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Stercid hormonlar kan akin ile tlim viicuda yayilmalarma radmen sadece
belirli orgain ve dokulari stimule ederler. ik arastiricilar bu basit gercek-
ten hareketle belirli hormona cevap veren organlarin bu hormonlart tani-
yici ozel iiniteleri veya reseptérleri olmasi gerektigini 6ne sirdiler. Cok
diisiik konsantrasyenda dahi in-vivo olarak aktif clan bu hormonlarin ak-
tivitelerini steroidlere yitksek baglanma vyetenedi gbsteren reseptorier
sayesinde oldugu distntlmustir®12,

Steroidlerin hiicre icine girisi diflizyon yoluyla gerceklesir. Steroid stio-
plazma icerisinde ya reseptorle birleserek reseptor-steroid (ReS) komplek-
sini veya nonspesifik elemanlara baglanarak nonspesifik - stercid (NS)
kompleksini meydana getirir. Daha scnra spesifik olarak baglanmis ReS
kompleksi nukleus icine girerS.

Kanda basit yéntemlerle tayin edilen hormon miktar ile hedef organda
hormon stimulasyonu hakkinda karar vermek yaniltici olabilir. Ayrica kan-
da bol miktarda bulunan, fakat steroide 6zel ilgi gostermeyen baglayici
elementler (albumin gibi) steroid dagtlimim etkilerlert®,

Steroid reseptdrlerin hormonun kandaki 10— — 10—% M konsantrasyo-
nunda baglanabilmeleri icin igin yliksek affiniteye sahip olmalari gerekir.
Aksi halde organ hormona cevap veremeyecektir. Eger hiicre hi¢ reseptér
ihtiva etmivorsa, yani hormona hic cevap vermiyorsa degerlendirmek ko-
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laydir. Fakat cevap aliniyorsa alinan cevap ile hilicrede mevcut reseptor
miktarinin tayin edilebilmesi olasihig vardsr Arastirma bu varsayima da-
yandiriinustir.

Materyel ve Metot

Hiicreler Southern General Hospital'de tedavi géren ve histopatolojik
tanilart ayn noro - patolog tarafindan konulan hastalardan alinan doku &r-
neklerinden hazirlandi®. Flasklara ekilen hiicreler terminal hiicre dansite-
sine ulastiktan sonra en az 5 giin gecmis olduklarinda steroid baglama
deneyleri icin kullamiir olarak kabul edildi. Deney 6ncesi tiim hiicre kiil-
tirleri 2 saat siireyle serumsuz kiiltiir vasatinda (Ham's F 10) birakildi.
PE ile yikanan hiicreler 5 saniye slreyle 10 ml % 0,25 tripsinle muamele
edildi ve 37°C da 20 dakika bekletildi. Daha sonra pipet yardimiyla 20 ml
PBS (oxcid Itd) igerisine alinan hiicreler 2000 Rpm de 5 dakika santrifiij
scnrast 10 ml Ham's F 10 ile suspanse edildi ve 0,4 ml alinarak 19,6 ml

sayma mayisi icerisinde ml deki hiicre sayisi tayin edildi. (Coulter Elect.
Itd.)

ideal inkubasyon stcakligini ve sliresini tayin icin yapilan én deneylerde
2 normal (NAB, NMB), bir astrositom (ATE) ve bir metastatik timér
(CAM) hiicre kiiltirti kullamldi. Iclerine 1'er m! Ham's F 10 icerisinde
hiicre konulan 12 tiipiin hiicrelerin yiizeye yapismamasi icin sallanan tab-
la Gzerinde hareketli kalmalari saglandi. Biitiin tiiplere 0,4 x 108 M rad-
yoaktif isaretli deksametazon ve 0,4 x 10~ isaretlenmemis deksametazon
ilave edildi. Ayni deney 4°C da ve 37°C da aymi sekilde uygulandi. Daha
sonra 1,2,4.28, 16 ve 24. saatlerde her iki sicakliktaki drneklerden ikiser
tanesi alinarak hiicrelere baglanmis deksametazon miktari radyoaktivite
sayacinda (Packard 2405) sayilarak belirlendi.

Steroid reseptorlerin’ saturasyonu deneylerinde 3 normal (NOR, MPB,
NMB]), 4 astrositom (MOS, KML, KEG, UVW) ve bir meningiom (KNN]}
hiicre kiltiri kullanild. iglerinde bilinen sayida hiicreyi ihtiva eden 1 ml
Ham’'s F 10 bulunan 16 tiip ikiserli gruplara aynldi ve gruplara giderek
artan konsantrasyonlarda (0,02, 0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,2 ve 0,24 ugr/mi)
radycaktif isaretli deksametazon ve 0,12 ugr konulan tiplere ayrica 12
ugr/ml isaretlenmemis . deksametazon konuldu. inkubasyon 4°C ta sogu-
tulmus 19'ar ml PBS ilave edildi. Santrifijden sonra 1 ml siipernatant
serbest aktivite sayimi icin tutuldu ve geri kalan siipernatant imha edildi.
Sediment icerisindeki hiicreler 4°C da sogutulmus PBS ile iki kez yikandi
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ve her defasinda 3000 APM de 15 dakika santrifiij edildi. Son sediment
tzerine 5 ml 50 mM NaCl icerisinde % 0,1 Triton X ilave edildi ve kuru
buzla sogutulmus saf metanol ile akut olarak donduruldu. Oda sicakligin-
da erimeye birakilan drnekier ayni yontemle iki kez daha dondurulup eri-
meye birakildi. Tim 6rnekler 8500 Rpm de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra supernatant 3 ml “Ph” si1 7,4 olan Dextran Coated Charcoal (Far-
matia ve Sigma) ile karistirnldi ve 8500 Rpm de vyeniden 15 dakika sant-
rifiij edilerek supernatant saym icin saklandi. Dondurma - eritme den son-
raki santrifiijden elde edilen sediment ise 5 ml % 0,9 NaCl ile yitkandi
ve santrif(ij edildi. Elde edilen sediment tizerine 5 ml 1,3 m NaOH 4 Sodium
Louryl sulphate (Hopkins ve Williams) ilave edilerek saymm icin saklandi.
Boylece 1) Baglanmamis radyocaktif isaretli deksametazon miktarini sapta-
mak icin, 2) Dextran coated charcoal ile muameleden sonra elde edilen,
3) 1,3 m NaOH-+Scdium Lauryl Sulphatla karistirilarak saklanan ¢ grup
drnegin hepsi, (zerlerine es miktarda instagel ilave edilerek sayagta
sayllds.

CPM X 100
Tiim sayimt yapilan érnekler icin formiili ile total DPM
Degisim oran

hesaplandi. Siire tayin deneylerinde DPM, zamana karsi grafiklenerek bag-
lanmanin en yiksek oldugu zaman belirlendi. Saturasyon deneylerinde ise
DPM artan konsantrasycna karsi grafiklenerek saturasyon edrileri cizildi.
Ayrica hiicreler icerisinde bagh radyoaktif isaretli deksametazonun f.mol

Baglanmis
olarak miktari ——————— radyoaktif isaretli deksametazona karsi gra-
Serbest

fiklenerek {Scatchard analizi) dogrular elde edildi. Dogrunun X eksenini
kestiig noktada okunan rakam o tip hiicrede mevcut reseptor miktarinin
f.mol olarak degeri olarak kabul edildi.

Bulgular

ideal inkubasyon siire ve sicakhigini belirlemek maksadiyla yapilan ilk
asama deneyler radyoaktif isaretli deksametazonun 4°C da 37°C da inku-
basycna coranla daha gec ve fakat daha siki bir baglanma yaptigim gos-
termvistir (Sekil 1). ' ‘ '
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Farklr s:eakbiklarda defisik inkubasyon siivelerince radyoaktif isaretli
Geksametazonla tedavi cdilen NMB liicrelerinin baglanma egrileri

Tim hicre tiplerinde baglanmanin en yiksek bulundugu zaman tedavinin
baslangicindan itibaren 14 - 16 saat sonras idi.

Saturasyon denevlerinde sayim sonuclarmdan hesaplanan total DPM nin
konsantrasyona karsi grafiklenmesinde 3 normal ve 2 astrositomda tat-
min edici bir saturasyon elde edilirken 2 astresitom ve 1 meningiomdan
iki adimh saturasvon egrisi elde edildi {Sekil 2).
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a NMPB ve b UVW (astrositom) hiicrelerinde tek ve iki admmli
saturasyon egrileri.

Deksametazon tedavisi yapildikian scnra radyoaktivite sayacinda sayim
yapilarak reseptdrlere bagh radyoaktiviteyi belirlemek igin radyoaktivite
sayacinda sayilan tiim érneklerde uygulanan Scatchard analizi' sonugla-
rina gore hiicrelerde mevcut reseptdr miktarlar f.mol olarak tablo | deve-

rilmistir.

—
3

a5



TABLO 1

Degisik Tip Hiicrelerde Meveut Spesifik Steroid
Reseptdr ve Non Spesifik Reseptdr Miktarlar
fimeol/108 Qlarek Gorilmektedir

Reseptor miktar
(f mel/16% hicre)

Hicre Kodu Spesifik Nonspesifik
NCR 47
MPB 44
NMB 48
uvw 6 29
MOS 11 18
KML 25 42
KEG 21 41
KNN 14 25

Histopatolojik olarak yitksek grade!i astrositom olarak degerlendirilen
UVW ve MOS hiicrelerinde spesifik stercid reseptdér miktart cok disiik
bulunurken grade 1-2 astrositomlarda (KML, KEG) ve reseptor miktart bi-
raz daha yiksek bulunmustur. Glial timorierde dusiik miktardaki spesitik
reseptdr vaninda bir miktarda non spesifik  baglanma tesbit edilmistir
{Sekil 3). ' '
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Normal, dilgitk ve yiitksek gradeli astresitom hitere kitltiirlerinde
hiicrelerde mevceut reseptér miktar Scatchard analizi
sonucuna gore grafiklenmigtir



Tartisma

Sentral sinir sistemi (88S) patolojilerinde stk olarak kullanilan  kortiko-
steroidlerin édemi azaltici etkileri sayesinde klinik iyilesmeyi sagladiklari
kabul edilmektedir. Ancak steroidlerin natiir olarak normal hicreler {ize-
rindeki bu etkilerinin mekanizmasi ve timér hiicreleri Ozerine etkilerinin
ne oldugu konusunda tartisma sona ermemistir®*8. Genel kamya gére
steroid hormonlar hiicre membranini penetre ederek sitoplazmik steroid
reseptérle birlesmekte ve meydana gelen kompleks nukleus icine girmek-
tedir®”. Marks Lippmann ve ark. tavuk embrio retinasinda radyoaktif isa-
vetli deksametazonla yaptiklart yarismali protein baglama deneylerinde
reseptérlerin varhgini ve bu reseptérlerin 4 x 10—8 M deksametanozia
sature oldugunu goéstermislerdir®. Santral sinir sistemi patolojilerinde et-
kili oldugu bilinen deksametazonun, etkisini hiicrelerde meveut spesifik
reseptorler (zerinden yaptigint goésteren bir arastirmaya literatiirde rast-
lanmamistir,

Degisik SSS tiimérleri ve normal beyin hiicrelerinden elde edilen hiicre
kiltirlerinde ayni konsantrasyonda stercidle farkli oranda hiicre sayisin-
da azalma olmasi hiicrelerin dekzametszona ilgilerinin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir!. Degisik bir anlatimla hiicrelerdeki spesifik reseptor
sayisinin farkliligr s6z konusudur.

Hicrelerin deksametazonla tedavilerinde 4°C da inkubasyonun reseptérle
interaksiyonun daha saghkli oldugu Howard A Young ve ark.13 yaptigi
arastirmada da tesbit edilmistir. Benzer calisma Arpat C. Fazekas ve John
K Mc Farlane tarafindan 100 primer ve 22 metastatik meme tiiméri hiicre
kiltirinde yapilmis ve ideal inkubasyon siiresi 18 saat olarak bulun-
mustur®.

Bu arastirmada radyoaktif isaretli deksametazonla inkubasyen siiresince
hiicrelerin siirekli hareketli olmalar saglandi. Inkubasyen sonunda sitop-
lazma dis yiizeyine yapisan deksametazon PBS ile 3 kez mekanik yika-
mayla ahindi ve serbest deksametazon olarak saylldr. Yikamalardan sonra
hiicrelerde radyoaktivite bulunmasi steroidin bir reseptérle bagl olarak
hiicre igerisinde kalabildigine isarettir. Sitoplazma membrani dis yiizeyin-
deki ceplere giren ve yikama ile cikarilamayan proteinlerin disariya alin-
mast icin hiicreler deney éncesi 2 saat serumsuz vasatlarda preinkubas-
yona tahi tutuldu.

Hicrelerin Triton X le muamelesi ve saf metanclle 3 kez dondurulup eri-
tilmesiyle hiicre membran parcaland! ve sitoplazma ici serbest deksame-
tazon dextren ocated charcoal ile sayim dist birakilds, Sitoplazma i¢i bagh



deksametazon ve nukleuslar ayri ayri sayacta sayildi. Nukleuslarda radyo-
aktivite tesbit edilememesi reseptdr steroid kompleksinin nukleus iceri-
sine tasinmadigl, sitoplazma icerisinde kalcigi gostermektedir.

Reseptérlerle interaksiyona giren radyoaktif isaretli deksametazon mik-
tart tedavide kullanilan deksametazon konsantrasyonu ile bagimli olarak
artmaktaydr. Bu doyurulabilirlik literattrle uyunm gdstermektedir.

Normal hiicrelerde 44 -48 fmol/10° hiicre spesifik steroid reseptorii bu-
lunurken astrositomalarda malignitenin artisi ile ters orantili clarak azalan
miktarda spesifik reseptér bulunmast normal hiicrelerin malignite ydnin-
de gelisirken spesifik reseptorlerini kaybettiklerinin actkca delilidir.
Astrositomalarda azalmis miktardaki spesifik reseptor yaninda nonspesi-
fik reseptorlerin bulunusuda reseptdr sisteminin hozulmus olmasinin do-
layli delili olarak kabul edilmelidir™®.

Sonuc olarak beyin timorld hastalarda cevre heyaz madde dgdemini coze-
rek klinik ivilik saglayan deksametazonun tiimér hicrelerine  dogrudan
etki ile sitostatik yada sitotoksik etki yapamayacags anlasiimaktadir.

Bulgular floresin isaretli hiicre cesitleme deneylerinde® deksametazon te-
davisine hagli olarak normal hiicrelerde (S) fazinda hiicre sayisi azahirken
timér hicrelerinde 8nemli hir fark clmamasiyla parelellik gdstermek-

Bzet

Santral sinir sistemi patolojilerinde ve 6zellikle tiimdrlerinde genisce
kullanim alani olan deksametazonun nermal hiicre ve timér hicreleri dze-
rine etki mekanizmasint  belirlemek maksadiyla 8 degisik doku &rnegin-
den hazirlanan hicre kilttri kullantimistir, iki asamada yapilan deneyle-
rin ilk asamasinda huicrelerin deksametazonla interaksiyvona girmesi igin
gerekli inkubasyon siiresi ve crtam sicakhgr  belirlenmistir. 4°C da 14
saat inkube edilen hiicrelerin deksametazonla daha sadghikli hir birlesme
gosterdikleri ortaya ctknustir. ikinci asamada hiicreler iizerine 0,02 ugr/ml
0.24 ugr/ml radycaktif isaretli deksametazon ve hiicrelerin  saturasyon
egrisi elde edilmistir. Sonuglara gore normal ve diisiik gradeli astrosito-
melarda doyurulabilir tek tip spesifik steroid reseptdrii bulunmustur. Yiik-
sek gradeli astrositomalar ve meningiomda ise spesifik steroid reseptor
miktari azalmis olarak tesbit edilmistir.

Summary

To investigate the mechanism of the effect of dexamethasone on normal
and tumour cells, which is very important to threat the central nervous
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system pathologies especially tumours, cell cultures which prepared from
eight different tissue speciments, were_used. In the first step of the
research, the ideal incubation period and temperature for interaction
between the cells and dexamethasone have heen investigated. And it was
seen that the interaction was more healtier at 4°C and for 14 hours
incubaticn. In the second step cof the research, 0,02-0,24 ugr/ml! radio-ac-
tivated dexamethasone and 12 ugr/ml dexamethasone simultaneously
added te tha cell cultures and saturation curues were drawn. The results
showed that normal cells and low grade astrocytomas had only one type
saturable specific steroid receptors and high grade astrocytomas and
meningicmas had fewer spesific steroid receptors.
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