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DEKSAMETASON KULLANILDIGINDA MYOBLASTLAR
YUZEYINDEKI DEGISIKLIKLERIN SCANNING
ELEKTRON MIKROSKOBU ILE iINCELENMESI

o

Melih Zeytinoglu® Ergin Acikalin

Guntmizde kanserlesmeye giden dokularn énceden tespiti, boy-
lece erken teshis ve tedavisi konusunda galismalar hizla stirmektedir.
Bu amagla bizim kullandigimmiz ve aym zamanda yvaygin olan yéntem-
de : Incelenmek istenen dokudan alinan ve doku kiiltiirii yontemiyle
liretilen hiicrelerin genetik yvapilarina, yap: ve 6zellikleri bilinen bazi
onkogenler ilave edilerek kansere egilimli hiicreler haline getirilirler.
Daha sonra kultir ortamina kanserojen maddeler eklenerek hiicre-
lerde meydana gelen yap1 degisiklikieri incelenir.

Yaffe ve Saxel adl iki arastirici fare iskelet kasindan aliman do-
kudan ilk kez C2 aci verilen myoblastlar: izole etmiglerdir (5). Daha
sonra Gosset ve arkadaglar:t plazmid kullanarak bu C2 kiltir hiic-
relerine N-ras memeli onkogenini yerlestirmeyi basardilar ve bu ye-
ni hiucreye CO25 kultiir hiicresi ad1 verildi (5),

Gunumiuze kadar ras onkogeni grubundan onkogenlerin N-ras
(Neoroblast), H-ras (Harvey) ve K-ras (Kristen) olarak ¢ gesit pro-
toonkogenik formu tanimlanmigtir (3). Ras onkogeni tagiyan hiicre
ortamlarina kanserojen madde ilave edildiginde hticrelerde P21 pro-
teini Uretimi artmakta ve artan bu protein GTP ase gibi is gbrerek
GTP yi inaktive ettiginden hiicre devamli gogalmaya ve farklilasma-
ya itilmektedir (6).

Glinumiuze kadar CO25 kiultir hiicreleriyle yapilan bu tar bir ¢a-
lismaya rastlamadik. Bu nedenle tercih ettigimiz CO25 kiiltiir hiicre-
lerinin ortamina deksamethasone ilave ederck hiicre yizeyinde mey-
dana gelebilecek degisiklikleri Scanning elektron mikroskop teknigi
ile incelemeyi amacladik.

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

Calisma Ingiltere, Norwich John Innes enstitiisit hiicre biyolojisi
bélumiinde yapilmis olup kullamlan CO25 kiltir hiicreleri (Fare ¢iz-
gili kasindan elde edilmis ve N-ras onkogeni tasiyan myoblast) East
Anglia Universitesi molekiiler biyoloji boliimiinden temin edilmigtir.

Doku kiltirinde dort farkl icerikli ortam kullanildi. Birinci be-
siyeri igin FCS (% 10 Foetal calf serum, Gibgo, Cat. no : 011-62290H)
iceren DMEM (Dulbecco’s Modifed Eagle Medium, Gibco, Cat. no :
042-02501 H). lkinci besiyeri igin FCS ve Deksametazon (200 mM, 9
alphafluoro-16 alpha-methyl-prednisolone, Sigma, Cat. no : D-1756).
Uglincl besiyeri icin HS (% 10 Horse serum, Gibco, Cat. No : 034-06050)
iceren DMEM. Dordiincil besiyesi igin HS ve Deksametazon (200 mM)
iceren DMEM kullamild: (1,4). Hicrelerin konulduklar: besiyerleri 5
ml olarak hazirlandi ve hiicreler % 10 CO; ve % 90 O: igeren ortamda
37°C de inkiibe edildiler.

Ozel lamlar iizerine yerlestirilen hiicreler PBS (Phosphate Buffer
Saline : 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 1.5 mM KH:;PO,, 8 mM Na,HPO;,
pH 7.3) ile 30 saniye ve ii¢ kez oda sicakliginda yikandiktan sonra
% 2.5 lik glutaraldehit (% 07.5 PBS) ile 15 dakika tespit edildiler. PBS
ile 15 dakika yikanan hiicreler % 1 Osmiumtetroksit (OsQs, % 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 kalimhgmda altin ile kaplandilar. (Sputher Coating) (7).

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

BULGULAR

Fétal dana serumu igeren ortamdaki myoblastlarin ortama konul-
duktan sonra bir giin igindeki incelemelerinde hiicre ylizeyinin genel-
de oldukca diizgiin oldugu goézlendi. Yizeyde ince uzun mikrovili ya-
pisimin arasinda daha az miktarda kisa ve kiint mikrovilli yapisinin-
da bulundugu saptand: (Resim I).

Fotal dana serumu iceren ortama deksametazon ilavesinden bir
glin sonraki incelemelerde ylzey yapisimi olusturan mikrovilluslarin
yaparaksi yapilara dontiistiigii gozlendi. Bunlarin arasinda kisa kint
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mikrovilli yapisinda artis tespit edildi (Resim 2). Yine bazi myoblast-
larin ytizeylerinde gruplasmis caplar esit olmayan kiigik deliksi ya-
pilara rastiond: (Resim &),

Resim 1 : Fotal dana serumunda 1 gin son- Hesim 2 ; Fotal dana serumunda deksame-

ra myoblast ylzeyi. Diizgin yiizey ve mik- tazondan bir giin sonra myoblast viizeyinde
rovilli yapisi x 25000 yapraksi mikrovilli yapisi x 25000

Resim 5 : Fotal dana serumunda deksametazondan bir gin sonra ylzeydeki delikli gériniim
(okla isaretli), ucu baloncuk yapmis mikrovillus (¢ift okla isaretli) x 25000
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At serumu iceren kiiltiir ortaminda bir gitin bekletilen myoblast-
lar incelendiginde hiicre yiizeylerinin bozuldugu dikkati ¢ekiyordu.
Hiicre yiizeyi kivrinti, cikinti, kabarti, katlanti seklinde gorintiilerle

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

At serumu iceren ortama deksametazon ilavesinden bir glin son-
ra myoblastlarin incelenmesinde hilicre yiizeyinin purtzlenme gos-
terdigi, kivrintl, cikinti, kabarti, katlant: seklindeki yiizey bozuklukla-
rimmn arttig: tespit edildi. Mikrovilli yapisinin arttigi ayrica bunlarmn
yapraks: mikrovilli sekline dontistiigli ve apikal uc¢larinda balonsu
yapilar olustugu goézlemlerimiz arasinda idi (Resim 4).

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

myoblast ylzeyi. Piriizli gériniim ve mik- bir glin sonra katlanti tarzinda deformasyon

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

TARTISMA

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

RNA ve protein ihtiyaciin hiicrelerde arttigl durumda hiicrenin
ortamdan madde alimini arttirmak icin ylzeyde buna uygun yapi
gelistirmesi beklenir. Hiicre icine madde alimiyla ilgili membran 6zel-
liklerinin birisi mikrovilli yapisidir (8). Ozellikle dexametazon ilave-
sinden sonra mikrovilli sayisindaki artis yaprak seklinde genisleme-
ler bu amaca vonelik yap1 gelismesini dusliindirmektedir.

Hiicre igine madde alimiyla ilgili bir dzellikte pinositatik vezikul-
lerdir (8). Bar. Sagi ve arkadaslar: fibroblastlarla yaptiklar: ¢calisma-
da Transmisyon elektron mikroskobu ile N-ras onkogeni tasiyan fib-
roblastlarin dexamethasone ilavesinden sonvra sitoplazmalarmda pi-
nositatik vezikullerin arttigim gordiler (2). Bu calismada hiicre yii-
zeyinde delik seklindeki goriuntiiler ise micropinositoza ait membran
ozelligi kanaatini doguruyorsada bu konu hentiz galismalara ve iar-
tismaya agiktir.

OZET

Hicreler fonksiyonlarna bagli bazi yluzey ozelliklerine sahiptir.
Metabolizmasi degisen hiicrelerin yizeyinde de bazi degisiklikler bek-
lenir. Bu galismada fareden elde edilen N-ras Onkogeni baglanmis
myoblastlar degisik kiiltir ortamlarinda tretildi. Ortama deksame-
tazon eklenerek degisik kultir ortaminin ve dekzametazonun etkileri
sonucu hicrelerin ylzeylerindeki degigiklikler scanning Elektron
Mikroskop ile incelendi. Degisik kiltiir ortaminda tiretilen hlicrelerin
yuzeylerinde bazi farkliliklar tespit edildi. Ortama deksametazon ek-
lenmesinden sonra hiicrelerin yilizeylerinde mikrovilli artisi yani sira
diizensiz kivrinti, kabart:, katlanti gibi deformasyon &ézellikeri 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 cells 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 defermined after adding dexamethasone to the cultur
medium.
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