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Kortikosteroidlerin insan SSS tiiméri hiicre kiiltiirleri (iterinde invitro
sitotoksik etkilerini arastirmaya yénelik galismalara hidrokortizon asetatin
etkisi gozlendikten sonra baslanmistir. Degisik yas grubunda muhtelif t{i-
mor hiicre kilttrleri farkli konsantrasyonda hidrokortizonla tedavi edildi-
ginde ylksek konsantrasyonunun hicrelerde morfolojik anomalilere yol
achigi, cogalma hizim azalttigi, distik konsantrasyonda ise stimulan etki
yaptigt gorilmistior®™815 Timér hiicrelerinin  hidrokortizona cevabinin
hormon konsantrasycnuyla paralel degisiklik gostermesine karsilik timo-
riin tipi ve malignite derecesine bagh degisiklikler saptanamamistir.

Klinik nérosirurjide 1952 den bu yana beyin #imorli hastalarda yaygin ola-
rek kullanilan steroidlerin hastalarda klinik duzeltmeye vyol actigr bilin-
mektedir*>>*3. Bu iyilesmenin timoér gevresindeki beyin 6deminin steroide
cevaben azalmasina bagh oldugu gerek computer tomography (CT) ve ge-
rekse amelivat bulgularindan anlasilmaktadir. Ancak deksametazonlarin
timér hiicreleri lizerine etkisinin ne yoénde oldugu hala tartisiimaktadsr.

Bu galismada her bir hiicre tipinin disiik ve yiiksek hilicre dansitesinde in-
vitro degisik konsantrasyonlarda deksametazona konsantrasyon bagimli
cevabi ile yiiksek hiicre dansitesinde 10 ugr/ml deksametazona cevabi
arastinimistir,

Materyel ve Moiot

Hilcre kiiltirleri Southern General Hospital'de tedavi goren histopatolojik
tantlart ayni nérvopatolog tarafindan konulan 9 degisik doku &rneginden

% Karadeniz Univ. Tip Fakiiltesi, Norosirurji Anabilim Dali Docenti Trabzon

119



hazirlandi. Yeterli miktardaki doku ornedi Ham’'s F 12 Eagles’'in MEM
(Flow lab) % 1 non essential amino asit (Flow lab), % 20 fétal sigir se-
rumu (Gibco Biocult) ndan olusan besi ortaminda 4°C ta transfer edildi.
Kullanilan doku &rneklerinin kod isimleri, histopatolojik tanilart ve hasta-
nin cinsiyeti Tablo | de verilmistir,

TABLO 1

Deku Grnelderinin Alindigi Hastalarin Cinsiyeti,
Qrnelderin Kod ve Histopatelojik Tanilar

Kod Tani Cinsiyet
WCA Astrositom E
MRG Astrositom K
SMO Astrositom E
YMi Agtresitom K
ORW Asztrositom K
SPM Medullablastom E
CRA Schwannom K
CAM Metastatik K
NOR MNormal K

Doku drnelderi aseptik sartlarda 20 ml BSS {45 ml Ham's F 12, 9 ml Hepes
Buffer, 5 m! Glutamin, 4 nM NaHCO; (pH 7.4) ile yikandi ve daha sonra
10 ml taze vasat icerisinde dzel bistlri ve pastdr pipeti yardimyla kicik
parcalara ayrildi. 10 dakika dinlendirildikten sonra karisim 1000 Rpm de
5 dakika santriflj edildi ve cokelti 200 G/ml kollagenaz, 1000 &i/ml peni-
silin, 10 mg/ml streptomisin, 10 mg/ml kanamicin igeren 5 ml BSS iceri-
sinde 37°C da 48-72 saat bekletildi. Daha senra pipet yvardimiyla tek tek
hiicre silispansiyenu elde edildi ve hiicreler iki kez BSS le yikanip santri-
fiij edilerelc taze Greme vasatinda (¢ hafta bekletildi.

Diisiik hiicre dansitesinde deksametazonun etkilerini saptamak amaciyla
depo hicreler 10 mi fosfat buffer, EDTA (PE) {Oxoid Itd. ve BDH
Chemicals ltd.} ile yikandiktan sonra % 0,25 tripsinle 5 saniye calka-
lands ve 30 dakika 37°C da inkubatérde birakildi. Bilahare 10 ml kiiltiir
vasgtinda pipet yardumiyla hicre soliisyonu elde edilerek ml deki hiicre
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sayisi sayagla {Coulter Elect. Ltd Dunstable Bedsing) tesbit edildi. Hazir-
lanan 12 adet 75 c¢m?® lik Flask'a 1000’er hiicre 200 ml buyiime vasati igin-
de konuldu ve 2 kontrol grubu disindaki flasklara 2’serlik gruplar halinde
1,2, 5,10, 25 ugr/ml deksametazon (Organon lab.) ilave edildi. Birinci haf-
ta sonunda deksametazonlu vasat alinarak tiim flasklara taze steroidsiz
vasat konuldu ve deney lg¢lncii hafta senunda bitirildi. Flask icerisindeki
koloniler giderek artan konsantrasyondaki metanol ile tesbit edildi ve %
10 luk Gimsa ile boyandi. 16 hiicre ve daha fazlasma sahip olan koloniler

koleni sayisi
disseksiyon mikroskopunda sayildi ve rakam X 100
ekilen hiicre sayisi
denklemine konularzk koloni yapabilme kabiliyeti hesaplandt.

Yitksek hiicre dansitesinde deksametazonun etkilerini belirtmek icin yapi-
lan deneylerde 8 astrositom, bir medullablastom, bir hemangioblastom,
bir schwannom bir metastatik ve bir normal beyin dokusundan hazirlanan
depo hiicreler kullanmid:.

Deneyde caplari 15 mm olan plastik plaklarin {(Eurolab) 24 adedinin ayn
ayri konulabildigi havuzcuklari clan 6zel kaplar kullanildi. iclerine tek tek
plak verlestirilmis havuzcuklara 1'er ml blylime vasati icerisinde depo
hiicrelerden hazirlanan 5 x 10* hiicre konuldu. 16 6rnek kontrol grubu ola-
rak saklanirken kalan 16 sina 10 ugr/m! deksametazon ilave edildi. 37°C
da 24 saat inkube edilen hicrelerin yizeye vapistiklari mikroskopla go-
raldikten sonra plaklar tek tek, icerisinde 20 ml bilyime vasati bulunan
petri kutularina transfer edildi ve 10 ugr/m! deksametazon tedavisine
liikks beslenme ortaminda devam edildi. Ucer gin arahklarda kontrol ve

teroid tedavisi alan hicrelerden birer tanesi Gimsa (BDH chemicals 1td)
llo boyandi. Hiicre sayisim tesbit icin plak &nce PE ile yikandi ve sonra
% 0,25 tripsinle es miktarda kellagenaz ilavesini takiben 37°C da 15- 20
dakika inkube edildi. Pipetle irrigasycn vapilarak hareketlendirilen hiicre
sclisyenundan 04 ml alimp 19,6 ml sayma solisyoruyla karistinlaral
savagta sayildi. Sayimda elde edilen rakam hiicre sayisi/em? ye cevrile-
rek 3 hafta igerisindeki hiicre sayisi artis grafisi elde edildi.

Bulgular
Disilk hiicre dansitesinde bir hafta deksametazon tedavisi ve (¢ hafta
takip sonunda Gimsa ile boyanan flasklardaki koloni sayisi, ekilen hiicre

sayisi ile oranlandi. Tablo Il de kontrol ve steroid tedavisinin koloni yap—
ma yetenegindeki farkliliklar go:ulmok.odn
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TABLO Il

CAM Disinda Tiim Hiicrelerde Koloni Yapma Yeteneginde
Deksametazona Bagli Onemli Artislar Goriilmektedir

Kontrol Deksametazon

Kod {ugr/ml 2ugr/ml Sugr/ml 10ugr/ml 25 ugr/ml
WCA 88 7.6 9,7 10 11,3 10,3
MRG 6,7 6,4 6.8 7,2 8.8 8.2
SMO 11,1 15,4 16,8 17,8 17,7 17,4
YMI 12,8 15,6 16 17,4 17,5 15
ORW 13,9 23 23,3 242 255 25
SPM 13 18,1 19,3 20,2 20,8 20,5
CRA 21,3 23,8 27 24 .4 23,8 26
CAM 19,4 12,9 12,2 13 13,5 11,4
NOR 20,5 33,5 34,5 35,5 35,5 30,5

Deksametazon tedavisinin  koloni sayisinda  yaptigi degisiklik yaninda
koloniyi clusturan hiicrelerin daha sikisik dizilmelerine de sebep oldugu

gbrilmiistir.

Yiiksek hiicre dansitesinde deksametazonun etkilerini belirlemek maksa-
diyla yapilan deneylerde; ilki plaklarin petri kutularina transferi sirasinda
olmak lizere {icer giin araliklarla her hiicre tipi icin 8 kez hiicre sayimi
vapilmis ve rakamlar zamana kars grafiklenmistir (Sekil 1).
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Medullablastom, astrositom ve normal doku drneklerinde yiiksek hiicre
dansitesinde deksametazon ctkisi

Deksametazon tedavisi alan bitln hicre tiplerinde cogalma egrisinin so-
nuna dogru kontrol kiiltiirlere oranla bir supresyon gorilmustir. Deksa-
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metazona bagh cm® deki hilcre sayisi azalmasi normal hiicrelerde % 52
iken astrositik kdkenli olmayan primer beyin timérlerinde % 38, astrositik
timérlerde ise anaplazi ile paralel bir azalma gostermek zere ortalama
% 16,3 olarak bulunmustur (Tablo HI).

TABLO 1.

Hiicrelerde Yiiksek Dansite 10 ugr/ml Deksametazona
Bagh Supresyon Oranlar

10 ugr/ml Deksametazon
Kontrol hiicre

Kod Tam sayist cm? sayisi cm? Supresyon %
WCA Astrositem 6,7x10° 56 x 10° 16,4
MRG Astrositom 8,9 x 106° 73x10° 17,9
SMO Astrositom 6,7 x 10° 54x10° 19,4
YMI Astrositom 8,9 x 10° 7,7 x 10° 13,6
ORW Astrositom 4x10° 34 x10° 15
SPM Medullablastom 5,8 x 10° 53x10° 8,6
CRA Schwannom 48x10° 42 x10° 12,5
CAM Metastatik 7.9 x 10° 54 x 10° 31,6
KML Astrositom 6,4 x 10° 52x 10° 18,7
AMK Astrositom 8.2 10° 6,9 x10° 15,8
MOS Astrositom 7.8x10° 6,7 x 10° 14,1
DDL Hemangicbhlastom 6,4 x 10° 59 x10° 7.8
NOR Nermal 58 x10° 28x10° 52

Yiiksek hicre dansitesine erigsmis plaklarin Gimsa ile boyandiktan sonra
vapilan mikroskopik degerlendirilmesinde deksametazon tedavisi olan
plaklarda hiler enukleuslarimin  birbiri Gzerinde gorilmeleri hali  kontrol
plaklara oranla daha seyrek bulunmustur. Ayrica nikleuslarimin Gstiiste
-gbriifme silkhih malignite ile de bir paralellik gostermistir.

Tarfizma

Kortikosteroidlerin  invitro timor hilcreleri  Gzerine etkisini  incelemek
maksadiyla 1950'lerden bu yana yapilan arastirma sonuclarina gore stero-
icdlerin biiyimeyi inhibe edici etkisi oldugunu teshit edenler®!®1! yaminda



etkisiz oldugunu ve -hatta Gremeyi- hizlandirict etkisi oldugunu s8yleyen-
ler'® de vardir. Ancak genel olarak kabul edilen steroidierin tiimér gevresi
normal beyin dokusundaki ¢demi azaltarak klinik ivilesmeye yol actigi
gercedidir.

Normal eriskin insanda klinik dozlarda kullanildiinda kortikosteroidlerin
ekstraselluler araliktaki konsantrasyonu 5 mgr/m! (10~10—10—9 M) dir.
Arastirmada deksametanoz konsantrasyonlart bu degere yakm tutuldu.

Dustik hicre dansitesinde hiicrelerde deksametazonun 1,2, 10,25 ugr/ml
doziarmin timiinin hiicre pcliferasyonu ve koloni yapma yetenedini artti-
rict etki yapmasi ve bu etkinin en yiiksek olarak 10 ugr/ml konsantras-
yonda gotzlenmesi literatlrle uyum gostermektedirl-18.14,

Yiksek hiicre dansitesi deneylerinde terminal hiicre dansitesine ulasan
tim hiicre kiltirlerinden 10 pg/ml  deksametazonla tedavi edilenlerde
deksametazon almayanlara cranla inhibisyon daha erken haslamis ve hiic-
re sayisi daha asag seviyede kalmistir. Farkll hiicre kiilttrlerinde inhibis-
yonun farkll clmasi, hiicrelerin steroide iliskisinin degisik olmasindan kay-
naklanmaktadir. Bu ise hilcrelerde bir spesifik reseptor sistemini akla ge-
tirmektedir. Supresyonun en fazla olarak normal hiicre kiltirinde g6zlen-
mesi {% 51) anlamh bir bulgudur.

Sonug olarak beyin timori olan hastalarda yayin clarak kullanilan deksa-
metazonun timér hiicreleri Gzerine direkt etkisi normal hiicrelere olan et-
kisine cranla zayiflamis clarak bulunmustur. Bu durum normal beyin hiic-
relerinde mevcut olan deksametazona karst 6zel ilginin malignite yoniinde
gelismesiyle bozuldugunu akla getirmektedir.

Ozet

Deksametazonun insan santral sinir sistemi (8SS) normal hiicreleri ve tii-
mér hiicreleri {izerine invitro etkilerini arastirmak maksadiyla 9 degisik
doku orneginden hazirlanan hiicreler kullanildi. Uygun sartlarda saklanan
doku 6rneklerinden hazirlanan depo hiicrelerden arastirmanin birinci asa-
masinda diisitk hicre dansitesinde 1,2,5,10, 25 ugr/ml konsantrasyonlar-
daki deksametazonun etkisi arastinldi. Koloni yapabilme yeteneginde
kontrel gruba oranla en belirgin olarak 10 ugr/ml konsantrasyonda olmak
lizere % 83'e varan artislar teshit edilmistir. Ikinci asamada depo hiicre-
lerden yGksek hiicre dansitesinde her hiicre tipi igin 24 ekim yapimis ve
bunlarin yarisi 10 ugr/ml konsantrasyonda deksametazonla tedavi edilmis-
tir. Bu tedavi sonunda normal hiicrelerde hiicre sayisinda % 50 supres-
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yon - goriliirken  anaplazi ile bagimh olmak (izere astrositomlarda % 20
civarinda supresyon goriilmiistir. ' ' '

Summary ‘ ' - !

Nine different cell cultures which were prepared from different tissue
speciments were used to investigate the effect of dexamethasone on
central nervous system cells and tumour cells. Stored cells prepared and’
kept in suitable condition. In the first step of investigation 'the effect of
1,2,5,10 and 25 ugr/ml concentrations of dexamethasone low density
cell cultures were studied. Cloning efficiency was higher with dexamet-
hasone than control group and this effect was maximum at 10 ugr/mil
concentration (83 %). In the second step of investigation 24 high eell
density cultures treated with 10 ugr/ml dexamethasone. At the end of
the treatment, there was 50 % supression in normal cels while there
was 20 % supression in astrocytomas that was related to the malignancy.
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