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Cocaran Exruica Ascrres Tumor HucreLerinoe Timipin
DamcaLanma Inpeksi vE AgNOR DEGERLERI
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OZET: Bu galismada fare peritonunda gogalan E. Ascites timér hiicrelerinde AQNOR sayimlari ile 3H-timidin ile damgalanma indeksi kargilastinimigtir. Deneyin sonunda
fare peritonunda direyen hicrelerin 10. ginde AQNOR sayimlan ile 3H-timidin ile damgalanma indeksi arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.
ANAHTAR KELIMELER: AgNOR, Timidin damgalanma indeksi, Ehrlich Ascites hiicreleri

SUMMARY: We have compared the AQNOR counts of Ehrlich ascites tumour cells, which were grown in mice peritoneum and their labelling index with 3H-thymidine. A
correlation between AgNOR counts and 3H-thymidine cells has been found 10th day of their proliferation.
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GIRIS
AgNOR, hiicrede Nucleolar Organiser Regions'in (nuk-
leolus yapici bélgeler) giimisleme yontemi ile gosterilmesi-
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dir (1). Bu bdlgeler, kromozomlarda r-DNA segmentlerini
iceren bolgeler olup, r-BRNA sentezini gergeklestirirler
(2,3,4). Bu nedenle bu bdlgelerle iliskili AgNOR proteinleri-
nin say ve dagiliminin hiicrenin metabolik ve proliferatif ak-
tivitesiyle iligkili oldugu digiiniimektedir (5,6,7,8,9).

Ehrlich ascites timéri; farelerde ascites ya da solid se-
killerde, yiiksek proliferasyon gdsteren ve orijinini meme do-
kusundan alan bir timérddr (10).

Bu calismada, béyle yiiksek bir proliferatif aktiviteye sa-
hip olan timdr tirinde AgNOR degerlerinin hicrede prolife-
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TABLO 1 : EAT HUCRELERINDE 3H-TiMIDIN iLE

DAMGALANMA iNDEKSI
DNA DAMGALANMA (%)
Gin X +SD (n)
2 49.30 + 6.55 (1000)
8 42.45+7.38 (1000)
10 23.67+4.97 (1000)

TABLO 2 : GOGALAN EAT HUCRELERINDE
AgNOR SAYIMLARI

AgNOR sayimi (%)
Gin X+8D " (n)
2 6.5298 + 2.4055 (1025)
6 6.8616 + 3.0097 (1098)
10 6.0258 + 2.4823 (1009)
F : 26.2625
8D :2;3.129
p< 0.001

ratif aktiviteyi glvenilir bir gekilde gdsteren timidin damga-
lanma indeksi (11,12,13) ile kargilagtinimasi yapildi.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda Kéin Universitesi Patoloji Enstitiisi'nden
saglanarak, Istanbul Fen Fakiitesi Radyobiyoloji ve Saglik
Fizigi Aragtirma ve Uygulama Merkezi'nde slrekli olarak
Balb/c farelerin peritonunda Gretilen Ehrlich Ascites Tumor
(EAT) hicreleri kullanildi. Deney sirasinda dokuz adet er-
kek Balb/c faresine Hank's Balanced Salt Solution (HBSS,
Gibco)'u iginde 107 hiicre/ml olacak gekilde EAT hiicresi int-
raperitoneal olarak verildi. Intraperitoneal injeksiyonundan
énce bir kisim hiicre dstrojen reseptdrd tayini igin ayridi.
Ostrojen reseptérleri radyoligant baglama teknigine gére ya-
pildi (14,15). EAT hdcreleri injekte edildikten sonra fareler
pellet fare yemi (Yem Sanayii, Istanbul) ve musluk suyuyla
beslendiler. EAT hcrelerinin injeksiyonunundan 2,6 ve 10
glin sonra farelere 2 p Ci/g viicut agirhd: olacak gekilde 3H-
timidin (Amersham Enland, 5 Ci/mmol) injekte edildi. Timi-
din injeksiyonundan 1 saat sonra farelerin peritonundan EAT
hicreleri alinarak yayma preparatlar hazirlandi ve bu prepa-
ratlar %10 formalin ile 1 saat tespit edildikten sonra suyla gal-
kalandi. Hazirlanan preparatlarin yarisi Ploton ve ark (16)
tarafindan tanimlanan ve Crocker ve Nar (17) tarafindan yay-
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ginlagtirilan yénteme gére boyandi. Bu yontem suya getiri-
len preparatlar oda sicakliginda ve karanlkta AGNOR c¢alis-
ma ¢ozeltisi iginde 40 dak bekletilerek gergeklestirildi. Ag-
NOR ¢ozeltisi bir birim jelatin ¢ozeltisi (%1 formik asit, %2
jelatin) ile iki birim AgNO3 g¢ézeltisinin (% 50'lik AQNO3) bo-
ya isleminden hemen énce karigtinimasi ile hazirlandi. Pre-
paratlar boyama islemi sonrasinda distile suda yikanip %
5'lik tiyostlfat ¢ozeltisinde 10-15 sn bekletildi. Dehidratas-
yon ve temizleme iglem sonrasi sentetik kapatma maddesi
ile kapatildi. Diger yansi da %2'ik perklorik asit ile 4°C'de
30 dak'lik sirelerle iki defa hidrolize edildi. lliford K-2 gel
emilsiyon ile kaplanarak hazirlanan otoradyogramlar (g
gln ekspose edildikten sonra D-19b ile develope edilip tes-
pit edildi ve standart Giemsa ile boyandi.

Timidin damgalanma indeksi igin her preparatta yaklagik
1000 sentez fazindaki hiicre sayilarak yiizdeleri saptand.
AgNOR sayimlari Crocker ve ark (18) nin énerdigi yéntemle
x1000 blyitme ile gergeklestirildi.

Istatistiksel degerlendirme igin Turkey Multipl Range test
uygulandi.

BULGULAR

Deneylerimizde kullanilan hiperdiploid E.Ascites hicre-
leri &strojen reseptorleri agisindan negatif bulunmustur (3-
26 f mol/m).

3H-Timidin ile dlgiilen damgalanma indeksi hicrelerin
peritona verilmesinden sonra ikinci giinde en yiksek diizey-
de olmaktadir (Tablo 1, Sekil 1). Hicrelerin peritona veril-
mesinden sonra 6. giinde 3H-timidin ile damgalanma indek-
si giderek digmekte, 10. giinde peritonda gogdalan hicreler
bir plato fazina vardiklarini gésterecek bir degere inmekte
ve en az diizeyde damgalanmaktadirlar. Ginler arasindaki
3H-timidin ile damgalanma indeksi istatistiksel olarak an-
lamlidir 5p<0.001) (Tablo 1, Sekil 1).

Cogalan E.Ascites hiicrelerinde yapilan AgNOR benek-
cikleri sayimlarinda 2. giindeki sayimlarin 6. ginde de yik-
selmeye devam ettigi, 10. glinde ise genel bir diiglis gdster-
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digi saptanmigtir (Tablo 2, Sekil 2). Coklu kargilastirma so-
nucunda 2. ve 6. giin, 2. ve 10. giin ile 6. ve 10. gin ortala-
ma AgNOR benekcikleri arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

TARTISMA

Meme timori kékenli olan E.Ascites timor hicrelerinde
hicre proliferasyonu ile Gstrojen reseptérleri arasinda bir
iliski olup olmadigini aragtirmak amaciyla deneyin baslangi-
cinda bu hiicrelerde dstrojen resoptorlerini arastirdik. Bul-
gularda bildirdigimiz gibi dstrojen reseptérierini negatif bul-
duk. Bizden d6nce baska arastiricilar da EAT hiicrelerinin
Ostrojen reseptdrleri agisindan negatif olduguna igaret et-
miglerdir (19).

Cogalan E.Ascites hiicrelerinde AgNOR sayisinin degi-
simi ile 3H-timidin damgalanma indeksi arasindaki iligkiden
daha 6nce s6z edilmemistir. Bununla birlikte non-Hodgkin's
lenfomalararinda Flow-Sitometrik olarak yapilan galigmada
nukleoluslardaki ortalalama AgNOR sayisi ile S fazi ylizdesi
arasinda dogrusal bir iliski oldugu saptanmistir. Ayni galis-
mada, ileri bir agama olarak lenfomalarin grade'i ile bir iligki
gorilmis, AQNOR sayimlarinin béliinen hiicre ve fonksiyo-
nu ile ilgili olabilecedi dusinilmustir (5). Bir bagka galigma-
da AgNOR sayimlarinin malign meme karsinomlarinda flow
sitometrik olarak elde edilen DNA degerleriyle uyumlu oldu-
gu goralmastdr (7).

Benzer sekilde bromodeoksidridin ve Ki-67 immiin boya-
ma sistemi ile boyanan tiroid timér hicrelerinde AgNOR
proteinleri arasinda bir korelasyon bulundugu goérilmastir
58). Yine bromodeoksidridin ile yapilan bir galismada fare ti-
mik hicrelerinde AGNOR sayimlarinin DNA sentezi ile bag-
lantili oldugu, bu nedenle AgNOR degerlerinin hiicre prolife-
rasyonu marker'l olabilecedi ileri strdlmastdr (20). Diger ta-
raftan yine bromodeoksilridinle 16semi hicrelerinde yapilan
bir arastirmada, AQNOR sayisi ile bromodeoksidridin dam-
galanma indeksi arasinda bir iligki tespit edilememistir (21).
Bizim ¢aligmamizda gogalan E. Ascites timér hiicrelerinde
2. glinden sonra 3H-timidin ile damgalanma indeksinde be-
lirgin bir azalma gorildigi halde AgNOR sayimlarinda bdy-
le bir azalma gériilmemekte, AQNOR sayimlarinda azalma
ancak 6. giinden sonra ortaya ¢ikmakta ve 10. giinde 3H-
timidinle damgalanma ile bir korelasyon gostermektedir. De-
neyin siresini daha fazla uzatmak E. Ascites hicrelerinde
farelerin 14. glinden sonra 6limu nedeniyle mimkin olma-
maktadir. Bununla brlikte in vitro kosullarda deneyi tekrarla-
yarak ¢ogalan E. Ascites hiicrelerinde 3H-timidin ile damga-
lanma indeksiyle AQNOR sayimlarinin kargilastinimasi ve
AgNOR sayimlarinin proliferatif bir marker olup olmadiklar
ileri calismalarimizda arastinlacaktir.
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