ANKARA TIP MECMUASI (THE JOURNAL OF THE FACULTY OF MEDICINE) Vol. 43¢ ek 767-772, 1990

DEKSAMETASON KULLANILDIGINDA MYOBLASTLAR
YUZEYINDEKI DEGISIKLIKLERIN SCANNING
ELEKTRON MiKROSKOBU ILE INCELENMESI

Melih Zeytinoglu™ Ergin Agikalin™"

Giintimiizde kanserlesmeye giden dokularm énceden tespiti, boy-
lece erken teshis ve tedavisi konusunda calismalar hizla stirmektedir.
Bu amagcla bizim kullandigymiz ve aynl zamanda yvaygin olan yontem-
de : incelenmek istenen dokudan alman ve doku kiltiira yontemiyle
tiretilen hiicrelerin genetik yapilarina, yap: ve ozellikleri bilinen baz
onkogenler ilave edilerek kansere egilimli hucreler haline getirilirler.
Daha sonra kultir ortamma kanserojen maddeler eklenerek hiicre-
lerde meydana gelen yap degisiklikleri incelenir.

Yaffe ve Saxel adli iki arastirici fare iskelet kasindan aliman do-
kudan ilk kez C2 acdi verilen myoblastlari izole etmislerdir (5). Daha
sonra Gosset ve arkadaslari plazmid kullanarak bu C2 kultir hic-
relerine N-ras memeli onkogenini yerlestirmeyi basardilar ve bu ye-
ni hiicreye CO25 kiiltir hiicresi adi verildi (5).

Giintimiize kadar ras onkogeni grubundan onkogenlerin N-ras
(Neoroblast), H-ras (Harvey) ve K-ras (Kristen) olarak ¢ gesit pro-
toonkogenik formu tammlanmigtir (3). Ras onkogeni tasiyan hiicre
ortamlarina kanserojen madde ilave edildiginde hiicrelerde P21 pro-
telni iiretimi arimakta ve artan bu protein GTP ase gibi ig goérerek
GTP vi inaktive ettiginden hiicre devamli ¢ogalmaya ve farklilasma-
ya itilmektedir (6).

Giintimiize kadar CO25 kiiltir hicreleriyle yapilan bu tar bir ¢a-
lismaya rastlamadik. Bu nedenle tercih ettigimiz CO25 kiltir hicre-
Jerinin ortamina deksamethasone ilave ederek hiicre viizeyinde mey-
dana gelebilecek degisiklikleri Scanning elektron mikroskop teknigi
ile incelemeyi amagladik.

* Anadolu U. Tip Fak. Histoloji ve Embriyoolji Bilim Dali Aragtirma Gorevlisi
** Anadolu U. Tip Fak. Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dali Dogenti
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GEREC ve YONTEMLER

Calisma Ingiltere, Norwich John Innes enstitlisti hiicre biyolojisi
bolimiinde yapilmis olup kullanilan CO25 kiilttr hiicreleri (Fare ciz-
gili kasindan elde edilmis ve N-ras onkogeni tasiyan myoblast) Fast
Anglia Universitesi molekiiler biyoloji béliimiinden temin edilmistir.

Doku kaltiirtinde dért farkh igerikli ortam kullanildi. Birinci be-
siyeri i¢in FCS (% 10 Foetal calf serum, Gibgo, Cat. no : 011-62200H)
iceren DMEM (Dulbecco’s Modifed Eagle Medium, Gibco, Cat. no :
042-02501 H). Ikinci besiyeri icin FCS ve Deksametazon (200 mM, 9
alphafluoro-16 alpha-methyl-prednisolone, Sigma, Cat. no : D-1758),
Ugtincii besiyeri i¢in HS (% 10 Horse serum, Gibco, Cat. No : 034-06050)
igeren DMEM. Dérdiinct besiyesi icin HS ve Deksametazon (200 mM)
iceren DMEM kullanild: (1,4). Hiicrelerin konulduklar: besiyerleri 5
ml olarak hazirland: ve hiicreler % 10 CO; ve % 90 O; igeren ortamda
37°C de inkiibe edildiler.

Ozel lamlar tizerine verlestirilen hticreler PBS (Phosphate Buffer
Saline : 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 1.5 mM KH,PO,, 8 mM Na,HPO,,
PH 7.3) ile 30 saniye ve ii¢c kez oda sicakliginda yikandiktan sonra
% 2.5 lik glutaraldehit (% 97.5 PBS) ile 15 dakika tespit edildiler. PBS
ile 15 dakika yikanan hiicreler % 1 Osmiumtetroksit (OsOs, % 99 PBS)
ile 10 dak. post-fiksasyon islemine tabi tutuldular ve daha sonra dis-
tile su ile 1 dakika yikandilar. % 30, % 50, % 70, % 90 ve % 100 lik
alkol (Ethanol )serilerinden 7.5 dakika gecirilerek dahidrate edilen
hiicreler CPD (Critical Point Dryer) islemine tabi tutularak 200 angt-
rom kalinlhiginda altin ile kaplandilar. (Sputher Coating) (7).

Preparatlar daha sonra scaning elektron mikroskop (CAM SCAN
MK4) ile incelendiler (20 kV).

BULGULAR

Fétal dana serumu iceren ortamdaki myoblastlarin ortama konul-
duktan sonra bir giin igindeki incelemelerinde hiicre yuzeyinin genel-
de oldukga diizgtin oldugu gozlendi. Yizeyde ince uzun mikrovili ya-
pisimin arasinda daha az miktarda kisa ve kint mikroviili yapisinin-
da bulundugu saptand: (Resim I,

Fotal dana serumu igeren ortama deksametazon ilavesinden bir
glin sonraki incelemelerde yuzey yapisinl olusturan mikrovilluslarn
yaparaksi yapilara doniistiigi gozlendi. Bunlarin arasimda kisa kiint
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At serumu iceren kiiltiir ortaminda bir giin bekletilen myoblast-
lar incelendiginde hiicre ytzeylerinin bozuldugu dikkati gekiyordu.
Hiicre yizeyi kivrinti, cikinti, kabarti, katlant: seklinde goriintilerle

kaph idi. Ayrica hiicre yuzeyinde kisa, kiintli mikrovilli yapis1 da goz-
. lendi (Resim 3).

At serumu iceren ortama deksametazon ilavesinden bir gilin son-
ra myoblastlarin incelenmesinde hticre yiizeyinin puruzlenme gos-
terdigi, kivrinty, cikinty, kabart:, katlant: seklindeki ylizey bozuklukla-
rmin arttig1 tespit edildi. Mikrovilli yapisinin arttig1 ayrica bunlarin
yapraks: mikrovilli sekline dontistiigli ve apikal uc¢larinda balonsu
yapilar olustugu gozlemlerimiz arasinda idi (Resim 4).

Resim 3 : At serumunda bir giin sonra Resim 4 . At serumunda deksametazondan

myoblast ylzeyl. Piriizli goriniim ve mik- bir glin sonra katlanti tarzinda deformasyon

rovilli yapisi x 15000 (okla isaretli). Kisa, kiint mikrovilli (gift ok-
" la isaretli) x 30000

TARTISMA

Cahsmada her iki ortamda da deksametazon ilavesinden sonra
hiicre yiizeylerinde katlanti, kivrinti seklindeki deformasyon belirti-
lerinin ileri derecede arttig1 dikkati cekmektedir. Benzer bir galismada
Linstead ve arkadaslari dexametazon kullandiktan sonra fibroblast
ylizeylerinde benzer bozukluklar: tespit etmislerdir (7). Gene Bar.
Sagi ve Feramisco ¢alismalarinda ras aktivitesinin membran bozuk-
luklarina sebep oldugunu bildirmislerdii' (2). Bu galismada at serumu
ortamdaki hiicre yiizey yapisi gerek dexametazon ilavesinden evvelki
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grup gerekse dekzametazonlu grup fotal dana serumu ortamindaki
hiicrelerle kiyaslandiginda daha fazla deformasyon gostermektedir.
Bu durumda fétal dana serumu serumun myoblastlar i¢in daha uy-
gun bir ortam olusturdugu kanaatini dogurmaktadir.

RNA ve protein ihtiyacmin hiicrelerde arttig: durumda hilicrenin
ortamdan madde alimimi arttirmak igin ylzeyde buna uygun yapi
gelistirmesi beklenir. Hiicre igine madde alimiyla ilgili membran 6zel-
liklerinin birisi mikrovilli yapisidir (8). Ozellikle dexametazon ilave-
sinden sonra mikrovilli sayisindaki artis yaprak seklinde genigleme-
ler bu amaca yénelik yap: gelismesini distindiirmektedir.

Hiicre i¢ine madde alhimiyla ilgili bir ozellikte pinositatik vezikiil-
lerdir (8). Bar. Sagi ve arkadasglar fibroblastlarla yaptiklar: calisma-
da Transmisyon elektron mikroskobu ile N-ras onkogeni tagiyan fib-
roblastlarin dexamethasone ilavesinden sonra sitoplazmalarnda pi-
nositatik vezikiillerin arttigin gordiler (2). Bu calismada hucre yu-
zeyinde delik seklindeki gérintiiler ise micropinositoza ait membran
ozelligi kanaatini doguruyorsada bu konu hentiz calismalara ve iar-
tigmaya agiktir. '

OZET

Hiicreler fonksiyvonlarina bagli bazi ylzey oOzelliklerine sahiptir.
Metabolizmas: degisen hiicrelerin yiizeyinde de baz1 degisiklikler bek-
lenir. Bu ¢alismada fareden elde edilen N-ras Onkogeni baglanmig
myoblastlar degisik kiltir ortamlarinda Uretildi. Ortama deksame-
tazon eklenerek degisik kiltir ortaminin ve dekzametazonun etkileri
sonucu hitcrelerin yiizeylerindeki degisiklikler scanning Elektron
Mikroskop ile incelendi. Degisik kiltiir ortaminda tretilen hiicrelerin
yiizeylerinde bazi farkhhklar tespit edildi. Ortama deksametazon ek-
lenmesinden sonra hiicrelerin ylzeylerinde mikrovilli artigsi yan sira
diizensiz kivrinti, kabart:, katlant1 gibi deformasyon oOzellikeri tespit
edildi.

SUMMARY

Scanning Electron Microscopical Observations of the Effects of Dexamethasone in
Surfaces of Myoblastic Cells

Cells have certain surface characteristics depending on their func-
tions. When the metabolism of the cells changes, some differences on
their surfaces are also expected. In this study, the myoblasts, given
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N-ras oncogen were produced in different cultur media, Dexametha-
sone was added to the medium and the effects of media and dexamet-
hasone on the surfaces of these cclls were examined by a scanning
electron microscopy. Certain differentiations were determined on the
surface of cells grown in different cultur media. The increases of
microvilli and some deformation characteristics such as ruffling and
swelling were determined after adding dexamethasone to the cultur
medium.
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