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OZET: Bu galigmada deneysel tiimér hiicre kiiltiiriinde sakin hiicrelerin yiizdesi saptanmigtir.

SUMMARY: The quiescent cells in experimental tumor cell culture: In this investigation the percent-
age of the quiescent cell in experimental tumor cell culture have been determined.

GIRIS

Bu galigmada albino sigan derisinde deneysel olarak olusturulan timériin, 1969 yilin-
da in vitro kosullarda yetistiriimeye baslanan (11) ve bazi karakterleri ydniinden Uluslara-
rasi normlara uygun olarak tanimlanmasi yapilan hiicre kiltirleri (RTE hiicreleri) kullanil-
mistir (12). Surekli olarak in vitro kosullarda yetistirilen RTE hiicrelerinin tanimlanmasinda
morfolojik gézlemler, gogalma hizi, koloni olugturma yetenegi, hiicre siklusu analizi, dam-
gali hiicre indeksi, mitotik indeks, kromozom sayisi dagilimi, dondurulduktan sonra tekrar
normal kosullara getirilen hiicrelerin canlilik testi ve gogalma karakteristigi gibi parame-
treler incelenmistir (12).

Bu calismanin amaci ise canli olduklari halde bélinmeyen ve DNA sentezi yapmayan
(2) hucrelerin kiltiirdeki oranini saptamak ve bu orani kiiltiirde normal olarak bulunan 6li
hiicre sayilariyla karsilagtirmaktir.

MATERYEL VE METOD

Albino Rattus norvegicus'un derisine kroton yadi ve 7,12-dimetilbenzantrasen uygu-
lanarak olusturulan tumérin hicreleri (RTE hiicreleri) 1969 yilindan beri in vitro teknikler
izlenerek tek tabaka hiicre kiiltlirii yontemi ile devamli olarak yetistirilmislerdir (11,12).
RTE hicreleri standart hiicre kiltiiri teknigi (5,9) kullanilarak devamlil pasajlari yapilmis
ve deneylerde kuilanilmayan hiicreler stok olarak dondurulup sivi azot iginde saklanmis-
lardir (12,13). Olusturulan timaérin bir kismi histopatolojik tani igin tesbit edilerek ayril-
mistir (12). RTE hicreleri in vitro kosullarda Eagle MEM (Welcome Ltd.) kiltiir ortamina
200 U/ml Penicilline (Pfizer), 100 mgr/ml Streptomycin (Pfizer) ve % 10 embriyonik dana
serumu (Flow Lab.) ilave edilerek yetistirilmisler ve deneylerde de bu kiltir ortami kulla-
nilmistir. Devamlil pasajlarda ve deneylerde hemositometre ile sayilan hiicrelerin canlilik
testi tripan mavisi boya yéntemi ile yapilmistir (8,10). Deneylerde icinde hiicrelerin yetis-
tirildigi Petri kutulari deney siirecinde 37°C'lik inkubatdrde % 5 C02 ve % 95 hava karisi-
mindan olusan bir atmosferde tutulmuslardir (4).

Olii hiicre oraninin saptanmasi: RTE hiicreleri 40 mm ¢apinda steril her Petri kutusuna
canl 1.5x105 hiicre olacak sekilde ekilmigler ve inkubatére kaldiriimiglardir. Ekimlerden
12, 24, 36 ve 48 saat sonra Petri kutulari igindeki canli ve 6li hiicrelerin sayilari saptan-
mis ve sayim deg@erlerinden 6li hiicre yizdesi hesaplanmistir. Deneyde her zaman araligi
igin Uger Petri kutusu kullaniimig ve deney (g kere tekrarlanmistir.
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(***) 1.U. Istanbul Tip Fak., Patoloji Anabilim Dali.
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Bélliinmeyen ve DNA sentezi yapmayan hiicrelerin saptanmasi: RTE hiicreleri 50 mm
capindaki steril her Petri kutusuna canli 6x10° hiicre olacak sekilde ekilmigler ve inkuba-
tore kaldinlmislardir. EkKimden 24 saat sonra hiicrelere 25 saat siire ile 1 pCi/ml olacak
sekilde 3H-timidin (*H-TdR, Ammersham, Sp. Ak. 5 Ci/mM) uygulamasi yapilmistir. 3H-Tdr
uygulamasi yapilan hiicreler tripsin ile Petri kutularindan alinmislardir. Bu hicreler steril
Petri kutular icindeki her lamel Gizerine canli 3x104 hiicre olacak sekilde ekilmisler ve in-
kubatére kaldinimaslardir. Lamellere ekimden énce canli ve 61l hiicrelerin sayilan sapta-
narak 6l hiicre ylzdesi hesaplanmistir. Deneyde bes Petri kutusu kullanilip, yirmi lamele
hiicre ekilmis ve deney iki kere tekrarlanmistir. Hicreler lamellere ekimlerinden 6 saat
sonra Carnoy tesbiti ile tesbit edilmisler ve Kodak AR-10 stripping filimleri kullanilarak
otoradyografi yéntemine (1) gore otoradyogramlar hazirlanmistir. Hazirlanan otoradyo-
gramlar 3 giinlik bir ekspozisyon siiresi sonunda banyo edilip kurutulduktan sonra Giem-
sa boyasi ile boyanmiglardir. Bu otoradyogramlardan DNA sentezi yaparak *H-TdR almisg
damgall (labelling) ve almamis damgasiz hiicreler sayilarak DNA sentezi yapmayan hiic-
relerin ylizdesi saptanmistir.

Sayilan ve hesaplanan degerlerin aritmetik ortalama ve standart hatalar hesaplan-
mistir (14).

BULGULAR

Albino sigan derisine kroton yagi ve 7,12-dimetilbenzantrasen uygulanarak olusturu-
lan timdrin hustopatolojik tanisi yassi epitel hiicreli karsinom olarak saptanmistir (Resim
1).

Tumor dokusunun kiltir sartlarinda Uretilmesinden sonra, hiicreler sivi azotta dondu-
rulmus ve tekrar kiltir sartlarina getirilmiglerdir. Hicrelerin kiltir sartlarinda Gremesi
saglikh olmus, kiltirlerde ve otoradyogramlarda enfeksiyona rastlaniimamistir.

Baslangicta her petri kutusuna 150000 hiicre ekilmis ve ekimden 12 saat sonra bu
miktarin 210000+£6009, 24 saat sonra 296667+6667, 36 saat sonra 420000113229 ve 48
saat sonra 665556+7658'e eristigi saptanmistir (Tablo 1). Ayrica kiltiirde rastlanan nor-
mal 61U hiicre sayisi 12, 24 ve 36 saat igin ortalama % 1.4 olarak 48.ci saatte ise % 1.5

Resim 1: Kroton yag ve 7,12-dimetilbenzantrasen uygulanarak olugturulan tiimériin

histolojik kesiti (H.E. x 132).
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P ™
TABLO 1: RTE hiicre kiiltiirlerinde zamana baglil hiicre artist ve
6lii hiicre yiizdesi.
Siire Ortalama canli Ortalama ¢lu
(saat) hiicre sayisi + S.H. hicre % + S.H.
0 L e i ST
12 210000+6009 1.4+0.17
s 296667 £ 6667 14+0.18
B 420000 + 13229 14+0.18
48 665556 + 7658 15+0.24
C S.H. Ortalamanin standart hatasi. 2

olarak bulunmustur (Tablo 1).

Sakin hicrelerin arastirildigl ve hiicrelerin devamli damgalanmaya maruz birakildigi
deneylerde toplam 28885 hiicre sayilmistir. Bu hiicrelerin 27651'i 3H-TdR ile damgalan-
mis, 1204 adedi ise damgalanmamistir. Degisik lameller lizerinde ve mikroskopik alanlar-
da yapilan sayimlarda damgasiz hiicre oraninin % 4.17+0.05 oldugu gériilmustir (Tablo
2, Resim 2). Devamlil damgalanmaya maruz birakilan hiicreler ikinci defa tripsinizasyonla
kaldirlip yeniden lameller tizerine ekilirken tripan mavisi ile yapilan canlilik testinde ise
6lU hiicre orani % 2.5+0.5 olarak bulunmustur (Tablo 2).

£ 5
TABLO 2: RTE hiicrelerinde 25 saat 3H-TdR uygulamasindan sonra
sakin hiicre ve élii hiicre yiizdesi.
Toplam Toplam Toplam Damgasiz Ortalama
damgali hiicre damgasiz hiicre hicre (sakin) hiicre 6ld hicre
sayisi . sayisi sayisi % £ S.H. % + S.H.
27651 1204 28855 4.17 £0.05 25105
S.H. Ortalamanin standart hatasi.
- _ J

Devamli damgalanmaya birakilan hiicrelerde H-TdR otoradyografisinden sonra g1k
mikroskopisi dlizeyinde morfolojik bir bozukluga rastlaniimamistir.

TARTISMA

Hizl bir sekilde prolifere olan tiumér hiicre kiltiirlerinde bir bélim hiicreler hiicre devri-
ne katilmaz ve hiicre devri digi kalirlar. Bu hiicrelerin mitoz ve DNA sentezi yapma yete-
negi olmakla beraber, bunlarda DNA sentezi ve mitoz hemen hemen yok denecek kadar
azdir veya hig gorilmez (6). Bu sakin hiicreler (quiescent cell) hiicre devrinde Go hiicre-
leri olarak tanimlanmaktadirlar (6). Bir gok arastirict Go hiicrelerinin muhtemelen uzun bir
G4 fazindan basgka bir sey olmadigina inanmaktadirlar (2). Sakin hiicreler uygun bir uyari
ile birlikte hiicre devrindeki yerlerini alip tekrar mitoz ve DNA sentezi gésterirler. Sakin
hiicreleri géstermenin yollarindan biri *H-TdR otoradyografisidir (3). Deneylerimizde de
3H-TdR otoradyografisi kullanilmis ve hiicreler bir yenilenme devrinden fazla siire de (25
saat) H-TdR ile muamele edilmigler béylece her hiicrenin mutlaka bir kere hiicre devrinin
S fazinda bulunmasi saglanmistir. Buna ragmen % 4.17 oraninda hiicrenin 3H-TdR ile
damgalanmadigi goriiimistiir (Tablo 2, Resim 2). Hiicreler 25 saat siire ile *H-TdR'de bira-
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Resim 2: 3H-TdR ile devamli damgalanmaya birakilmig RTE hiicrelerinin
otoradyogrami, {d) damgali ve (s) damgasiz, sakin, hiicreler (Giemsa x 132).

kildiktan sonra tripsinizasyonla kaldirilarak yeniden lameller izerine ekildiklerinde % 2.5
oraninda olan 6lii hiicreler ortamdan kaldinlmiglardir.

Herhangi bir dokuda hiicre sayisinin artmasi {ig mekanizma ile gergeklesir: a) Hiicre

* devrinin kisalmasi, b) Go hiicrelerinin hiicre devrine girmesiyle bllyime fonksiyonunun

artmasi, ¢) Hiicre kaybinin azalmasi (2). In vivo sartlarin bir modeli olan in vitro deneyleri-
mizde 6len hiicre sayisi 48.ci saate kadar ortalama % 1.4-1.5 arasindadir (Tablo 1). Buna
gore, hiicre kaybinda siratli bir artis yoktur, hiicre kaybi belli bir oran iginde olmakta ve
deney siresince hiicreler denge durumunu (steady state) muhafaza etmektedirler. De-
ney sartlari biitlin deney siresince sabit tutuldugu serum azalmasi veya yoklugu séz ko-
nusu olmadigina gére sakin hiicreler igin uyan sadece medyum degisikligi ve tripsiniza-
syondan gelebilecektir (2). Tripsinizasyon yapilmasina ragmen deneylerimizde % 4.17
oraninda DNA sentezi yapmayan hiicrelere rastlaniimaktadir. Bununla beraber bazi hiic-
relerin tripsinizasyona ragmen DNA sentezini baglatmadiklar da bilinmektedir (7). Ol hii-
cre sayisi oraninin sabit olusuna ragmen deneylerimizde goériilen hiicre sayisindaki artig
normal sartlarda hiicre kiltlirlerindeki artis olarak kabul edilebilir. Sakin hicrelerden,
bagka deyigle Gy hiicrelerinden G+'e giren hiicrelerin olup olmadigi ilerideki galismalari-
mizda gosterilecektir. :

Bu galismamizda elde ettigimiz sonug yassi epitel hiicreli karsinom hiicrelerinin, RTE
hicrelerinin, devamli hiicre kiiltiriindeki populasyonunun % 4.17 oraninda sakin hiicreler
icerdigini gostermek olmustur.
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