GLIAL TUMORLERIN KEMOTERAPISINDE KULLANILACAK iLACIN
SECIMINDE GELISTIRILMIS MIKROTITRASYON METODU VE
OTOFLOROGRAFI*

Dr. Fahrettin CELIK"*

Glial timorlerinin tedavisinde secilecek Hacin tayininde invitro mikrotitrasyon
metodu uygulandi. Altt ayri ilag kullanildi ve mikrotitrasyon metodunun diger
metodlara Gstunlaga tartisildi.

Bu giin malign timoér tedavisinde kullanilacak ilacin seciminde
cesitli metodlar kullaniimaktadir. Doku kalttrd tekniklerinin gelismesi
ile in vitro testler bu konuda kullanilir hale gelmistir. Bu giin igin
malign tiimdrlerin kemoterapisi sonuglari birkag tlimoér haric yiz-
giilduriicii degilsede bu in vitro testler gelistirilmeye devam edilmek-
tedir. Yine burada itiraf edilmelidir ki in vitro metodlarla yapilan ilac
hassasiyet deneylerinin sonugclart halen klinige gtvenilir bir sekilde
tavsiye edilecek diizeyde degildir. Yani in vitro ve in vivo sonugclar
arasinda tam bir paralellik sagianmis dedgildir. in vitro testlerle sap-
tanan ilaclar hastalara uygulandiginda bazi hastalarda yararls ol-
mus fakat ayni histopatolojik yapida timorl olan diger hastalarda ise
etkisiz kalmistir. Bu durum timoér biyolojisi ile ilgili olup, sahistan
sahisa farkhiliklar gostermektedir. Bu nedenle ilag seciminde her
hastaya uygulanacak ilactan ziyade her sahsin kendi tiimorine uy-
gun ilacin secilmesi zorunlufugu vardir. iste bu amacla gelistirilen
in vitro testlerden birisi de mikrotitrasyon metodudur.

Doku kultiirii tekniklerinin ilerlemesiyle birlikte normal glia htic-
releri ve glial timdr hiicreleri de bu sahada kullaniimaya baslandi.
Normal beyinden hazirlanan kiiltiirlerde normal glia hicreleri  ya-
samlar boyunca 20-30 defa béliinebilirler. Fakat gliomalardan ha-
zirlanan hiicre kiltiirlerinin % 20 si tek tabaka olarak lreyen ve ¢o-
galma kabiliyetinde doku kdlturleri verirler, Bu sayi temporoparietal
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lob tiimorlerinden alinan érneklerde % 50 ye kadar yikselebilir. Nor-
mal glia ve endotel hiicreleri kiiltlirde sinirli bir yasam stiresine sa-
hip oldugu haide neoplastik hiicrelerin bir kismi uzun yasam sire-
sine sahiptir.

Gliomalar 6 ayr asan bir siireyle Gretilip ¢ok sayida pasaijlar
yapilabilmektedir. Gliomalardan hazirlanan saf kltirler korunabilir-
se bu kilturler ilac hassasiyet testleri i¢in kullanilabilir. Bu tip kor-
relasyonlar degisik solid timorler icin arastiriimistir (1). Astrositomlar
kiltirde ¢ok iyi Ureyen tlimorler olmasina karsin medulloblastoma
ile yapilan calismalarda olumliu sonuc¢ alinamamistir. liaciarin etkisi
hicre solunumu, glikoliz, DNA, RNA ve proisin sentezi gibi cesitli
faktorlere etkisiyle saglanir. liac tedavisini takiben ilac geriye alin-
diktan sonra hem hiicre proliferasyonu, hem “de™ hiicre canliigmin
dogrudan dogruya Oiclilmesi daha kolaydir. Hiicre  proliferasyonu
daha anlaml olmasina ragmen bunun Olgtlmesi hiicre sayiming ih-
tiyac gosterir ki hiicre sayimi ile ccmh ve Oli hicreleri birbirinden
ayirdetmek mimkin degildir. )

Gliomalarda ilac hassasiyeti 8lgmek icin organ Kiiltird calis-
malari Tchao (2) ve Saez (3), mikrotitrasyon calismalari Kornblith,
Szypko (4) ve Morgan (5) tarafindan yapilmistir,

MATERYEL, METOD

Bu calisma Glasgow Beatson Cancer Research Institute de ya-
pilmistir. Caligmada 96 adet silindirik boslugu bulunan ve tabani
hicrelerin cogalmasina uygun olan mikrotitrasyon plato’i .kullanildi.
Tripsinize edilerek siispansiyon haline getirilen hiicrelerden her bir
bosluga compu-pet cihazt yardimiyla 2000 adet 0.1 ml. vasat icinde
konuldu. Bu sekilde 3 plate hazirlandi. Plate’ler % 2 lik CO, inkiiba-
toérinde 30 dakika birakildiktan sonra disarr alinarak Gzerleri 6zel ka-
paklarn ile kapatildi ve 3 giin siireyle 37 dereceye birakildl. Bu siire
icinde hiicreler dibe yapisip bolinmeye basladilar. 3 giin sonra hiic-
relerin 6 ayn ilacla tedavisine baslandi. Kullanilan ilaclar methyl-
CCNU, 5-Fluorouracil, vincristine, bleomycin, mithramycin,. VM26
(semisentetic podophylioioxin) dir. Hazirlanan 3 mikrotitrasyon pla-
te’inden 2 si ila¢ hassasiyetini 6lcmek icin, bir tanesi ile tiimér hiic-
relerinin ilac tedavisi yapiimaksizin tireme hizlarini élgmek icin kul-
lanildi. Bu sonuncu plate’de her giin vasat degistirildi ve bu plate’de
3 glnde bir hiicre sayimi yapiidi. Normal olarak beklenen her hiic-
re sayiminda hlcre sayisinin giderek artmasidir. Sayet béyle bir art-
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ma izlenemez ise -0 timorin hicreleriyle yapilan ila¢ hassasiyet
testlermm scnu' lar1.dogru olarak kabul edilemez. :

cin ,kuillonllan plate’ !erden brmde hiicreler -3'er sira
methyi- CCNU”,_Y Fu, vincristine ve 2 sira, da -kontrol olarak % 10
EtOH ile- tedcvx edlldl ‘Kullanilan_ ilac konsantrqsyonlarl arasinda m-

san plqzmqsmdaki konsantmsyonlan da kullumtdl Hiicreler 3 gun
slreyle IIOCIQ tedavn ed:ldl ve, bu slre xc ‘nde her giin ilac ve vasat
oeglstm!d 3;‘gunun sonundu ilac tamamen geriye ahndi ve hlcre-
ler 4 gun urey!e lyllesmeye blraklldl Bu arada yine her gun vasat
degistirildi. 4: glin -'sonra plate’deki her bir bosluga ¢.1 ml. vasat
icinde 1 rikrokiiri® s-methionine (izotop) konuldu. Hucreler . izotop
ilavesinden sonra 3 saat sireyle % 2 lik: COQ inkiibatdriinde birakil-

1. Sonrg; plute BSS (Hank's balanced salt solution without bicar-
bonc:te) irl‘ézl\-yi‘-kun,d[.'Sonm hiicreler saf:metanol ile fikse edildi. Pla-
te kurutulduktan sonra 3 kez, sogutulmus % 10 luk trichlor acetic
acit ile bltin bosluklar doldurulup bosaltiidi. Plate tekrar methanol
ile yikanip kurutuldu. Plate’in her bosluguna 50 mikrolitre toluene
based scintillator konuldu. Plate dakikada 800 devirde bir saat sii-
reyle sontrifiije edildi. Bdylece toluene’'nin plate zemininde kuruyup
bir tabaka yapmast saglondi. Bunun nedeni bir sonraki safha olan
izotopun filminin cekilmesi icin uygun sarti saglamaktir. Karanlk
odada plate alt yiziine film sarilarak, isik almasint Onleyici énlemler
alindiktan sonra plate - 70 dereceye birakiddi. 1,2,4,8 gunlik filmter
alindr. Alinan flimlerden autoscanner dleti ile tutulan izotop mikta-
rini grafi kolarak gdstermek mimkin oidu. Kullanilan ila¢ kon-
santrasyonlarina uygun oiarak hazirlanan okuma kartiarindan yarar-
lanilarak [Dse (yiizde elli i111-1ibisyohf'»dozu) 6lct;ldﬁ.

' BULGULAR

ReSIm 1 de I]k 3 sira methyl- C'“NU jikinci. .3 ‘sira 5-Fu, Uelncl
3 sird vmonstme, dorduncu 3 sira: 10, EtOH ile Résim 2 de ilk 4 sira
bleomycin, ikinci 4 sira mlthramycm tietincu 4 sira VM28 ile tedavi
edilen siralardaki hlicrelerin proteinine baglanan izotop g6riilmek-
tedir. Resim 3,4,5,6,7,8 de her bir ildca ait otoflorografi grafikle-
rinden birer 6rnek gorilmekiedir. .
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Resim 1 : ilk l¢ sira Me-CCNU, ikinci 3 sira 5-FU, dglincli 3 sira
vincristine, dérdiincii 3 sira % 10 EtOH ile tedavi edil.nis hiicrelerin
izotop tutusunu gdstermektedir.

{Bir autofluorography filmi}

Resim 2 : ilk 4 sira Bleomycin, ikinci 4 sira Mithramycin, Gginci
4 sira VM 26 ile tedavi edilmis
hiicrelerin izotop tutusunu g&stermektedir.
(Bir autofluorography filmi)



Resim 3 : Me-CCNU ile elde edilen bir otoflorografi grafigi

Resim 4 : Vincristine ile elde edilen bir otoflorografi grafigi



Resim 5 : B-FU ile elde edilen bir otoflorografi grafigi
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G.OMS

Resim. 6 : VM 26 ile elde edilen bir otoflorografi grafigi
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Resim 7 :
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Mithramycin ile elde edilen bir otoflorografi grafigi

e

Resim 8 :

Bleomycin ile elde edilen bir otoflorograti grafigi
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TARTISMA

Bu metodun digerlerinden en belrgin farki, uzamis teldavi su-
resinin ve uzamis iyilesme devresinin olusu ve otoflorografi tekni-
ginin kullanilmis olmasidir (6). Daha énce yapilan mikrotitrasyon
calismalarinda ilacla tedavi siiresi cok kisa tutuluyordu. (Kornblith
ve Szypko) Oysa Freshney tarafindan yapilan calismalar gdstermis-
tir ki, maksimum 1Ds, elde etmek igin tedavi siiresinin 4-5 glin olma-
sina ihtiyac vardir. Hatta bazi ilaclar icin tedavi siresinin daha uzun
tutulmasina gerek vardir. Yine ilac geriye alindiktan sonraki iyiles-
me devresi uygulandiinda ilaclarin etkisinden kurtulan timorler ta-
ninamamaktadir. Bu metodda otoflorografi teknigi ile canh hiicrele-
rin protein sentez etme yetenekleri izotop yardimiyla sihhatli bir se-
kilde oiclilebilmekte, en kiigik hiicre dansitesinde bir ilacin etkisini
dlemek mimkiin olmaktadir. Bu metodla ameliyattan 6-8 hafta sonra
klinige kemoterapide kullanilacak ilac tavsiye edilebilmektedir.

SUMMARY

in vitro microtitration technique was employed for determining
the effective drug for treatment of glial tumours. Six different drugs
were used and superiority of the microtitration technique to the
others was discussed.
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