ajanlarin
kullanimi kanser tedavisinin vazgecilmez bir
parcasi haline gelebilir.
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