KOLONi METODU VE MITOMYCIN-C’NiN KOLONi YAPMA
ETKINLIGI UZERINE OLAN ETKILERININ iNCELENMESI*

Dr. Fahrettin CELIK**

Bu c¢alismada astrositom hiicreleri kullanilarak -in vitro doku kiiltirl teknigi
ile koloni metodu uygulandi. Bu metodla hem 6 ayri ilacin astrositomlar {izerine
olan etkisi incelendi, hem de mitomycin-C isimlii ilacin koloni yapma etkinligi iize-
rine olan etkisi arastirildi. Koloni ve mikrotitrasyon sonuclari birbiriyle karsilastiriidi.

Koloni metodu (cloning) hticrelerin uygun sartlarda koloni yap-
malar1 yeteneklerinden yararlanilarak gelistirilmistir. Teknik, ilk defa
Dr. Sanford (1) tarafindan uygulanmistir, Koloni, ayri ayr hiicrelerin
biraraya gelmesiyle meydana geien ve butlin hiicrelerin  birbiriyle
baglantili oldugu bir hiicre toplulugudur. Bir hiicre populasyonunda
hiicrelerin birbiriyle baglentdarmin gérilmesi, kolonideki hiicrelerin
nukleus ve sitoplazmalarinin stromal hiicrelerinkinden daha kiciik
oiugsunun mikroskop altinda gériimesiyle tannirlar. Bitiin arastir-
mactlarin kabul ettigi bir nokta da, koloni sayimi yapilirken 16 ve da-
ha fazla sayida hicre ihtiva eden kolonilerin géz 6niine alinmasidir.

elde edilen koloni sayisi

Koloni yapma etkinligi : x 100

inokile edilen hiicre sayisi

formUlline gdre hesaplanir. Bu etkinlik degisik glial kiiltlrlerde dii-
clk bir ylizdeden % 20 ye kadar arttinlabilir. Bu oran glioma kiiltiir-
ferinde glukokortikoid kullanilarak -daha da arttirilabilir. Glukokorti-
koidler normal glia hticrelerinin koloni tarzinda codalmasint arttir-
digindan, malign glial hlcrelerin digerlerinden ayiriminda bu metod
kullantlabilir. Koloni yapma etkinligi besleyici tabaka (feeder layer)

* Calisma Beatson Cancer Research Institute Glasgow Scotland’da yapilmistir.
** Ondokuzmayis Universitesi Tip Fakiltesi Nérosgirarji Bdlimii Dogenti.



Sekil 1 : Giemsa ile boyanms kolonilerin gérinimi

kullanilarak daha da arttinlabilir. Bu amacla hiicreler 3000 rad. ir-
radiye edilir veya mitomycin-C ilavesiyle (2 mikrogram/10° hiicre)
kullanilabilir (2). Mitomycin-C ilavesiyie normal glial hicrelerin ar-
tik prolifere olmadidr (3) ve keza glioma hiicrelerinin  de prolifere
olmadigi gdsterilmistir. M. Guner (4), insan astrositom kiltirlerini
kullanarak erken pasaj kiitirlerinde proliferatif devrede deksame-
tazon ve betametazon mevcudiyetinde kiltar calismasi yaptt.  Bu
steroidierin hem koloni yapma etkinligini, hem de her kolonide bulu-
nan hiicrelerin proliferasyon kapasitesini ylkselttigini bildirdi.

Koloni metodu ilk tarif edildigi sekliyle kaimamis ve cesitli de-
gisiklikler uygulanmistir. John Paul’e (5) gbre Puck ve Marcus va-
sat gz bir oranda agarla sertlestirildiginde hicrelerin koloni yapti-
g bulmustur. Koloni metodu ila¢c hassasiyet testi i¢in de kullaniia-
bir.

MATERYEL, METOD

1 — Ureme yiizeyi 75 cm? olan 2 adet flaskin (hiicre kultlr
kabi) her birine 5x10° astrositom hiicresi konuldu.

2 — Hdicrelerin dibe yapisip boliinmeye baslamalarindan son-
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Resim 4 : Vincristine ile yapilan bir koloni- ¢alismasi
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Resim 5 : Bleomycin ile yapilan bir koloni galismas:
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ra hicre kiiltir kaplarindan birinin icine mitomycin-C (2 mikrogram/
108 hiicre) ilave edildi. Bir gece 37 dereceye birakildi.

3 — Mitomycin-C disari alindi, hiicreler BSS {Hank’s balanced
salt solution without bicarbonate) ile yikandi, taze vasat sivisi ko-
nulup, 2 gunligline inklUbatdre terk edildi.

4 — Mitomycin-C ile tedavi edilmis hiicreler tripsinize edilip, 16
adet 9 cm. lik mikrobiyolojik petri kutusunun her birinin icine 2x10*
hicre konuldu.

5 — Diger hiicre {reme kabi alinip icindeki hicreler tripsini-
ze edildi ve (reme yiizeyi 25 cm? olan 8 adet kigiik hiicre Greme ka-
binin her birinin icine 5x10* hicre/ml. konuldu. Ve bunlar 24 saat
37 dereceye birakiidi.
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: L D (Mitomein¢ e} Nolonh ve mikirobibrasion sorglacinn fncglosbindevan o dikeolileatyen.

Resim 8 : Mitomycin-C kullaniidiginda iki metod arasindaki uygunluk
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Resim 9 : Mitomycin-C kullamimadan iki metod arasindaki uygunluk

6 — Kiiciik hiicre Greme kaplarindan 7 tanesinin icinde bulunan
hiicreler mikrotitrasyon metodu ile yapilan calismada kullantlan
konsantrasyon metodu ile yapilan g¢alismada kullanilan konsantras-
yon'arda ilacla 3 glin sire ile tedavi edildi. Bir kaptaki hlicreler ise
kontrol olarak kullaniimak lizere tedavi edildi.

7 — Kiiciikk hiicre ireme kaplarindaki hicreler tripsinize edil-
di. Her bir ilac konsantrasyonunda tedavi edilmis hicrelerden 4000
tanesi daha 6nceden hazirlanmis olan ve mitomycin-C ile tedavi
edilmis hiicrelerin bulundugu 2 ser adet petri kutusuna ilave edildi.
Yine 4000 er hiicre de, icinde mitomycin-C ile tedavi edilmis hlcre-
ler bulunmayan 2 ser adet petri kutusuna konuldu.



8 — Petri kutularina 20 ml. vasat sivist icinde 10 mikrogram/ml.
betametazon ilave edildi.

9 — Haftada bir vasai sivisi degistiriimek  {izere hiicreler 3
haftaliina % 2 lik CO, inkibatériine konuldu.

10 — 3 haftanin sonunda petri kutularinda  bulunan hiicreler
BSS ile yikanip, metanol ile fikse edildi.

11 — Koloniler Giemsa ile boyandi. (Resim 1 de koloniler gori-
lGyor).

12 — Koloni sayicisi ile koloniler sayildi.

13 — Hic¢ tedavi edilmemis gurupta bulunan hiicrelerin yaptig
koloni sayisi % 100 (kontrol) olarak alinip, degisik konsantrasyonlar-
da ilagia tedavi edilmis hicrelerin yaptigi koloni sayilarmin ylzde
oranlart hesaplandi. Sonuclar logaritma k&gidi Gizerinde grafik sap-
tandi. (IDso, IDgo) Resim 2-7 de her bir ilaca ait koloni grafiklerinden
birer 6rnek gériilmektedir. Bu sonuclar mikrotitrasyon metodunun
sonuclar ile karsilastinldi.

Arastirmada 8 ayri astrositom kullanildi. Bunlardan 7 si dog-
rudan insandan alinan astrositom olup, biri xenograft'li astrositom-
du. Arastirmada 6 ayn ilag kullanildi.  Bu ilaclar, methyl-CCNU,
vincristine, 5-fluorouracil, VM26, bleomycin, ve mithramycindir.

TARTISMA

Her iki metodun sonuclari istatistiksel olarak karsilastirildigin-
da Resim 8-9 da gorildigu gibi +IDs, degerleri (mitomycin--C kul-
lanildifinda elde edilen degerler) kullanildiginda iki metodun sonue-
lar1 arasindaki uygunluk P<0.001, —IDs, degerleri kullanildigmda
P<0.001 dir. Fakat resimlerde gorildigi gibi +Dso degerleri kulla-
nildiginda, degerler regresyon hattinin hemen yaninda, —IDs, de-
gerleri kullaniidiinda regresyon hattinin iki tarafinda daha daginik
bir sekilde bulunmaktadir. Bu durum +IDs, degerlerinin, yani feeder
layer kullanildidinda iki metod arasinda daha fazig uygunluk sag-
landigini  géstermektedir. Ayrica koloni yapma etkinliginin - mij-
tomycin-C kullantldiinda aritidi goriilmektedir.
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SUMMARY

in this study, the effects o©of chemotherapeutic agenis on
astrocytoma was searched by using cloning technique. Six different
anticancer medications were used and the effect of mitomycin-C
on clening efficiency was determined. The results of cloning and
microtitration were compered.
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