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GIRIS

‘ Son yillarda tam metodlarindaki geligme ile viicudun cesitli yerlerindeki kanserler git-
tikce daha erken tanimlanmaya baglanmis olup, cerrahi ve ilaglarla tedavi de daha fazla
6nem kazanmustir. Cerrahi ve radyoterapi ile ulasilamayan veya cerrahi tedaviden sonra da
tekrarlama sans1 biiyiik olan tiimorlerde ise kemoterapi tek tedavi yolu olmaktadir. Bagarih
bir kanser kemoterapisinde ama¢, normal viicut hiicrelerine zarar vermeden, primer tiimor
veya metastazlan ile birlikte, normal tam metodlan ile saptanamayan son tiimor hiicresine
kadar ulasarak biiyiime ve yayilmayr onlemektir. Viicudun diger organlarindaki tiimorlere
kemoterapi ile erigmek, beyin tiimorlerine erismekten daha kolay olup, bu timdrlerde ke-
moterapi ile bagar1 oram1 da beyin timérlerindekinden daha yiiksek olmaktadw. Beyin tii-
morlerinde bir¢cok kanser ilacinin etkisiz kaliginin baghca nedeni ise oral veya parenteral ve-
rilen ilaclarm fizyolojik kan beyin barajim yeterli seviyede gecememeleridir. Ayrica bu ilac-
lardan pek ¢ogu da yan etkileri nedeniyle beyin omurilik savisma verilememektedir.

Insanlarda beyin tiimorii insidansmm kabaca 100.000'de 4.5 gibi kiiciimsenemeyecek
bir oranda olusu (40) beyin tiimorleri tedavisinde etkin ve kolay uygulanabilecek kemotera-
potik ajanlarin aragtirilmasina daha da hiz kazandirmistir. Bu arastirmalar sirasinda bulunan
nitroziirea grubu kemoterapoétiklerin kan—beyin barajim gecerek tiimor hiicrelerini harabetti-
gi, tiimoriin biyiimesini durdurdugu fakat normal beyin hiicrelerine ¢ok az zarar verdigi ka-
mtlannustir. Caligmalarin ilerlemesiyle sentez edilen 300 cesit nitroziirea grubu ilactan be-
yin tiimorlerine en ¢ok etkili olaninin ise BCNU (1, 3—Bis (2—Chloroethyl)—1—nitrosourea)
oldugu saptanmigtir (31).

BCNU'nun insanlardaki beyin tiimérlerinde baganh tedavi sonuglan, literatiirde ve iil-
kemizde genis kapsaml ultrastriiktiirel bir ¢alismanin yapilmamig olmast bizi bu ilacin de-
neysel hayvan timérlerinde olusturdugu ultrastriiktiirel degisiklikleri incelemeye yoneltti.
Caligma igin ultrastriik tiirel yapisi iyi bilinen ve Benda tarafindan gelistirilen 9 L si¢an glio-
masma ait tek kat doku kiiltiirii se¢ildi (6). Grasso ve arkadaslarmin yaptigi ¢aligmada bir
bagka sigan beyin tiimoriinde (Cg glioma) diisiik dozdaki (1—10 u g/ml) BCNU'nun hiicrele-
re etkisi incelenmigtir. Degisik ila¢ dozlarinin kullanilmadigi bu c¢alismada sadece timor
hiicre organellerinin voliim degisiklikleri incelenmis ve Dexamethason'un etkisi ile karsilagti-
rilmigtir (14-—15). '
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Bizim ¢alismamizin amaci ise, BCNU'nun degisik dbzlarma, 9 L sican gliomasina ait
tiimor hiicrelerinin ultrastriiktiirel seviyedeki cevaplarii ve organellerindeki degisiklikleri
saptamaktir. Bu amag ile her doz igin tiimor hiicrelerinin: '

1. Hiicre zarnt

2. Nukleusu

3. Mitokondrileri

4, Endoplazmik retikulumu

5. Golgi aygit1

6. Mikrofilamentleri

7. Lizozomlarn

8. Myelin cisimcikleri

9. Ribozomlarn'ndaki degisiklikler tek tek incelenmis ve ilagla karsilagtirtlmamis
kontrol kiiltiir hiicreleri ile aralarindaki farkhibklar saptanmak istenmistir.

Cahsmamizin diger amaci da ila¢ dozunu arttirarak tiimér hiicresinin iireme ve yagam
fonksiyonlarm1 durduran en etkin optimal dozu deneysel olarak saptamaktir. Bu suretle et-
kisiz kalabilecek diisiik dozlardan veya gereginden yiiksek dozun kullamlmasindan kacinila-
bilecegini disiinmekteyiz.

Bu aragtirma Amerika Birlesik Devletleri'nde California Universitesi, San Francisco
Tip Merkezinde yapilmistir,

Calisma, Public Health Service ve A I.D. tarafindan, para ve malzeme bakimindan des-
teklenmigtir.




GENEL BILGILER

Primitif Noroektodermden koken almis primer beyin tiimorlerinin ¢ogunun noroglial
dokudan c¢iktig: kabul edildiginden tiimiine glioma demek aliskanlik olmustur. Cesitli seri-
lerde gliomalar biitiin intrakranial tiimorlerin % 30—60'm1 kapsamaktadirlar. Nekropsilerde
bulunan tiimoérler glioblastoma multiforme gibi daha malign tipleri icerdiginden nekropsiler
ile yapilan cahismalarin sonuclarinda, malign tiimoérlerin goriilme orani, biopsi sonuclarina
dayanan calismalara gore daha yiiksek bulunmaktadir (29). Intrakranial timér insidensi, yas
arttik¢a hafif bir artma gosterir, fakat gliomalarin ¢ocukluk ¢aginda da fazla goriilmesi, be-
yin tiimérlerinin ¢ocukluk ¢ag tiimoérleri arasinda 16semi ve lenfomalardan sonraki siray: al-
mast ile aciklanabilir (21, 48). Gliomalarin spinal kordda goriilme oram daha diisiiktiir. Er-
keklerde kadinlara gore iki misli fazla goriiliir. Tiimor, eriskinlerde supratentorial, cocuklar-
da ise subtentorial yerlesim gosterir.

Glial seri tiimorleri:
I— Astrositik grup
1. Astrositoma

2. Astroblastoma
3. Polar spongioblastoma

I— Oligodendroglia.
Oligodendroglioma.

II—- Ependima ve benzeri dokular
1. Ependimoma. Subependimoma.
2. Choroid—plexus papillomu
3. Colloid kist.

IV— Glioblastoma multiforme.
olarak gruplandirihirlar (29).

Bu arastirma bir sican glioblastomasinin tek kath doku killtiiriinde gerceklestirilmis
oldugundan caligsma ile ilgisi olan cesitli konular icin, ayn bashiklar altmda kisa bilgiler veril-
mege calisilacaktir.
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GLIOBLASTOMALAR, ISIK VE ELEKTRON MIKROSKOPIK YAPILARI:

Glioblastomalar karakteristik olarak beynin beyaz cevherini ilgilendirirler. Genellikle
genis yayithm yaparlar. Beynin 6n kisminda arkaya gore daha sik yerlesim gosterirler ve sik-
Iikla frontal loblan tutarlar. Bir¢ok vak'ada birden fazla lob tiimor tarafindan iggal edilmis
bulunur. Genellikle sferik bir kitle olustururlar. Kesit yiiziinde saglam kenar dokular
gri—pembe, nekrotik orta kisimlar ise opak gri—san renklidir. Degisik siddette kanama saha-
lar1 vardir. Ufak caph bir iki kist icerebilir ve bunlarin ici sart veya kahverengi mayii ile dolu
bulunur. Tiimorin en belirgin 6zelligi hiicre sekillerinin ¢ok cesitli olmasidir. Bu nedenle
"multiforme" adi verilmigtir. Tiimor, degigik mikroskop sahalarinda ve tiimoérden timore
cok farkli gorimiimler sergiler. Bazi alanlarda degisik sekil ve ¢apta poligonal hiicre kitleleri
goriiliir. Genellikle atipik olan mitozlar ve ¢ok ¢ekirdekli dev hiicreler vardir. Bagka bir saha-
da hiicreler daha ziyade ig bi¢iminde goriilebilir. Birbirleri ile caprazlagan kisa demetler olus-
tururlar. En karakteristik goriiniim ise hiicrelerin yanyana siralandiklan ve uzantilarin: ortada
mevcut bir nekroz alanma dogru yonelttikleri ''palisading’’ olugsumudur. Nekroz ufaksa bu
goriiniim rozete benzer (30).

GLIOBLASTOMALARIN ELEKTRON MIKROSKOBIK YAPISI: Hiicre sekli ve
niikleer goriniimii polimorfizm gosterir, Scanning elektron mikroskobunda hiicre yiizeyi kiri-
stk goriiliir. Niikleusun kromatin dagilmu gelisigiizeldir. Cok veya az sayida, normal veya ati-
pik mitokondri icerir. Golgi aygit1 nadir goriiliir. Cok sayida ve ¢cogu endoplazmik retikulu-
ma bagh olan ribozomlar vardir. Baz1 tiimor hiicreleri ve onlarm hiicresel uzantilan cok sayi-
da intrasitoplazmik mikrofilament ihtiva ederler. Bu bulgu, hiicrelerin astrositik orijinli ol
dugunu gosterir. Fakat, cok immatiir hiicrelerde filament goriilmez. Monsterselliiler sarkoma-
nm oOzelligi olan intra ve ekstraselliller kollagen fibriller, glioblastomada goriilmez ve bu da
aywricl tamda yardimen bir faktor olarak kabul edilmektedir (30, 51).

HUCRE KINETIGI: Kanser kemoterapisinde hiicre kinetigi, tiimériin biiyiimesi ve
hiicrelerin mitotik siklusunun belirli fazlari esnasinda ilaca duyarhliklart olarak ifade edil-
mektedir (50). Mitotik siklusun 4 ayr1 faz1 vardir,

1. Sentez faz1 (S)

2. Premitotik ara (G5)
3. Mitoz faz1 (M)

4. Post mitotik ara (G1)

1. Sentez fazinda DNA, RNA ve protein sentezi artmustir. Timorlerin cogunda bu faz
7—10 saattir.

2. Sentez sonrasi faz1 (G;), kisa siireledir (30—90 dakika). Bu fazda DNA iki yavru
hiicreye esit miktarlarda ayrilir.

3. Mitoz faz1 (M) RNA ve protein sentezi tamamlanir ve hiicre iki yavru hiicreye bolii-
niir.

4. Post mitotik ara (G). Cesitli hiicre tipleri arasinda siire olarak en fazla farkhihk gos-
teren fazdwr. Normal hiicrelerde 2 saat siirer. Bu fazm sonuna dogru DNA yapimu baglar. G
fazzm tamamliyan hiicrelerin hepsi S fazina katilmazlar, bir kismu dinlenme fazina aynlr
(G,)- Bu hiicreler uygun zamanda tekrar hiicre siklusuna katilabilirler. Solit tiimérlerin mer-
kezinde bu hiicreler bulunur. Bunlarin etrafinda normal siklusa devam eden hiicreler yer alir.
Cerrahi rezeksiyondan sonra, ortada kalabilen bu hiicreler siklusa girerek tiimorii siir'atle bii-
yiitebilirler. Baz1 kemoterapétiklerin hiicre sikliisiinun belirli fazlarinda daha etkili olugu ne-
deniyle hiicre kinetiginin iyi bilinmesinde yarar vardir.
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KEMOTERAPI

Bugiin Tip Bilimi kanser arastirmasi ve tedavisi iizerine gittikce artan bir ilgi ile egil-
mektedir. Kemoterapotiklerle tiimorlii bir hastay: bir siire icin de olsa iyilestirmek, daha ev-
velce yapilan yiizlerce arastirmanin katkisi ile olabilmektedir. Nitroziirea tiirevlerinin bulun-
masi ve kanser kemoterapisine girmesi ile malign beyin timérlerinin tedavisi icin de yeni bir
umut belirmistir. Bilindigi gibi bir¢ok sitostatik ila¢ kan—beyin baraji, ndrotoksisite, yasam
merkezleri ile tiimoriin aym yeri iggal etmesi ve tiimor cevresindeki saglam beyin dokusunda
meydana gelen sekonder degisiklikler nedeni ile beyin tiimorlerine beklenilen oranda etkin
olamamustir.

Iik defa 1959 yilinda, "Cancer Chemotherapy National Service Center''da L 1210 fare
lésemisine etkinligi az olan 1-methyl—3—nitro—1-nitrosoguanidine (MNNG) sentez edil-
mistir. Kisa bir siire sonra elde edilen ve yapisi1 buna benzer olan 1-Methyl—1—nitrosourea
(MNU)'nin ise daha etkin oldugu gosterilmistir. Aym yillarda "'Southern Research Institute "
de MNU'nun tiirevleri sentez edilmis olup bunlardan biri olan BCNU (1, 3-Bis (2—chloro-
ethyl)—1—nitrosourea) bu laboratuvarda sentez edilen 22'nci nitroziireadr. Daha sonra ise
300'ii asan sayrda nitroziirea tiirevi gelistirilmistir (31). Bunlardan BCNU gibi cesitli tiimor
cinslerine etkili olan ve halen kullamilanlar; (CCNU 1—(2—chloroethyl)—3—cyclohexyl—1—
nitrosourea) ve Methyl-CCNU (1--(2—chloroethyl)—3—(4.methyl . cyclohexyl)—1—nitro-
sourea)dur.

BCNU'NUN OZELLIKLERI:

BCNU Santral sinir sistemi tiimoérlerine en etkili olan nitroziirea tiirevidir. Diger kemo-
terapotiklere iistiinliigii kan—beyin barajun siiratle gegmesidir. Yagda ve absolii alkolde erir.
Kanda yarilanma siiresi 5 dakikadir. Bu nedenle kendisinin mi yoksa yikim iiriinlerinin mi te-
sirli oldugu tartigmalidir. Hiicre siklusunda, prolifere olan hiicrelere ve biitiin fazlara etkindir.
Kiiciikk molekiilliidiir. Acik formiilii sekil I'deki gibidir (23).

Q
|
Cl—CHz—CHZ——III—(!~—NH—-CH2~Cl
NO
Sekil I.

BCNU alkilleyici olarak etki eder, Ekstraserebral tiimorlerden losemilere, Hodgkin
hastaligina, Kaposi sarkomuna, melanomlara gastrointestinal kanserlere ve diger baz1 sarkom
cesitlerine etkili oldugu da gosterilmigtir. Hastalara 6—8 hafta ara ile 80—120 mg/m2 intra-
vendz olarak 2 veya 3 giin iist iiste, tek doz halinde verilmektedir. Toksik etkileri kemik iligi,
lenfoid doku, bobrekler, akcigerler, karaciger ve gastrointestinal sistem iizerinedir (23, 41).

DENEYSEL HAYVAN BEYIN TUMORLERI:

~ Hayvanlarda primer beyin timoéri goriilme oram insanlara gore ¢ok azdir. Bu nedenle
aragtirmacilar deneysel olarak tiimér olusturma yoluna gitmislerdir. Bu amag ile kullamlan
- metodlar goyle 6zetlenebilir (5).
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1— Timér transplantasyonu: (Insandan hayvana, hayvandan hayvana) Transplantasyon
yerleri goz 6n kamerast; karin derisi alt1; yanak yag paketi ve beyindir.

2— Kimyasal kansinojenler ile tiimor gelistirme: Bu amag ile methylcholantrene, diben-
zanthracene, benzpyrene (27, 28, 49). N—nitrosomethylurea (6), ve N—ethyl—N—nitrosoure
(17) gibi karsinojenler basar ile kullanilmug ve cesitli hayvan beyin tiimérleri gelistirilmigtir

9 L SICAN GLIAL TUMORU ISIK VE ELEKTRON MIiKROSKOPIK YAPISI

Benda ve arkadaglar tarafindan sicanlara N—nitrosomethylurea'nin defalarca 1.V ola-
rak verilmesi ile olusturulan primer beyin tiimdriiniin kiltir pasajlari ile ¢ogaltilip, tekrar
hayvanlara verilmesi ve ¢ok sayida kiiltiir—kiiltiir, hayvan—Kkiiltiir, pasajlarnn sonucunda elde
edilmis tek kath saf tiimor kiiltiiriidiir (6). Dondurularak saklanan kiltiirler ¢éziildiigiinde yi-
ne orijinal morfolojik 6zelliklerini gostermektedirler.

Tiimor genellikle yildizsi, bipolar veya polihedral hiicrelerden olugmustur. Cok niiveli
dev hiicreler icermekte olup hepsinde nadir sitoplazmik glial fibril goriiliir.

Tiimér hiicre kiiltiiriinden elektron mikroskobu ¢alismalan i¢in hazirlanan dokuda ise
ince yapi soyle bulunmustur: Hiicreler tripsinizasyona bagh olarak oval veya yuvarlak olup
cok sayida uzantilar1 vardir. Bu uzantilar icinde mikrotubuliler, serbest ribozomlar ve nadir
mitokondriler bulunur. Organeller arasinda gevsek ince ve yaygm filamentler goriiliir. Nuk-
leus bityiik ve irregiiler olup niikkleer membran derin katlanmalar gosterir ve bir ka¢ nukleolus
icerir. Dev hiicrelerin hiicre zar1 daha diizgiin olup sitoplazmalarinda nisbeten az sayida lizo-
zom ve graniilli endoplazmik retikulum saptanir. Serbest ribozom sayisi fazla olup sitoplaz-
“mik mikroflament goriilmemistir. Nukleer membran ise kiiciik hiicrelere gore daha diizgiin-
diir (4).

NORMAL HUCRENIN ULTRASTRUKTUREL YAPISI, ORGANELLERI VE
GOREVLERI

Hiicreler primitif olarak Kiiresel sekillidir. Cok hiicreli canlilarda, iist iiste y:gilim ne-
deni ile ¢ok yiizlii hal ahrlar. Doku Kkiiltiirlerinde iiretilen ve tek hiicre siispansiyonu yapian
hiicreler de kiiresel sekilde bulunurlar.

Hiicre Zar: Biitiin hiicresel zarlar Lipid, protein ve karbonhidratlardan yapilmuslardir.
Morfolojik yapi, unit zar (unit membrane) diye adlandirilan ortada geffaf, iki yanda koyu
renkli cizgi olarak goriilen ii¢ tabakadan ibarettir. U¢ tabakammn total kalinligs 75—100A°"
dur. Bu zar iizerinde ¢aplan1 10A° olan kiigiikk delikler (pore) bulunur. Ortadaki agik renkli
bolgenin fosfolipid molekiillerinden, iki yandaki koyu renkli tabakanin proteinden yapih ol-
dugu diigiiniilmektedir. Son zamanlarda bu membranlarin en disinda glikoprotein yapisinda
bir maddenin varhgi da kanitlanmustir. Hiicreyi distan saran zar ic katlantilar yaparak sitop-
lazmayi bélmelere ayirir, bu sekilde endoplazmik retikulumu, tubuluslari, mitokondrileri,
Golgi apparatusunu ve lizozomlar gibi zarla ¢evrelenmis, farkli gorevleri olan sitoplazma ici
organelleri meydana getirir. Unit zarn hiicrenin disina dogru eldiven parmag seklinde yapti-
1 basit uzantilara mikrovillus denir. Cok ileri elektron mikroskop biiyiitmeleri ile bakildigin-
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da mikrovilluslar icinde ince flamanlar goriilir. Bunlarm mikrovilluslara dirilik veren bir cati
6devi gordikleri disiiniilmektedir Mikrovilluslar, safra kesesi, barsak epiteli, bobrek tubali
epiteli gibi baz1 organlarm epitel hiicrelerinde iyi gelismistir. Hiicre zarmin mikrovilluslardan
daha iri ¢ikintilarina kinosilyum denir. Bunlar larenks, trakea ve tuba uterina icini diiseyen
epitel hiicrelerinde bulunur. Epididimis ve ductus deferensin igini déseyen epitel hiicrelerin-
de ise unit zar ¢cok uzun ve silindir biciminde uzantilar yapar ki bunlara "'stereosilyum’ de-
nir.

Aym organi yapan hiicreler birbirleri ile ii¢ cesit baglant1 kompleksi ile iligskidedirler.
Bunlar sira ile zonula okludens (occlusion zones veya terminal bars), zonula adherens (ad-
herent zone veya intermediate junction) ve desmozom (adhesion discs) olarak adlandirilirlar.
Elektron mikroskobunun en yiiksek biiyiitmeleri ile iki hiicre arasinda 100—200A°"luk bir
mesafe oldugu goriiliir. Bu aralik karsilikh elektrostatik itme kuvvetleri ile devamli korunur.
Bu hiicreler arasi baglantilar sayesinde dokularin diizgiin yapist meydana gelmis olur

Cekirdek (Nukleus): Kirmuzi kan hiicreleri disinda hemen biitiin memeli hiicreleri ¢e-
kirdek icerirler. Kiibik, poligonal ve yassi sekilli hiicrelerde cekirdek orta kisimda (sentrik)
yerlesmis olarak goriiliir. Prizmatik ve piramit bicimli hiicrelerde ise alt yiize daha yakm du-
rurlar (eksentrik).

‘Bityiikliik ve sekilleri hiicreden hiicreye degisiklik gosterir. Dinlenme durumunda (interfaz)
bulunan bir cekirdekte cekirdek zar, cekirdek sivisi, cekirdekcik ve kromatin bulunur.
Cekirdek zar (karyoteka): Elektron mikroskobu ile incelendigi zaman cekirdegin cevresini
cift kath unit zarin cevreledigi goriiliir.  Iki unit zar arasinda 400—700A° arasinda degigsen
bir aralik vardmr. I¢teki zar diz yiizliidir, distakine ribozomlar tutunmus bulunur. Dig zar
yer yer endoplazmik retikulum duvarlari ile devam eder. Boylelikle iligkisi dis hiicre zarina
kadar siirer. Zar iizerinde ¢aplar1 250—600A° arasinda degisen delikler (porus) vardir. Delik-
lerin ¢evresinde i¢ ve dig zarlar birbiri ile birlesirler. Cok yiiksek biiyiitmelerle deliklerin ¢cok
ince bir diyafram ile ortiildiikleri goriilmistiir. Bu yol ile cekirdek ve sitoplazma arasinda se-
gici bir madde degisimi olur. Ornegin: ribonikleik asit molekiilleri, polipeptidler, tuzlar ve
sekerler cekirdekten sitoplazmaya akarlar. Hiicre boliinmesi sirasinda ¢ekirdek zari enzimle-
rin etkisi ile eriyip ortadan kalkar.

Cekirdek sivist (Karyoplazma): Homojen goriiniimlii, belirgin yapist olmayan bir stv1-
~dir. Kromatin ag ile cekirdek arasindaki bosluklar: doldurur. Cekirdekcikler (nukleolus):
Hiicre cekirdegi i¢inde bir veya birka¢ tane olarak bulunur. Riboniikleoproteiniden yapsimis-
lardwr. X—1sinlari veya ultraviyole 1sinlan cekirdekcikte RNA yapimm durdurur. RNA ya-
pimmda rol oynayan messenger RNA ve transfer RNA kromozomlarda sentez edilir. Ribo-
zomal RNA ise cekirdekcikte toplanir. Bu ii¢ cesit RNA'da cekirdekdeki poruslar aracihi g
ile sitoplazmaya serbest olarak gecerler.

Kromatin: Cekirdek icinde ince uzun iplikciklerin ag seklinde olusturduklan yapidir.
Dezoksiriboniikleik asit, protamin ve histon tipi proteinlerle bir arada ince uzun niiklespro-
tein molekiilii olugturur, Bunlar kromatin iplikcikleridir. Nukleoprotein molekiili ise bir cift
niikleotid zincirinin birbiri iizerine sarilarak yaptig1 heliks biciminde bir yapidir. Dezoksiri-
boniikleoprotein makromolekiiliinii yapan niikleotidlerin belirli bir sira ve diizenle dizilmeleri

" ile molekiil boyunca gen bloklar olugur,

Cekirdegin en 6nemli gorevi hiicrenin boliinerek ¢ogalmasini saglamaktir, Hiicrenin
tiim karakterlerini tasiyan kalitsal madde de cekirdekteki genlerde toplanmistir.
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Mitokondriler: Elektron mikroskobi ile incelemede uzunlukiari 1—-4 mikron, caplar
ise 0,5 mikron olan i¢i tanecikli ince uzun yapilardir. Etraflarim gevreleyen unit zar ¢ift kat-
I olup ikisi arasnda 80A° kadar bir aralik vardir. I¢ yandaki unit zar ''krista’" ad verilen ¢i-
kintilar yapar. Kristalar birbirlerine paralel olarak uzanirlar. Kristalarin arastm dolduran mat-
riks lipid, protein ve enzimler icerir. Ileri elektron mikroskop biiyiitmelerinde matriksde
300-500A° biyiikligiinde tanecikler gozlenmistir. Ayrica i¢ ve dis zar da belirli sayida ve
belirli diizende siralanmug tanecikler icerir. Bu taneciklerin solunum ve fosforilasyon yapan
enzimlerden olugtuklan diisiinilmektedir.

Mitokondriler'in kimyasal bilegiminde % 70 proteinler, % 30 fosfolipidler yer alr. % 1
den az olarak riboniikleik asit ve dezoksiriboniikleik asitlerin varlig: da gosterilmistir. Bu
nedenle mitokendrilerin kendi baslarina bolimiip ¢ogaldiklar: ve c¢ekirdek dis: ozel kahtsal
bilgiler tasidiklan diigiiniilmektedir.

Hiicre igindeki tiim hayatsal olaylarin basarilabilmesinde gerekli olan enerjinin % 95'i-
ni mitokondriler saglar. Hiicre i¢i enerji, mitokondrilerdeki adenozin trifosfatin ii¢lii fosfat
baglarinda depolanir. Sitokromlar, koenzimler, dehidrogenazlar ve oksidatif fosforilasyon
enzimleri mitokondrilerin i¢ zarma tutunmus tanecikleri olugtururlar. Krebbs siklusunun en-
zimlerinin tiimi, protein ve lipid yapimu ile ilgili enzimler ise matriksde bulunuriar,

Anoksi, ortamin PH'sinin ve ozmotik basmcmin degismesi gibi hiicreye zararl olan

etkenlere karsi mitokondriler cok cabuk duyarhk gosterirler. Bu durumlarda ATP yapum:
icin gerekli olan oksidatif fosforilasyon azalir ve mitokondri zarinin biitiinliigii bozulur. Ge-
cirgenligi artar ve diga iyon pompalama yetenegi diiser. Plazmadan mitokondri i¢ine dogru
bir akim olur. Organel siger, kristalar1 azalr, dizelenmeleri bozulur veya tiim olarak ortadan
. kalkar. Mitokondri, zarinm Mg, K ve POy gibi maddelere kars1 secici bir 6zellige sahip oldu-
gu da gosterilmigtir.

Endoplazmik retikulum: Graniillii ve graniilsiiz olmak iizere iki tiirhidiir. Graniillii(kaba)
endoplazmik retikulum dallanarak birbirleri ile anastomozlagsan ve hiicre icinde diizensiz bir
ag biciminde yayilan ince tubuluslardan olusur. Elektron mikroskobu altinda incelenen ke-
sitlerde ¢ok sayida enine (vezikiil) ve boyuna kesitleri gozlenir. Bu tubuluslarin yiizeylerine,
150A° capindaki riboniikleoprotein tanecikleri (ribozom) diizenli bir sekilde dizilmiglerdir.
Ribozomlar tubuluslara graniillii bir goriiniim verirler. Graniillii endoplazmik retikulum pro-
tein sentezi ile gorevlidir. Cok cesitli enzimler tagwr. Ornegin, glukurolakton rediiktaz, laktat
dehidrogenaz, L—amino asit oksidaz, monamin oksidaz, glukoz—6—fosfotaz, glukuronidaz
v.b.. Protein sentezinin tapi taglari ribozom tanecikleridir. Yapilmasi gereken polipeptid
zincirinin sifresini tasiyan haberci riboniikleik asit (messenger RNA) ve sitoplamaya alinan
aminoasitleri, sentez yerine tasiyan tasiyici riboniikleik asit (transfer RNA) kromozomlarda
yapidiktan sonra plazmaya verilir. Ribozomal riboniikleik asit ise cekirdekcikten gelir. Bu
ii¢ farkh riboniikleik asidin igbirligi ile protein sentezi yapilir.

Graniilsiiz (diiz) endoplazmik retukulumu olusturan tubuluslarin duvarlarinda ribo-
zom tanecikleri bulunmaz. Graniilsiiz endoplazmik retikulumun Golgi kompleksi ile yap: ba-
kimindan iligkili oldugu diigiiniilir. Bu organalin de hiicre iginde cesitli gorevleri vardar. Or-
negin, steroid salgilayici hiicrelerin steroid sentezine istirak eder. Diger bazi hiicrelerin de
toksikasyon iglemine katilir. Lipid ve glikojen sentezi gibi metabolik olaylara karsir. Lipid
sentezinin de protein sentezine benzer bir sekilde yapildigmma inanilmaktadir. Graniilsiiz en-
doplazmik retikulumda bir¢ok enzimlerin varligida gosterilmigtir. Glukoz—6—fosfat dehid-
rogenaz, glukoz—6—fosfataz, 5—niikleotidaz, aril hidroksilaz, Kolesterol esteraz, glutation
rediiktaz ve glukronil transferaz bunlarin bashcalaridir.
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Golgi kopleksi (golgi aygit1): Hiicre icinde cekirdege cok yakin bir yerde bulunur.
Elektron mikroskobu ile tetkik edildiginde, birbirlerine paralel yasst tubuluslardan olustugu
goriilir. Tubuluslar arasinda kendileri ile iliskili kesecik ya da genislemis sisternalar bigimin-
de yapilar izlenir. Yapilarinda kimyasal olarak bol lipid, lipoprotein ve enzimleri icerirler.
Bazilaria gore belki de endoplazmik retikulumun bir pargasidirlar, Endoplazmik retikulum-
da sentez edilen salgi maddesi Golgi kompleksinde depo edilmektedir. Bu maddeleri son
sekline hazirladig: lizozom ve glukoprotein yapiminda rol oynadigi da sanilmaktadir.

Mikrotubulus ve Mikroflamentler: Mikrotubuluslar elektron mikroskobu seviyesindeki
biiyiitmeler ile hiicre icinde gozlenen ince, uzun borucuklardir. Caplar, 200—250A° kadar-
dir. Gergek bir unit zarla cevrelenmezler. Hiicre boliiniirken olusan eksen mekiginin yapisin-
da 1sinsal bir diizenle yer ahrlar. Sinir hiicrelerinin aksonlar i¢inde, spermatozoa flajellumun-
da bulunurlar. Mikrotubuluslarin temel gorevinin hiicre iskeleti yani hiicrenin belirli kisimla-
rina yapisal bir sertlik vermek catisal bir fonksiyonda bulunmak oldugu diisiiniilmektedir.
Bununla beraber mikrotubuluslarin gevresinde sitoplazmik bir takim akimlarin gozlenmis
olmas1 bu yapmn sitoplazma hareketinde de rol oynadig: ve tubuler yapilarindan dolay:
madde iletimi yaptig: fikrini dogurmustur.

Mikroflamentler: Hiicre icindeki ince ve uzun ipliksi protein molekiillerinden olugan
yapilardir. 40—50A° kadar kalinhkta olurlar. Bulunduklan hiicrelere gore tiirlii gorevlerle yii-
kiimliidiirler. Epitel hiicrelerindekine tonoflaman denir. Kas hiicrelerinin 6zel flamanlar1 mi-
yoflamanlardir. Ve kasilma—gevseme olaymda rol oynarlar. Sinir hiicrelerinin aksonlart i¢in-
de mikrotubuluslar ile birlikte bulunur ve madde iletiminde yardumci rol oynarlar (Norofila-
man).

Lizozomlar: Elektron mikroskop teknigi ile hiicre incelemeleri sirasinda tammlanmis-
tir. Etrafi tek bir unit zar ile gevrelenmis, ici homojen olmiyan yogun materyelle dolu olu-
sumlardir. Yapilan arastirmalarda bu organeller icinde asit PH da etkili yaklasim 36 adet
hidrolitik enzim bulunmustur. Asit fosfataz, asit riboniikleaz, asit dezoksiriboniikleaz, beta
glukuronidaz, hyaluronidaz, lizozim, asit lipaz, aril siilfataz, kollagenaz, fagositin, permeabi-
lite arttirici proteinaz bunlarmm baghcalandir. Lizozomlar eritrositler disinda tim memeli
hiicrelerinde goriitiirler. I¢lerindeki hidrolazlar, graniillii endoplazmik retikulumda sentez edi-
lirler. Golgi kopleksine cok yakm yerde graniiller biciminde belirir ve unit zarla cevrelenir-
ler. Bu ilk lizozomlarda (primer lizozom) 6n enzimler yer alir. Hiicre dismmdaki yabanci mad-
deler fagositoz yolu ile hiicre igine alminca iinit zarla ¢evrelenirler. Boylelikle fagozom deni-
_ len olusumlar belirir. Primer lizozomlar fagazomlara yapisip kaynasirlar, boylece yabanci
maddeleri sindirmekte olan lizozomiara heterolizozom denir. Gerektiginde hiicre kendi i¢in-
de bozulmus ya da yaslanmis organelleri ve artiklari da aym sekilde lizozomlar aracihgr ile
sindirerek ortadan kaldirir. Bunlar otofajik lizozomlardir. Heterofajik ve otofajik lizozomla-
ra sekonder lizozom da denir. Baz fiziksel veya kimyasal etkenler lizozomu cevreleyen unit
zann gegirgenligini arttirabilirler. Bu durumlarda hidrolitik enzimler aciga ¢ikarlar (Ornegin
yikksek doz A vitamini). Baz: kimyasal etkenler unit zarin stabilitesini arttirir. Buna 6rnek
kortizon ve hidrokortizondur. Dogustan olan betabolizma hastaliklarinda bazi lizozomal en-
zimlerin yoklugu goésterilmigtir.

., Lizozomun parcalanmasi bazi hiicreleri mitotik inhibisyondan kurtararak hiicre boliin-
mesini uyarir. Yine lizozomal enzimier radyasyon etkisi ile serbestleserek kromozomal kil
maya yol acabilir.
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Bu elemanlardan baska hiicre igcinde sentrioller ve inkliizyonlar bulunur (3, 37) (Se-
kil ).
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SEKIL II. NORMAL HUCRENIN INCE YAPISI

Hiicre Fizyolojisi: Biyolojik organizmalarin 6nemli bir ozellikleri sabit bir i¢ bilesim
saglamak ve bunu devam ettirmektir. Homeostaz diye bilinen bu olaymn devami icin enerji
harcanmasina ihtiya¢ vardir. Hiicreye bu enerjiyi saglayan besi maddeleri karbonhidratlar,
yaglar ve proteinlerdir. Insan viicudunda bunlar hiicreye glukoz, yag asitleri ve aminoasitler
seklinde ulagir. Bu maddeler hiicre iginde O, ile kimyasal reaksiyona girerler. Bu reaksiyon-
~ larda cesitli enzimler rol alir. Glukozun hiicre icinde bircok enzimler araciligi ile parcalan-
masl1 sonucu piruvik asit meydana gelir. Bu sirada aciga c¢ikan enerji adenozin trifosfat(ATP)
yapmmnda kullamhir. Bu madde ise ¢ok biiyiik bir enerjiye sahiptir ve bircok reaksiyonlarda
enerji kaynagi olarak rol oynar. Mitokondriler icine giren piruvuk asit Krebbs siklusundan
gecerek CO, ve H,O'ya parcalanir. Bu srrada agiga cikan biiyikk miktardaki enerji, gene
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ATP yapmm icin kullamilir. Boylece her bir glukoz molekiilii basina 36 mal ATP meydana
gelir. Mitokondrilerde meydana gelen bu reaksiyon icin molekiiler oksijene gerek vardir, Bu
olay oksidatif fosforilasyon adi ile bilinir. Adanozin trifosfat (ATP) enerji vermek iizere bir
fosfat molekiili kaybeder ve adenozin difosfat haline gecer. Bu sirada meydana gelen ¢ok
biiyilk enerji hiicrenin gorevlerini yapmasinda kullamlir. Mesela, bu enetji sayesinde hiicre za-
r1 tarafindan Na* hiicre digina, K ise hiicre icine pompalani. Bu olay da Sodyum—Potas-
yum pompast adz ile bilinir. Bu mekanizma ATP yapimini énleyen metabolizma zehirleri ta-
rafindan duraklatilir. Ayrica, hiicre zarinda bu mekanizma ile yakindan ilgili bir enzimin var-
lig1 da ortaya cikaritlmis bulunmaktadir. Yukarida anlatildigy gibi hiicre zarmdan iletim, Kim-
yasal bilesiklerin sentezi ve mekanik islerin tiimii icin gerekli enerji ATP'dan saglansr (2).

HUCRE ZEDELENMESININ ULTRASTRUKTUREL BULGULARI:

Biitiin stresler ve zedeleyici ajanlar hiicredeki etkilerini ilk 6nce molekiiler ve biyokim-
yasal seviyede gosterirler, Bir hiicrenin agir zedelenmesi icin su ii¢ elemanin hedef secilmesi
lazimdir.

1— Hiicre zar1: Permeabilite bozulmasi, iyonlarn ve hiicre zart enzimlerinin degismesi,

2— Mitokondrilerdeki oksidatif respirasyonun bozulmas: ile hiicrenin ATP deposunun
ve PH'sinin degismesi.

3— Protein sentezinin ve bununla ilgili mekanizmalarin bozulmasi.

Bilhassa endoplazmik retikulum, ribozomlar ve messenger RNA . Cok iyi bilindigi gibi
bu hedefler birbirlerine baghdir. Birinin aksamasi digerlerine de yansir.

Burada iki esas prensip tekrar vargulanmahdir.
1— Biitiin zararh ajanlar ilk etkilerini molekiiler seviyede gosterirler,

2— Hiicre, zedelenme goriiliir hale gelmeden ¢ok once biyokimyasal ajanla karsilas-
mustir. Bundan senra zincirleme reaksiyonlar devam eder.

Hiicrede goriilen degisik tipteki zedelenmelerden sonra hiicre organellerindeki dejene-
ratif bulgular §oyle siralanabilir: Hiicrenin normal seklinin kaybolmasi; 6zel hiicre uzantian-
nin (mikrovilli) kayb1; plazma membraninda kirilma, pinositik aktivite artmasi, sitoplazma-
nn vezikiilasyonu, endoplazmik retikulumda gisme ve kirilma; mitokondrial matriksde sis-
me, malformasyon, kristalarda intizamsizhk; ribozomiarmm endoplazmik retikulumdan etra-
fa sacilmasi, miyelin cisimciklerinin olusmasi; lizozom ve otofajik vakuollerin artmasidir (26).



MATERYEL VE METOD

MATERYEL:

Calismamizda, tek kath hiicre kiltiirii halindeki 9 L sican gliomasi kullaniimistir.

Sozii gecen 9 L sican gliomasi daha énce Boston, Massachusetts General Hospital'da,
Benda ve arkadaslan tarafindan tarif edildigi iizere, Wistar ve C.D.Fisher tipi sicanlara, haf-
tada bir kez olmak iizere 8 aydan uzun bir siire I.V. olarak 5 mg/kg N—nitroso—methylurea
verilerek elde olunmus primer sican beyin tiimoriidiir (6). Bu tiimoriin 6zelligi, o zamana ka-
dar elde olunan deneysel tiimorlerin aksine sicandan sicana, sicandan Kkiiltiire, kiiltiirden kiil-
tire ve kiiltirden sicana kolayca nakledilebilmesi ve bu sirada glial 6zelligini koruyabilmesi-
dir. Bu nedenie deneysel caligmalar icin elverigli bulunmustur,

9 L sican gliomas1 Massachusetts General Hospital’dan donmus olarak laboratuvarimi-
za getirilmis olup Wilson ve Barker tarafindan daha énce tarif edilmis olan metoda gére tek
kat hiicre kiiltiirii halinde devamli pasajlar yapilarak saklanmaktadir (4, 47). Kiiltiir vasat1 ola-
rak % 10 dana serumu, % 1 L—glutamine, % 1-—nonessensial aminoasitler, % 1 vitaminler,
80.5 mg/ml streptomycine ve 80.5 ii/ml penicilline ihtiva eden Eagle's bazal medium (BME)
kullanilmaktadir.

Kiiltiirler 37°'lik etiivde, nemli ve % 5 CO, iceren atmosferde saklanmaktadur. Bu
sartlar altinda tiimor hiicre sayismm iki katina ¢ikma zamam (doubling time) 18—20 saat,
verimlilik derecesi (plating efficiency) % 60—80'dir (44).

Deneylerde kullanilan ve beyin tiimorleri icin en etkin kemoterapotik olan BCNU
(1, 3—-Bis (2—chloroethyl)—1—nitrosourea) National Cancer Intitute'den elde edilmistir.
Toz halinde —79 derecede saklanmaktadir (5, 43, 44).

MEDOT

Deneyden 24 saat once steril sartlar altinda, 9 L si¢can gliomasi depo (stok) doku kiil-
tiir siselerinden 4 tanesi tripsinize edildi (% 0.25 tripsin ~ 20 mg/100 mi EDTA). Elde edi-
len tek hiicre siispansiyonu her biri 13.5 ml vasat (medium) iceren 75 em2lik yass: plastik
doku kiiltiri siselerine (T—60) ekildi. Yukarnda sozii edilen etiiv sartlarinda bir giin bekletil-
di. Ertesi giin steril gartlarda, 100 mg BCNU, 3 ml absolii alkolde eritildikten sonra buna 27
ml Hank's tamponlu tuz solusyonu ilave edilerek depo solusyon hazirlands. Bu depo solus-
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yondan alinan muayyen miktarlar Eagle's basal medium (EBM) ile Tablo 1'de gosterildigi se-
kilde sulandmrilarak mililitresinde 0.01 mg, 0.1 mg; 0.2 mg, 0.4 mg, 0.6 mg, ve 0.8 mg BCNU
bulunan solusyonlar hazirlandi. Eritilmis BCNU oda isisinda 15 dakikada dekompoze oldu-
gundan bu islem 10 dakikadan once bitirilmek iizere ayarlanarak yapidi. Etiivden bir giin
once taze pasaj yapilan kiiltiirler alinarak her birine bu solusyonlardan 1.5 ml ilave edildi. Si-
selerde mevcut olan 13.5 ml media ile beraber kiiltir mayii icindeki BCNU miktarlannin sira
ilelpug, 10ug, p20ug 40 ug, 60 ug, 80 ug olacag dnceden hesaplanmigti.

TABLO I
BCNU Konsantrasydnu Depo solusyon miktart Media
0.01 mg/ml 0.5ml 9 ml
0.1 mg/ml , 1 ml 16.0 ml
0.2 mg/ml 1 ml 15.5 ml
0.4 mg/ml 1 ml 7.25ml
0.6 mg/ml 2 ml : 9 ml
0.8 mg/ml 2 mi 6.25ml

Tablo, istenilen BCNU dozlarmi hazirlamak icin depo solusyon ve medianin kanstiri-
lacak olan miktarlarim gostermektedir.

BCNU ilave edilmis kiiltiir siseleri tekrar etiive konarak bir saat, evvelce sozii edilen
sartlarda bekletildi. Etiivden alinan Kkiiltiirler icindeki media bosaltilip iizerine steril sartlarda
iicer ml tripsin konup calkalanip dékiildii. Bu islem iki defa tekrarlandiktan sonra 3 ml trip-
sin ile etiive konup hiicrelerin yapistiklan yiizeyden ayrilmalarn i¢in 3—5 dakika beklenildi.
Tekrar etiivden alinan sigeler icine 10'ar ml media konup calkalandi. Sonra dik tutulan sige-
ler icindeki hiicreler dibe ¢oktiigii an pipet ile iiflenip cekerek karigtirilip santrifiyj tiipiine ak-
tanld1. Soguk ultrasantrifiide 1000 devirde 10 dakika ¢evrildi. Tup dibinde yuvarlak bir disk
meydana getiren hiicrelerin iizerindeki media dokiilip % 2 glutaraldehyde konarak buzdola-
binda 1 saat tutuldu.

ELEKTRON MIKROSKOP ICIN DOKU HAZIRLAMA METODU

0.1 Molar Cacodylate buffer (Na(CH3)7AsO, + Sucrose) i¢indeki % 2 Glutaraldehyde
de 1 saat + 4°C'de tesbit edilen dokular disseksiyon mikroskobunda yaklasik 1 mm3'lik
kiiciikk parcalara ayrildi. Bunu takiben ii¢ defa, birer saat 0.1 M Cacodylate buffer + 0 2 M
Sucrose ile yikandi (+ 4°C'de) sonra acetate veronal buffer i¢indeki % 1 Osmium fetroxide
ile 2 saat tekrar tesbite birakildr (++ 4°C). Son olarak acetate veronal buffer icindeki % 0.5
uranyl acetate ile 2 saat oda isisinda yikands ve degisik konsantrasyonlardaki (% 30—50—
70-95) alkollerden ve propilene oxide den gegirilerek dehidrate edildi. Plastik gomme mad-
desi olarak Araldite 502 + DDSA + DMP—30 kullanild:. Plastik bloklar icine gomiilen doku-
lar Porter Blum MT—2 ultra mikrotomda elmas bigak yardimi ile 60—150 A° kalmhiginda
kesildi ve bakir 1zgaralar iizerine alindi. Reynold's lead citrate (36) boyas: ile boyandiktan
. sonra Hitachi elektron mikroskobunda incelendi.
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Kesitlerin elektron mikroskobu ile incelenmesi sirasinda her doz i¢in degisik sayida
toplam 900'ii agkin hiicrenin resmi gekilerek basildi. Biiyiitiilmiis olan bu fotograflar tek tek
incelenerek mevcut degisikligi gostermek icin puanlandirma yapilmasina karar verildi. Bu
amag ile, geri doniilerek elektron mikroskobunda her doz i¢in 25 hiicre sayildi ve tablo II
(A—QG) de goriildiigii sekilde puanlandirildi. Kontrol olarak ilacla karsilastiriimanus 9 L kiil-
tirii kullanild:. Hiicre organellerinde goriilen degisiklikleri puanlandirmak ve verileri somut
hale getirmek icin su esaslar kullanildi:

1— Hicre zan uzantilarmin kontrol hiicrelerindeki goriniimii normal kabul edildi, Te-
davi dozlarinda bu uzantilarda kisalma ve kalinlagsma gosteren hiicreler gruplandirildi.

2— Nukleus kontrol hiicrelerde ortada idi. Ila¢ ile muamele edilmis kiiltirlerde ek-
santrik yerlesim gosterenler patolojik kabul edildi.

“3- Mitokondrilerin goriniimii: Kontrol'la aym olanlar kristalarmda sisme gosterenler
ve tam sekil bozuklugu (dejenerasyon) icerenler olarak gruplandi.

4— Endoplazmik retikulum (graniillii ve diiz): Normal, bir iki baloncuk veya sisterna
yapiyorsa bir ve iki pozitif sisme, cok sayida baloncuk yapiyor veya dantel gibi goriiniiyorsa
+ + + ve + + + + sigme olarak puanlandurildi

5— Golgi aygiti: Normal ve sayica artma ve sisme gosterenler olarak grupland.

6— Mikrofilamentler: Negatif, kontrol hiicrelerde goriildiigii kadan veya biraz fazlasi
(+, + +); cok artmms miktar ise (+ + +, + + + +) olarak degerlendirildi.

7— Lizozomlar: Lizozom goériinmeyen hiicreler, 1—4 tane, 5—8 tane ve 9'un iizerinde
lizozom ic¢eren hiicreler gruplara aynld.

8- Myelin cisimcikleri: Gériilmeyen, 1—2 tane 3 ve iizerinde myelin cisimcigi iceren
hiicreler gruplara ayrild:.

Bu ¢alismaya, kesitleri nukleusun ortasmdan gecen hiicreler alindi. Yukarida belirtilen
puanlandirmadan sonra her hiicre organeli i¢in ayn tablo yapild: Ayn: ﬂegigik]j’kleri goste-
ren hiicreler sayihip yiizdeleri alindi. Doza bagh olarak meydana gelen bu degisikliklerin ista-

" tistiksel degerlendirilmesi icin bu tablolara X“ (ki kare) testi uygulands.



BULGULAR

Daha dnce Benda (6) tarafindan ultramikroskobik yapisi tarif edilen 9 L sican glioma- .

s cok sayidaki pasajlardan sonraki durumunu KONTROL grubunda inceledik (Tablo
II-A).

Hiicreler tripsinizasyon nedeni ile yuvarlak veya oval sekilli idi. Hiicre zan ¢ok sayida
ince uzun uzantilar igeriyordu. Nukleus ortada ve oldukca biiyiiktii. Bazi hiicreler ¢ift nuk-
leus ihtiva ediyordu. Dev hiicre sekillerine nadiren rastlandi. Nukleus zari ¢ok girintili ¢ikmn-
tilt olup yer yer derin katlanmalar gosteriyordu. Kromatin agx gevsek olup daha cok perifer-
de yerlegmisti. Niikleus bir veya iki nukleolus igeriyordu. Sitoplazmada bir kismi endoplaz-
mik retikuluma tutunmus, bir kismm serbest olarak bulunan ¢ok sayida ribozom vard: (Re-
sim I).

Hiicrelerin % 68" (17/25) az sayxda da olsa mikrofilament iceriyordu (Tabio VIII).
Mitokondri sayist bol olup % 24'ii (6,25) kristallarinda gisme ve intizamsizhik gosteriyordu
(Tablo V). Her hiicrede golgi aygiti bulundugu saptandi. Hiicrelerin % 40'mda (10/25) en-
doplazmik retikulum yer yer gisme gosteriyor ve bir iki baloncuk yapiyordu (Tablo VII).
Tiimor hiicrelerinin % 56's1 (14/25) 1-2 tane myelin cisimcigi, (Tablo IX, % 12'si (3/25)
1—4 tane lizozom icermekde idi (Tablo X).

BCNU ILE TEDAVIDEN SONRAKI BULGULAR

Hiicre zar: Ilactan en erken etkilenen hiicrenin zan oldu. 1 mikrogram/mi BCNU do-
zu ile hiicrelerin % 4'iinde uzantilarin boyu kisaldi ve kalmiasti. Doz artimi ile bu oran siirat-
le yiikseldi ve 10 mikrogram/ml BCNU ile % 76'ya ¢ikt1. 40—60-80 mikrogram/ml'lik doz-
larda ise hiicrelerin hepsinde bu patoloji bulundu (% 100) (Tablo III) (Resim I1I ve V).

Nukleus: ilacm kiiciikk dozlarinda nukleusun yapisinda belirti bir degisiklik gozlenme-
di. Sadece yiiksek dozlarda (60—80 u g/ml BCNU) nukleuslarin bityiikk kismunin kenara itil-
digi gorildii (% 68, % 80)(Tablo IV)(Resim V).

Mitokondriler: Timor hiicresinde zaten % 24 oraminda Kristalarinda sisme, % 4 orammn-
da dejenerasyon gosteren mitokondriler ancak 80 u g/ml BCNU dozunda farkli goriinim ver-
diler. Bu doz ile hiicrelerin % 88'inde mitokondrial dejenerasyon olmustu. Mitokondriler sis,
kristalar intizamsiz ve gisti (Tablo V)(Resim VI).
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Golgi aygit1: Ila¢ dozu 40 pg/ml'ye cikincaya kadar degisiklik goriilmedi. Bu dozdan
sonra golgi aygii1 sayica artmaya ve sigsme gostermeye basladi (40—-60—80 ug/ml BCNU ile
hiicrelerin % 24, % 72, % 96)smda golgi aygitinda sigme ve sayica artma saptandi (Tablo VI)

Endoplazmik Retikulum (graniilsiiz): 40 ug/ml BCNU dozuna kadar endoplazmik re-
tikulumda 1-2 baloncuk seklinde yerel sigme goriililyordu. Bu dozdan sonra hiicrelerin ¢o-
gunda bu bulgu siddetlendi. 40—60—80 ug/ml'lik BCNU dozlarinda sira ile % 20, % 72,
% 96 gibi bir yiizdeye ulagtt (Tablo VII)(Resim IV ve V).

Mikrofilamentler: Glioblastomalarda zaten bulunmasi gereken mikrofilamentler
kontrol hiicrelerin % 68'inde goriillebiliyordu. Ila¢ verildikten sonra 40 mikrogram/ml'lik
dozdan itibaren sayica ¢ok artmis bulundu. Hiicrelerde yogun bulundugu zaman + + + ve
+ + + + olarak isaretlendi. Bu miktarda mikrofilament iceren hiicre yiizdesi sira ile 40, 60
ve 80 ug/ml BCNU dozlarinda % 4, % 64, % 60 idi (Tablo VIII){Resim VI).

Myelin cisimcikleri: 80 ug/ml BCNU dozuna ¢ikilincaya kadar hiicrelerdeki sayilan ya-
vas yavas artan myelin cisimcikleri bu dozda daha da artma gosterdi (hiicrelerin % 56'sinda
3'iin iistiinde myelin cisimcigi saptant1) (Tablo IX), (Resim VI).

Lizozomlar: Tablo XI'de kolayhkla goriildiigii iizere 40 ug;ml'lik BCNU dozuna kadar
hiicrelerde en ¢ok 1—4 tane lizozom goriiliiyordu. Bu dozdan sonra sayica artmaya baslad:
60 ug/ml'de hiicrelerin % 4'iinde, 80 ug/ml'de ise % 68'inde 9'un iizerinde lizozom sayudi
(Tablo X).

Sonucta ilk belirgin cevap aliman minimal dozun 10 ug/ml BCNU oldugu goriildi. Bu
dozda tiimér hiicrelerinin sadece zan etkilenmisti (% 76)(Tablo III){Grafik 1, 3'lerdeki mito-
kondri (% 24) ve myelin cisimcigi (% 36) sutunlar1 kontrol hiicrelerdekinden farkh olmadigi
icin dikkate almmamustir).

Biitiin hiicre organellerinin hiicrelerin % 56 ila % 100'iinde etkilendigi doz 80 mikro-
gram/ml BCNU'dur (Grafik 7). Bu dozda ilag ile karsilagan tiimor hiicreleri, hiicre 6liimiiniin
biitiin morfolojik bulgularmu gostermiglerdir.

" Not: Hiicre organellerinin, degisen BCNU dozlarina cevabi, kontrol grubu ile beraber Grafik
1—-7'de gosterilmistir.
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TABLO HI--A
9 L Si¢an Gliomasi Kontrol Grubu
Hiicre  Hiicre Myetin Endoplazmik  Golgl .

No. zan Nukieus  c¢isimcikieri Lizozom Retikujum Aya:ti Mitokondriter Ribozom Filament
1 N N 2 (-) + sis N N N +
2 N N (-) (-) + sis N N N +
3 N N 1 (-) + sis N N N (-)
4 N N 1 (-) N N kris.sis N +
5 N N 1 (—) N N N N +
6 N N 2 (- N N N N +
7 N N 2 (-) N N N N +
8 N N 3 (-) + sis N N N +
9 N ‘N 4 (—) N N kris.sis N (-)

10 N N 1 (=) N N N N (—)

11 N N 4 (—) N N N N (-

12 N N 1 {—) N N N N (-)

13 N N 6 (-) + sis N kris.gis N (-)

14 N N 2 (—) N. N N N (—-)

1S N N 1 (-) + gis N Kkris.gis N +

16 N N 2 (-) + sis N N N +

17 N N 1 (-) N N N N +

18 N N (-) (-) + sis N Kkris.sis N +

19 N N 2 (-) N N N N +

20 N N (-) (—-) N N Kris.sis N {(-)

21 N N 2 (-) N N kris.gis N +

22 N N (=) (-) + sis N N N +

23 N N (-) 2 N N N N +

24 N N (—) 1 + sis N N N +

25 N N 1 1 N N N N +

Kisaltmalar: N : Normal
(=) :yok
(+)—(+++-+)sis: Bir ila dort pozitif sisme
Kris.sis : Kristalarda sisme
dejan : Dejenerasyon
Uzantilar sis : Hicre uzantilarinda sisme
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TABLO I1-B
9 v si¢an gliomas) 1 Mg/mi BCNU uyguianan grup
Hiicre Hicre Myelin Endopiazmik  Golgi
No. Zai} Nukleus clisimcikieri L.izozom Retikuium Aygity Mitokondriler Ribozom Filament
1 N N (—) (-) + sis N N N +
2 N N 4 (-) + sig N N N +
3 N N (-) 2 + sis N N N +
4 N N (-) (-) + sis N N N +
5 N N 4 (=) +sis N N N +
6 N N 2 (-) N N N N +
7 N N 1 2 N N kris.sis N (=)
8 N N 6 1 N N Dejen. N (-)
9 N N 5 1 N N Dejen. N +
10 N N 5 1 + sig N kris.sis N +
11 N N (-) 1 N N N N (-)
12 N N (—) 2 +sis  Sisme  Kris.sis N +
13 N N 2 (-) N N N N +
14 N N (-) 2 N N N N (-)
iI$s N N (-) (-) N N N N (-)
16 N N 2 (-) + sis N N N +
17 N N 1 (—) + sis N N N (-)
18 N N 2 (-) + gis N Kkris.sis N +
19 N N 2 (-) N N N N (-)
20 N N (-) 1 N Sigsme N N (-)
21 N N (-) 1 + sis N N N +
22 N N 2 1 N N N N +
23 N N 1 (—2) N N N N +
24 sis N 1 2 N "N Kkris.sis N +
25 N N 4 1 + sis N N N (-)
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TABLO II-C

9 L. Sican Giiomas]

10 (Mg/mi BCNU uygulanan grup

Hiicre Myeiin Endopiazmik  Goigi Mikiro
No. Hiicre zars Nukieus Cisimcik, ULizozom Retitulum Aygit; Mitokondriter Ribozom fiiament
1 Uzantilar sis N 2 1 N N N N (+)
2 Uzantilar sig N (—) (=) N N sisme N (+)
3 N N 1 4 N N sisme N (+)
4 N N 3 3 (+)sisme N sisme N (+)
5 Uzantilar gig N 3 (-) N N  dejenere N (+)
6 Uzantilar sis N 3 1 N N dejenere N (+)
7 Uzantilar sis N 1 1 N N gisme N (-)
8 Uzantilar sig N 1 1 N N N N (-)
9 N N (9 (9 (Hsisme N N N (o)
‘10 N N 1 1 N N N N (-)
11 Uzantiar sis N 1 (-) N N N N (-)
12 Uzantiar sis N 3 (=) (++++)sis N sgisme N . ()
13 Uzantilar sis N 3 1 (—) sisme N N N (+)
14 Uzantilar sis N 2 1 (+) sisme N N N (+)
15 Uzantilar gis N (—) (—) N N N N (+)
16 Uzantiar sis N 1 () N N N N (+)
17 N N 1 (-) N N N N (+)
18 N N (-) () N N N N (+)
19 Uzantilar sis N 1 (-) N N N N (+)
20 Uzantdar sig N 3 (-) N N N N (+)
21 Uzantilar sis N 2 (=) + gisme N N N (+)
22 Uzantilar sis N 6 | N N N N (+)
23 Uzantiar sis N 1 2 N N sisme N (+)
24 Uzantilar sis N 4 (~) ++sisme N gisme N (++)
25 Uzantilar gis N 3 (—) + sisme N sisme N (-+)
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TABLO II-D

9 i Sican Gllomas:

20 {lg/m] BCNU uyguianan grup

Hiicre

Myelin Endopiezmik  Golg Mikio
No. Hiicre zar: Nukieis Cisimcik. Lizezom Retituium Aygiti Mitokondriter Ribozem fliagment
1 Uzantilargis N 5 1 (+)sisme N N N (++)
2 Uzantilargis N 4 2 (+)sisme N sisme N (+)
3 Uzantdar gig N 1 2 N N N N (++)
4 Uzantilar gis N 4 (—) N N N N (-)
5 Uzantdargis N 1 (-) N N sisme N (+)
6 Uzantdarsis N 4 2 (+)sisme N N N (+)
7 Uzantilargis N 5 1 N N dejenere N (++)
8 Uzantilargsis N 4 2 (+)sisme N dejenere N (+)
9 Uzantilarsis N 2 1 N N N N (+)
10 Uzantilarsis N (-) (=) (+)sisme N N N (+)
11 Uzantilargis N 1 1 (+)sisme N N N (++)
12 Uzantdarsis N 2 (=) (+)sisme N N N (++)
13 Uzantlarsis N 2 (-) N N N N (+)
14 Uzantilargis N 3 2 N N N N (++)
15 Uzantdarsis N 2 (-) N N N N (+)
16 Uzantdargis N 4 (~) N N dejenere N (+)
17 Uzantilarsis N 2 (=) (+)sisme N N N (+)
18 Uzantilarsis N 2 (-) N N N N (+)
19 Uzantdargis N 1 (=) (+)sisme N N N (+)
20 Uzantiarsis N 1 (-) N N N N (+)
21 Uzantidargis N {(—) (-) N N N N {(+)
22 Uzantilar sig N 3 (-) N N dejenere N (+)
23 Uzantilargis N 4 (=) (+)sisme N N N (+)
24 Uzantilarsis N 1 (-) N N N N (++)
25 Uzantilargis N 1 {(—) N N N N (++)
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TABLO II — E

9 L Sigan Giiomas

40 Mg/mi BCNU Uygulanan Grup

J

Sis

Hicre No.  Hicre Zar Nukieus Myolin Lizozam Endoplazmik Golg! Mitokond- Ribozam Mikrofilament
Cisimcik Retikuium Aygit! riler
1 Uzantilar N 2 (-) N N N N (+)
Sis
2 Uzantiar N 1 1 (++)sisme N N N (-)
Sis
3  Uzantiar N 1 (=) (++)sisme Sis N N (++)
Sis
4  Uzantilar N 1 (—) N Sis N N (++)
Sis
5  Uzantilar N 1 3 (++++) N N N (+)
Sis Sisme
6  Uzantilar N 10 (—) N N N N (+)
Sig
7  Uzantilar N (=) (~=) (+)sisme Sis N N (+)
Sis '
8  Uzantilar N 2 (=) (+++) N Sisme N (++)
Sis Sisme
9  Uzantilar N 3 =) (+4+) N N N (++)
Sis
10  Uzantilar N 2 2 (++++) N N N (+++)
Sis Sisme
1l Uzantilar N 3 2 (+++) N Sisme N (++)
Sis
12 Uzantiar N 3 3 N N Sisme N (++)
Sis '
13  Uzantilar N 3 (-) N N Sisme N (++)
Sis
14 Uzantilar N 5 3 (+)sisme N Dejenere "N (+)
Sis
15  Uzantilar N (—-) 3 (++)sisme N  Sisme N (++)
Sig
16  Uzantilar N S (=) (++)sisme Sis Dejenere N (+)
Sis
17 Uzantilar N 1 (-) N N N N (++)
Sis
18 Uzantilar N 4 (=) (+++) N  Dejenere N (++)
Sis Sigme
19  Uzantiar N 6 2 (++)sisme Sis N N (++)
Sis
20  Uzantilar N 3 (=) (+) sisme Sis Sisme N (++)
Sis
21 Uzantilar N 2 1 N N N N (+)
Sis
22 gzantﬂar N 6 3 (++)sgisme N  sisme N (+)
Sis L
23 ggantxlar N 1 6 N N Sisme N (++)
is '
24 ‘(SJ_zantﬂar N 4 (=) (+)sisme N Sisme N (++)
15
25 Uzantilar N 1 3 (+) sisme N N N (+)
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TABLO II-F

g i .8.can Gliomas:

60 Mg/mi BCNU uyguianan grup

Hicre Myﬁiﬂn Endoplazmik Goigi Mikro
No. Hicre zan Nukieus Cisimeik. Ljzozom  Retituium Aygr. Milokondriler Ribozom fi:ament
1 Uzantiargig exantrik 1 4 (+++H)sis N N N (+++)
2 Uzantillargiy  exantrik (—) 5 (+++)sig gig N N (++H
3 Uzantlargig exantrik (=) 1  (++++H)gig  gig  sigme N (+HHH
4 Uzantilargis exantrik 1 6  (++Hsig sig N N  (+H)
5 Uzantilar gig N 1 (=) (F+H)sis Tgig  gigme N (+H
6  Uzantilar gig N 1 2 (+++Hgis gig  sigme N (++4H
7 Uzantilar gis exantrik 1 2 (+++1)gig gig gigme N (++H)
8 Uzentilar gig  exantrik  (—) 2 (+++)sig sig N N (D
9  Uzanfilar gig N - = (FHsis N N N (+++H)
10 Uzantilar sig N 1 1 (+H)sig sig gigme N (+H
11 Uzantiar gig  exantrik 1 4 (++++H)sig gig  sigme N (+++H
12 Uzantilar gig  exantrik  (~) 2 (++Hsig gis  sigme N (++H
13  Uzantilar gig N 3 & (Dsig N N N (G2
14  Uzantilar gis  exantrik & 1 (Hsig N dejenere N (+H
15 Uzantilargiy exantrik 3 4 (+H+H)sig gig N N 4+
16 Uzantilar gis exantrik (—) 7 N N N N (++)
17 Uzantilargig  exantrik 2 4 (Dsig N N N  (++hH
18 Uzantilor gig  exantrik 1 4 (++++)sig gi§ N N (+++H
19 Uzantiargig exantrik 1 6 (+++Hsig gisg N N (++H)
20 Uzantilar gig N 4 8 (++++)sig §ig gigme N {+++)
21 Uzantilar gig exanttik 2 2 (++++)sis iy N N (++4)
22 Uzantilar gig N 3 (- (+++Hsis  sig  dejenere N (+H
23  Uzantilar gig N 1 9  (+++Hgis  sis  gigme N (+H
24 Uzantdar gis  exantrik 4 5 (++-++)sig gig gigme N (+++h
25  Uzantiar gig N -) 1 (Hsig N N N (++)
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TABLO 1II-G

9 L Sican Giiomas:

80 Masmi BCNU uygulanan giup

Hicre Myeiin Endoplazmik  Goigi Mikro
No. Hicre zar; Nukieus Cisimcik. Lizozom  Retituium Aygit; Mitokondriler Ribozom fiament
1 Uzantilargis exantrik 1 9 (+++H)sis gi'?n v]e dejenere N (+++)
2  Uzantilar gig N 2 8 (++H++)sis g; JE dejenere N +H
3 Uzantdar gig exantrik 1 20 (+++HHsis i ;; dejenere N +H
4 Uzantilargis exanfrik 1 20 (+++HH)sig 3; l;i; dejenere N (+t+H)
5 Uzantilar gig exantrik 3 15 (+++Hsis glr t}/; dejenere N +H
6 Uzantilar gig N 3 ) N N : dejenere N H
7 Uzantilargis exanirik 3 5 (++Hsis  si r¥1€s dejenere N (++1)
8 Uzantilar gig N 3 15 (++Hsis gg l;,lfs sisme N (++4)
9  Uzantilar gig N 3 9 (+++HHsig sl r}ﬁs glg y‘i’iek N (++H

10 Uzantilar i  exantrik 3 20 (+H+Hsis  sig ve ig ve N (+++)

artmig ityiik

11  Uzantilar gis  exantrik 4 15 (+H+Hsis sl r}ﬁs dejenere N -+

12 Uzantilar gis exantrik 4 4 (+H++H)sig g; r;’lf dejenere N (++)

13 Uzantidargis  exantrik 2 16 (+H+H)sig gﬁ r}ﬁ: dejenere N (+H

14 Uzantiargig  exantrik 2 11 (+++H)sis gi rgs gisme N (+H

15 Uzantilar gis exantrik 2 15 (++++)sis g; r;eia dejenere N (++1h)

16  Uzantilar gis N 3 25 (++H+)sis gi l:rlele: gigme N (+)

17 Uzantdar gis exantrik 3 15 (+++1H)sis g; r;? dejenere N (++H)

18 Uzantilar gis exantrik 7 11 (+++H)sis g; r¥1; dejenere N (++h

19 Uzantiargig exantrik 2 22  (+H++Hsig 3i r‘r;; dejenere N (+++H)

20 Uzantilar gis  exantrik 2 14 (+H++)sis gi nv; sigme N (++++)

21 Uzantilar gig exantrik 6 30 (+H+H)sig ii‘ ;;’1; dejenere N (++49)

22 Uzantiar gig exanirik 2 6 (+++Hgig g; ‘;ﬁ: gigme N (+++)

23  Uzantilar gig  exantrik 2 6 (+H+H+H)sis ?1; r}rﬁs dejenere N (+++H

24 Uzantilar gig  exantrik 4 6 (+++H)sig glri r;ﬁs gigme N (++H

25 Uzantilar gig  exantrik 3 7 (+++Hsig gigme N ++H

artmig
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TABLO I
HUCRE ZARININ GORUNUSUNDEKI DEGISIKLIK

Hiicre uzantilariin

Gruplar Normal yerel veya tam gigsmesi Toplam
25 0 25
KONTROL % 100 - % 100
1 pg/ml 24 1 25
BCNU % 96 % 4 % 100
10 ¢ g/ml 6 19 25
BCNU % 24 % 76 % 100
20 ug/mi 0 25 25
BCNU — % 100 % 100
40 yg/ml 0 25 25
BCNU - % 100 % 100
60 pg/ml 0 25 25
BCNU — % 100 % 100
80 ug/ml 0 25 25
BCNU — % 100 % 100
55 120 175
TOPLAM % 31.4 % 68.6 % 100

X2 :148.951 Sd: 6 P < 0.0005

TABLO 1V
NUKLEUSUN YERLESIMI

Gruplar Normal (Ortada) Eksantrik Toplam
25 0 .25
KONTROL % 100 -~ % 100
1 ug/ml 25 0 25
BCNU % 100 — % 100
10 pg/ml 25 0 25
BCNU % 100 — % 100
20 pg/ml 25 0 .25
BCNU % 100 — % 100
40 pg/ml 25 0 25
BCNU % 100 — % 100
60 ug/ml 8 17 .25
BCNU % 32 % 68 % 100
80 ug/ml 5 ' 20 25
BCNU % 20 % 80 % 100
‘ 138 37 175
TOPLAM % 78.9 ' %21.2 %100

X2 :118.148 Sd: 6 o P < 0.0005
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TABLO V
MITOKONDRILERDE GORULEN DEGISIKLER
Gruplar Normal Kristalarda gisme Dejenerasyon Toplam
18 6 1 25
KONTROL % 72 % 24 To 4 100
1 ug/ml 18 3 4 25
BCNU % 72 % 12 % 16 % 100
10 ug/ml 15 6 4 25
BCNU % 60 % 24 % 16 % 100
20 pg/ml 19 2 4 25
BCNU % 76 % 8 % 16 % 100
40 ug/ml 13 9 3 25
BCNU % 52 % 36, %12 % 100
60 ug/ml 13 10 2 25
BCNU % 52 % 40 % 8 % 100
80 u g/ml 0 3 22 25
BCNU - % 12 % 88 % 100
96 39 40 175
TOPLAM % 54.8 % 22.4 % 22.8 % 100
X2:83.63 SD: 12 P < 0.0005
TABLO VI
GOLG! AYGITINDA GORULEN DEGISIKLIK
Gruplar Normal Sisme ve sayica artma Toplam
25 .0 25
KONTROL % 100 — % 100
1 pg/mi 23 2 25
BCNU % 92 %8 % 100
10jug/ml 25 0 25
BCNU % 100 — % 100
20 pg/mi 25 0 25
BCNU % 100 - % 100
40 ug/mi 19 6 25
BCNU % 76 % 24 % 100
60 ug/mi 7 18 25
BCNU % 28 %12 % 100
80 ug/ml 1 24 25
BCNU % 4 % 96 % 100
125 50 175
TOPLAM % 71.5 % 28.5 % 100
X2:114.657 Sd: 6 P < 0.0005
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TABLO VI
- ENDOPLAZMIK RETIKULUMUN GORUNUSU

Gruplar Normal Sisme Sisme Toplam
+ ++ 4+, F4+++
Kontrol 15 10 0 25
% 60 % 40 — % 100
1 ugm/ml 13 12 0 25
BCNU % 52 % 48 — % 100
10 u gm/ml 17 7 1 25
BCNU % 68 % 28 % 4 % 100
20 ;1 gm/ml 15 10 0 25
BCNU % 60 % 40 — % 100
40 u gm/ml 8 12 5 25
BCNU % 32 % 48 % 20 % 100
60 u gm/ml - 1 6 18 25
BCNU % 4 % 24 % 72 % 100
80 u gm/ml 1 0 24 25
BCNU % 4 — % 96 % 100
TOPLAM 70 57 48 175
% 40 % 32.5 % 27.5 % 100
X2 . 127362 Sd: 12 P < 0.0005
TABLO VIII

HUCRELERDEKI MIKROFILAMENT MIKTARI

Gruplar _Negatif +. ++ +++. ++++ Toplam
8 17 0 25
Kontrol % 32 % 68 - % 100
1 ug/ml 9 16 0. 25
BCNU % 36 % 64 - % 100
10 1 g/ml 5 - 20 0 25
BCNU % 20 % 80 -~ % 100
20 41 g/ml 1 24 0 25
BCNU % 4 % 96 — % 100
40 u g/ml - 1 23 1 25
BCNU % 4 % 92 % 4 % 100
60 4 g/ml 0 9 16 25
BCNU — % 36 % 64 % 100
80 u g/ml 0 10 - 15 25
BCNU - % 40 ‘ % 60 % 100
24 119 32 175
TOPLAM % 13.7 % 68 % 18.3 % 100

X2. 111.606 sd: 12 P <. 0.0005
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TABLO IX

HUCRELERDEKI MYELIN CISIMCIKLERIN SAYISI

Gruplar Yok 1-2 tane 3 ve iizeri Toplam
Kontrol , 7 14 4 25
%28 %56 % 16 % 100
1 ug/ml 9 10 6 25
BCNU %36 % 40 % 24 % 100
10 p g/ml 4 12 9 25
BCNU %16 % 48 % 36 % 100
20 p g/ml 2 13 10 25
BCNU %8 %52 % 40 % 100
40 pg/mi 2 11 12 25
BCNU %8 % 44 % 48 % 100
60 p g/ml 7 12 6 25
BCNU %28 % 48 %24 % 100
80 u g/ml 0 11 14 25
BCNU - % 44 % 56 % 100
31 83 61 175
TOPLAM %17.7 % 47.4 % 349 %100
X2 :24.749 Sd:12 0.025<P< 0 01
TABLO X
HUCRELERDEK! LIZOZOM SAYISI
Gruplar Yok 1—4 Tane 5—8 Tane 9 ve Uzeri Toplam
Kontrol 22 3 0 0 25
% 88 % 12 ~ - % 100
1 ug/ml 12 13 0 0 25
BCNU %48 %52 - - % 100
10 p g/ml 14 11 0 0 25
BCNU %56 % 44 — - % 100
20 u g/ml 16 9 0 0 25
BCNU % 64 % 36 — — % 100
40 u g/ml 13 11 1 0 25
BCNU %52 % 44 % 4 - % 100
60 ug/ml 4 14 6 1 25
BCNU % 16 %56 % 24 % 4 % 100
80 u g/ml 1 1 6 17 25
BCNU % 4 % 4 % 24 % 68 % 100
82 62 12 18 175
TOPLAM 4 468 % 35.4 % 6.8 % 11 % 100
X% :154.907 Sd: 18 P < 0.0005



Organellerinde degisiklik gézlenen hicre ylzdesi

GRAFIK 1. 9 L GLIOMA DOKU KULTURU KONTROL GRUBU ' ORGANELLERINDE
DEGISIKLIK GOZLENEN HUCRELER (% olarak)
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Organellerinde degisiklik gézienen hiicre yiizdesi

GRAFIK 2. 9 L GLIOMA DOKU KULTURUNDE 1 pg/ml BCNU DOZU iLE
ORGANELLERINDE DEGISIKLIK GOZLENEN HUCRELER
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GRAFIK 4: 9 L GLIOMA DOKU KULTURUNDE 20 pg/ml BCNU DOZU iLE
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GRAFIK 5. 9L GLIOMA DOKU KULTURUNDE 40 pg/ml BCNU DOZU LE
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Organellerinde dedisiklik gozlenen hicre yuzdesi

GRAFIK 6: 9L GLIOMA DOKU KULTURUNDE 60 pg/ml BCNU DOZU iLE
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TARTISMA

Elektron mikroskop teknigi ilerledikce hemen her dokunun ince yapisi merak edilmis
ve incelenmege baslanmustir, Ileri iilkelerde bazi patoloji laboratuvarlarinda rutin olarak
elektron mikroskobu kullanilmaktadir. Insan beyin tiimérlerinden birgogu da ince yapisal
olarak incelenmistir. Ornegin, Matakas ve arkadaglan elektron mikroskobik ¢alisma yaptik-
lar1 9 medulloblastoma vak'asinda oldukca 6zel bir histolojik ve sitoljik yapi gordiiler (22).
Tiimorii olusturan hiicreler degisik sekillerde idi ve az sayida organel iceriyordu. Golgi ay-
giti nukleusa yakm yer aliyordu. Mikrotubuli ve mikrofilamentler vardi, Mitokondriler ufak
ve az sayida idi.

Liu ve arkadasglar1 cocukluk cagi ependimomalariun degisik histolojik tipleri iizerin-
de yaptiklar1 elektron mikroskobik c¢alismalarda bu tiimorlerin, ependimal hiicrelerin yanin-
da ayn tipte hiicreleri de icerdigine dikkati cekmiglerdir. Birinci grup tipik ependimal
hiicrelerde ki, bunlar silia, mikrovilli ve spesifik junctional apparatus iceriyorlardi. Ikinci
tip, astrositlere cok benzeyen hiicrelerdi. Bunlar bol miktarda mikrofilament ve mikrotubuli
igeriyorlardi. Ugiincii gruptaki hiicreler ise bu ozelliklerin hi¢birini géstermeyen indiferansi-
ye hiicrelerdi (18).

Lynn ve arkadaslan, 1sik mikroskobu ozellikleri ile beyinin Monstro selliiler sarkomast
olarak bilinen tiimoriiniin, ince yapismin incelenmesinden sonra fibrosarkomdan ¢ek astroglial
orijinli oldugunun anlagildigim bildirmislerdir (19).

Yukarida verilen ornekler ameliyatta veya otopside alinan timoér dokularmin direkt
olarak ince yapisal incelenmesi ile elde edilmistir. Caligmalarin bircogunda ise ameliyatta
alinan doku Kkiiltiire ekilmis ve pasajlar yapildiktan sonra ince yapisi incelenmigtir. Ornegin,
Sipe ve arkadaslan, 4 glioblastoma ve 2 serebellar astrositoma vak'asindan ameliyatta aldik-
lar1 materyalin yarisint dogrudan dogruya, diger yarilarim kiltiire ekip pasajlar yaptiktan
sonra elektron mikroskopu ile incelediler (35). Ikisi arasindaki ince yapsal fark séyle idi;
kiiltiirde yagatilan her iki cins timorde gliofibrillogenesis vardi. Ayrica graniilli endoplazmik
retikulumda ve serbest rizobozomlarda da artma goriildi. Halbuki, direkt incelenen tiimorler-
de mikroflamentler, graniiler endoplazmik retikulum ve serbest ribozomlar fazla degildi.
Bu organellerin artigimin, hizlanan protein sentesinin morfolojik bir bulgusu oldugu bilin-
mektedir ve boyle oldugu ayni aragtirmada bu proteinin (glial asidik fibriller protein) haf-
talarca Kkiiltiir sisteminde kalmasi ile gosterilmigtir. Ayrica, glial mikrofilamentlerin artmasi
hiicrelerin daha diferansiye oldugunu gostermektedir ki, bu doku kiiltiirlerinde astrositik glio-
malarin dediferansiye olacaklar hakkinda daha evvelce edinilen bilgilerin tam tersi olmustur.
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Hayvanlarda deneysel olarak meydana getirilen tiimérlerin de elektron mikroskobik
yapist incelenmigtir. Zimmerman, 1967 de yaymladigi calismasinda deneysel olarak elde
edilmis medulloblastomada viriise benzer partikiiler gordiiklerine dikkati cekmis, aymi yazar,
1968 ve 1969 da cikan yazilarinda da deneysel fare ependimoblastomasmin ince yapisinda
viriise benzer partikiillerden soz etmigtir. Bu partikiller tiimor hiicrelerini % 30'unda goriil-
miigtiir. Yapisal ozellikleri ile fare virusu goriiniimiinde oldugu bildirilmistir. Bu bulgularin
1siginda faredeki latent virusun,kimyasal karsinojenler ile aktive edildigi ve onkojenik bir po-
tansiyel kazandi@i goriigii kuvvetlenmistir (27, 28, 49).

Lantos ve arkadaslart meydana getirdikleri transplasental induced timorlerinden birin-
de noroblastlara benzer hiicreler gérmiisler ve elektron mikroskop seviyesinde noronal hiic-
relere 0Ozgii sekretuar graniiller icerdigini gostermislerdir. Boéylece kimyasal karsinojenlere
sadece glial hiicrelerin degil, néronlarm da hassas oldugu anlasilmistir (17).

Cahigmamizda kullandigimiz 9 L sican glial tiimérii de daha once sozii edildigi gibi
elektron mikroskobunda incelenmistir (6).
Timoriin ¢ok sayida pasajlardan sonraki durumu, cahigmamizda kullandigumiz kontrol
grubunda arastwilmistir, Aym tiimériin (9 L si¢can gliomasi) ilk elde edildigi zamanki ve —
pasajlardan sonraki ince yapisi karsilagtirildiginda, iki timor arasmdaki fark pasajlardan son-
raki tiimorde golgi aygit1 ve mitokondrilerin daha belirgin ve bol miktarda bulunmus olmasi-
dir. Ayrica dev hiicreler ilk tarif edilen drneklerdeki kadar ¢ok sayida degildir. Bu bulgular
yukarida sozii edilen Sipe ve arkadaglarmin kiiltiirde yasattiklar: tiimor hiicrelerindeki bulgu-
larma uygunluk gostermektedir. Yani timor kiiltir pasajlarinda dediferansiye olmamigtir
ve protein sentesinin arttigimna iliskin morfolejik bulgular vardir.

Tiimor hiicrelerinin direkt veya kiiltiir pasajlarinin ince yapisinin arastirilmasindan bas-
ka bir kisum aragtrmalarda bu timorler, radyasyon veya kemoterapotik ajanlarm etkisi aci-
sindan da incelenerek ince yapisal degisimler gosterilmek istenmistir, Ornegin; Heilporn, Cg
sican glial timorine 120, 300 ve 600 Rad radyasyon verdikten sonra mikrotulubuli ve mik-
rofilamentlerde artma gormiis, otoradyografi ile DNA ve RNA sentezinin kuvvetle inhibe
edildigini buna kargilik protein sentezinin stimiile edildigini gostermistir (16).

Bu bulgu bizim ¢ahsmamzda BCNU ile elde ettigimiz neticeye uymaktadir, BCNU dozu
yiikseldikce mikrofilamentler belirgin olciide artma gostermistir. Ayrica Heilporn, hiicrelerin
radyasyondan sonra mitotik aktivitelerine devam ettiklerini yazmaktadir. Biz, bu caligmaya
paralel yaptigimiz ikinci bir aragtirmada, aymi dozlar ile tedavi ettigimiz hiicreleri tekrar kiil-
tir yaptigumizda 14 giin sonra meydana getirdikleri kolonilerin sayisinm doz yiikseldikce
azaldigini, yani BCNU dozu arttik¢a mitoz yeteneginin de azaldigm gordiik (43).

BCNU nun tiimor hiicrelerine etkisinin bu yénden radyasyon etkisinden farkli bulunmasa,
kullanilan radyasyon dozunun diigiikk olusu ile agiklanabilir.

Pinkerton ve Rana iki insan glioblastomasmumn in vitro kiiltiiriine gittikge artan dozlar-
da BCNU verdiklerinde ve sonuclari 151k mikroskobunda incelediklerinde, mitozun durdugu-
nu, hiicre sayismin azaldigini, hiicrelerin yuvarlak bir gekil aldigim, niikleer piknoz ve hiicre
Oliimii oldugunu goérmiiglerdir (25).

Shapiro ve arkadaslari intrakranial timor implante ettikleri hayvanlarn BCNU,
Cyclophosphamide, Mithramycin ve Methotrexate ile tedavi ederek yasam siirelerini incele-
mis ve bu 4 ilagtan sadece BCNU nun tiimér biiyiimesine devamh engelleyici etki ettigini ve
hayvanlarda en uzun yasam siiresinin BCNU tedavisi ile elde edildigini saptamuslarda (32).
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Bu in vitro arastirmalar ve hayvan deneyleri siirerken BCNU Kklinik olarak da denen-
mege baslanmstir. Willson ve Duffy 26 glioblastoma vak’asimnda, BCNU + X — Ray, sadece
irradiasyon ve sadece cerrahi girisim sonuglarmi biopsi ve otopsi materyallerinde histolojik
ve sitolojik ozellikleri yoniinden karsilagtirdiklarinda birinci grupta tiimérlerin hiposelliler
oldugunu ve dev hiicrelerininde ¢ok arttigimi saptamglardir (45).

Walker'da BCNU kulland1g1 beyin tiimoérlii hastalarinin yarisinda orta derecede veya
daha fazla klinik iyilegme goriildiigiinii rapor etmistir (40).

Aragtirma laboratuvarinda nitroziirealar ile galisan ve bunlar hastalarinda da deneyen
Wilson, BCNU nun tiimore olan olumlu etkisi kadar santral sinir sistemine gegcme kolayligi-
nm da tedavideki seciminde dnemli etken oldugunu bildirmistir (46).

Vogel ve arkadaslan diger tedavilere cevap vermiyen Kaposi sarkomu vak'alarim
BCNU ile tedavi etmisler ve % 29'unda iyi netice almslardir (39).

Calogero ve arkadaslari da cerrahi girigim ve radyasyondan sonra rekiirrens gosteren 3
hastalarinda BCNU denemigler ve sonuglarin iyi oldugunu rapor etmislerdir (9).

BCNU ile ilging bir aragtrmay1 Pezzotta ve arkadaslar1 yapmiglar ve BCNU nun, ENU
(Ethynitrosourea) ile deneysel tiimor veya mikrotiimér gelismesine % 80 e varan oranda en-
gel oldugunu gostermislerdir (24).

BCNU intrakarotid olarak verildiginde tiimore daha c¢abuk ulagabilecegi ve daha az
dozlar ile aym etkinin saglanabilecegi diisiincesi ile 1973 de De Wys ve Fowler 8 kopekte
(12). 1976 da Crafts, Levin ve Nielsen 6 Rhesus maymununda bu yolu denediler (10).
Komplikasyon olarak kopeklerde korneal opasite, retinal 6dem ve korlik meydana geldi.
Maymunlarda ise otopside beyin ve gozlere ait patoloji tesbit edilmemekle birlikte, Karotis
Arterde enjeksiyon yerlerinde fibrozis, dev hiicre reaksiyonu ve organize trombus tesekkiilii
bulundu. Bu bulgularin baska hi¢ bir damarda goriilmemesi nedeni ile BCNU nun Karotis
artere yerel reaksiyon yaptigi kabul edildi. Bilinen bu lokal yan etkileri icin gerekli onlemler
alindiginda Karotis arter yolu ile az dozlarda BCNU tedavisinin tercih edilen bir yéntem ol-
rak uygulanabilinecegini belirttiler.

BCNU nun gimdiye kadar saydigimiz olumlu 6zellikleri (Kan beyin barajini gegmesi,
kuvvetli antitimér etkisi, klinik uygulamada yiiz giildiiriicii sonuclar vermesi) laboratuvar-
larda deneysel cahigmalarda da birinci swray1 almasina neden olmustur., Ozellikle, diger
kemoterapoétiklerle birlkte kullanilmasi, etkisini azaltici veya gogaltici yeni ortamlarin olug-
turulmasi, aragtirmalarin baglica amaci ve hedefi olmustur. Grasso ve arkadaslari, BCNU ve
Dexamethasone kombinasyonunun subletal dozda tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasim inhibe
ettiklerini gostermiglerdir. Bu galismalarinda Cg sican gliomasina ait timor Kiiltiriinii kul-
lanmiglar, tek bagina BCNU ile inhibisyon etkisi 1 giin, yalniz Dexamethasone ile 3 giin siir-
diigii halde, iki ila¢ birlikte verildiklerinde bu siirenin 5 giine ciktifim saptamaslardr (15)
Bu etkinin temelindeki metabolik olaylar bilinmemekle birlikte, klinik uygulamadaki 6nemi
agikardr. Ila¢ subletal dozdan sonra kesildiginde hiicreler tekrar iireme gosterebilir. Halbuki
calismamizda timor hiicrelerinin % 56 s1 ile % 100 iinde hiicre organellerinde dejenerasyon
meydana getiren doza kadar ¢ikiimig ve bunun 80 u gm/ml BCNU oldugu saptanmistir.
Grasso, ¢aligmasinda C¢ sigan gliomas: hiicrelerinin ultrastriiktiirel yapisini da incelemigtir (14).
Bu calisma literatiirde bizim gcalismamiza en ¢ok benzeyen ve bulgularini karsilagtirabilece-
gimiz tek kaynak olarak bulunmustur. '
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Sozii edilen Grasso ve grubu, arastirmalarinda yukarida ki tedaviyi takiben tiimoér hiicre-
lerini elektron mikroskobu ile incelemis ve hiicrelerin ortasindan gecen kesitlerin resimlerini
biiyiillterek organellerin volum fraksiyonlarim 6zel teknikle analize etmislerdir (42), BCNU
ve Dexamethasonun birlikte verilmesi ile graniiler endoplazmik refikulum yiizdesinin 6nemli
derecede arttigimn gormiisler ve artisi protein metabolizmasmdaki degisikligin morfolojik
bulgusu ve hiicre proliferasyonunun durmasinin bir igareti olarak nitelendirmiglerdir.
Mitokondrilerde hacim artim yalmz Dexamethasone ile tedavi edilen hiicrelerde de goriil-
miig ve sonucta gene hiicre proliferasyonunun durmasina yol agmistir, Sonug olarak, bu iki
anti tiimoral ajan, mitokondri ve graniiler endoplazmik retikulum ile ilgili mekanizmalar
bozarak mitozu, dolayisi ile hiicre proliferasyonunu engellemistir.

Biz de ¢alismamizda artan BCNU dozlarina bagh olarak tiimér hiicre organellerindeki
ince yapssal degisimleri inceledik, 40 u gm/ml BCNU dozundan sonra endoplazmik retiku-
lumda (graniilsiiz) 6nemli derecede gigme, 80 1 gm/ml lik dozdan sonra ise mitokondrilerde
sisme, kristalarinda intizamsizbik gibi dejenerasyon isaretlerini gozledik. Bilindigi gibi bu iki
organelin hiicre yasanmunda ¢ok onemli yeri vardir, Diigiincemize gore BCNU etKkisi ile tiimor
hiicresinde detoksikasyon islemi yapan diiz endoplazmik retikulumun fonksiyonlar: bozul-
makta ve hiicre i¢inde toksik maddeler birikmektedir. Ayrica hiicreye her tiirlit hayatsal olay
icin enerji saglayan mitokondriler bu islemi yapamamakta dolayis: ile hiicrenin protein
metabolizmasi bozulmakta ve ¢ogalma da durmaktadir. Mitokondrilerdeki sislik ve krista-
larindaki diizensizligi ise BCNU nun mitokondrinin iyon secici ve pompalayici ozellikteki
zan iizerine zararh etkisi ile aciklamak miimkiindiir, Gegirgenligi artan ve iyi fonksiyon
goremeyen zardan mitokondri icine su girmekte ve sismesine neden olmaktadir,

Calismamizda dnemli buldugumuz diger bir bulgu BCNU dozu yiikseldikce mikro-
flamentlerde yogunlugun artmasidir. Mikroflamentlerin hiicredeki fonksiyonu ve 6nemi ile
ilgili pek ¢ok calisma yapiimistir. Ornegin, Spooner ve arkadaglars invitre olarak glial—hiicre
hareketlerini incelemigler ve mikroflamentlerin hareket icin gerekli oldugunu séylemisglerdir
(36). Sherline ve arkadaslar1 da sekretuar graniillerin intraselliiler hareketinde mikrotubulilerin
rol oynadigim saptamislardir (34). Katherine M Lyser geligmekte olan aksonlarda ve optik
sinir hiicrelerinde mikrotubuli ve mikroflamentleri gostermistir (20). Beyin hiicrelerinin
filament ve tubulilerinin kimyasal yapisim1 anlatan Shelanski, bazi gézlemcilerin bu iki fibriller
yapinin birbirine doniisebilen ayni protein subunit'i oldugunu varsaydiklarim belirtmigtir
(33). Adelman ve arkadaglar1 da mikrofilamentlerin hiicrelerin nonsferik sekillerinin korun-
sina yaradiklarini sdylemiglerdir (1). Spooner'in deneylerinde Cytochalasin B hiicre hareketi-
ni hemen durdurmus ve mikrofilament agini parcalamugtir (36). Shelanski de sporadik mo-
tor néron hastabklarmnda ve Colchicine, Vinblastin ile diger antimitotik ajanlarin entoksikas-
yonlarinda hiicredeki mikrofilament sayidlarinmn ¢ok arttigim bildirmektedir (33). Bu bulgular
BCNU nun da ayni mekanizma ile mikroflament miktarim arttwdigi yani antimitotik
ajanlar gibi etki ettigini diisiindiirmektedir. Everhart ve Rubin Cytochalasin B nin evvelce
bilindigi gibi sadece mikrofilamentleri parcalamadigi, primer etki yerinin hiicre zari oldugu
kamwsindadirlar (13) ilag verilir verilmez hiicrenin normal yiizey uzantilan kiiciilmils ve
kaybolmus, hiicre yuvarlak bir sekil almustir, flacin etkisi kalkar kalkmaz da hiicre eski
haline dénmiistiir. Everhart ve Rubin bunu, ilacin hiicre icine girmeyip satihta kaldigr ve
mikrofilamentleri parcalamayip sadece yiizeyde tutunduklari yere etki ederek bu baglantiy1
kopardign seklinde yorumlamuglardir. BCNU nun da ilk temasta hiicre zarina etki ederek
uzantilar1 kisalup hiicreyi yuvarlak hale getirmesi, daha yiiksek dozlarda da mikrofilament
miktarim arttirmas1 ayni mekanizma ile agiklanabilir. Yalmz BCNU, hiicrenin sadece dig
zarim etkilemekle kalmamus, ortamdaki konsantrasyonu arttirtlidikca hiicre ici organellerde
de gittik¢e artan degeneratif bulgular meydana getirmistir. Bu bakimdan ilacin hiicre icine
de girip etkisini siirdiirdiigii asikardur.
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Cahgmamizda lizozom sayisinin da 40 u gm/ml BCNU dozundan sonra 6nemli derece-

de arttigm gosterdik. 1-40 p gm/m! BCNU dozlarinda gordiigimiiz lizozomlar primer tip-
te idi. Bu dozdan sonra gordiiklerimiz ise hiicre yikimina ait artik maddeleri iceren sekonder
tip lizozomlar olarak yorumland: (7, 8). Myelin cisimcikleri ve lizozomlarin artimi1 daha énce
sozii edildigi gibi hiicre dejenerasyonunu belirtileridir Bununla beraber Grasso ve arkadagsla-
rinm deneylerinde Kortizonun BCNU nun etkisini arttwrdigr gosterilmistir (14). Kortizonun
lizozomlarm membranm stabilize ettigi ve gecirgenligini azaltti1 ise bilinen bir gercektir
Buna dayanarak BCNU nu da lizozomal membrana stabilizator olarak etki ettigini diisiin-
mekteyiz. Bu suretle parcalanamiyan ve sayilar1 artan lizozomlar ayni zamanda hiicrede ar-
tan dejenerasyon olaylart sonucu ortaya cikan artik maddeleri de sindirmege calisacaktir.
Membram pargalanan lizozomlardan bazi hiicrelerin mitotik aktivitesini stimiile eden enzim-
ler aciga ¢ikar. BCNU nun bu fonksiyonu da engelliyerek mitozu azalttigimi diisiinmekteyiz.
Biitiin bunlarin morfolojik bulgusu olarak grafik 7 de gériildiigii gibi hiicre icin de lizozom sa-
yis1 belirgin sekilde artrmstir.
Yiiksek dozlarda BCNU verilmesinden sonra nukleusun eksantrik yerlesimine literatiirde
6rnek bulunamamustir. Bu durumun BCNU nun 6zel bir etkisi olup olmadigimin anlagilmast
icin daha ileri arastirmalarin yapilmasi gereklidir. Golgi aygitinda goriilen sisme ve sayica
artma endoplazmik retikulumun gosterdigi degisiklikle ayni parelelde acgiklanabilir,

Serbest ribozomlarda ise belirli bir degisiklik gozlenmediginden ¢alisma kapsamina
almmanugtir,

Bu cahsmada o6nemli olan diger bir bulgu, timér hiicrelerinin en digik dozda
(1 u gm/ml BCNU) sadece zarlarmin etkilenmesidir. Bu doz ile hiicrelerin % 4 iinde hiicre
zar1 uzantilar1 kisalmis ve kalinlagip kiint bir goriiniim almustir, Bu degisikligin belirgin hale
geldigi ilk BCNU dozu ise 10 ¢ gm/ml olmusgtur. 20 u gm/ml lik BCNU dozundan itibaren
ise hiicrelerin % 100 ii ayni degisiklikleri gostermistir. Hiicre zarindaki bu degisiklikler geri
donebilir. Fakat hiicrenin yasam fonksiyonlari icin 6nemli olan diger organelleri ancak 40
¢ gm/ml BCNU dozunda dejenerasyon bulgular: vermege baslamiglardsr. Biitiin organellerde
dejenerasyon ve tiimor hiicresi 6liimiiniin morfolojik bulgular1 ancak 80 u gm/ml BCNU do-
zunda elde edilmistir. (Grafik 7). Bu dozda ilag verilmesi ile tiimér hiicrelerinin % 56— %100
iinde organellerde dejenerasyon bulgular: gozlenmistir.

Bu bulgularin isiginda in—vitro deneylerde tiimor hiicresi (9 L) icin letal dozun
80 u gm/ml BCNU oldugu soylenebilir. Subletal dozlar ile tedavi in—vitro oldugu kadar
in—vivo olarak da amaca yonelik olmamaktadir. Ciinkii tiimor hiicresinde ilag verildigi sii-
rece iireme durdurulmus fakat hiicreler 6lmemistir, Ila¢ kesilince hiicreler tekrar hizia iire-
mege baglarlar ve tiimér eski hacmine ulaswr. Bu calisma, etkin dozlarda verildigi takdirde,
BCNU nun, tiimér hiicrelerini % 100 e varan oranda 6ldiirerek rekiirrensiere de mani olacagt
yolunda iimit vermigtir,
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Bu calismada, deneysel bir sican beyin tiimoéri olan 9 L sican gliomasmin tek kat hiic-
re kiiltiirne artan dozlarda, 1, 3 — Bis (2—Chloroethyl)—1—nitrosourea (BCNU) verilerek
elektron mikroskopi diizeyinde tiimér hiicre organellerinde meydana gelen dejeneratif degi-
siklikler incelenmis ve su sonuclar elde edilmigtir.

1— En disik doz olan 1 ¢ gm/ml BCNU ile hiicrelerde ilk degisiklik hiicre zarinda
gozlenmistir, Hiicre mikrovilluslari kisalip kalinlagmig ve kiint bir gorimiim almistwr, Doz ar-
tum ile bu bulgu siiratle artmis ve 20 ¢ gm/ml BCNU dozundan itibaren hiicrelerin tiimiinde
gozlenmigtir. Bu bulgu BCNU nun hiicre zarinda mikrofilamentlerin yapigsma yerine etki
ederek bu baglantiy1 kopardig: ve hiicrenin yuvarlak bicim aldig: seklinde yorumlanmaistir.

2— Kontrol grubunda hiicrelerin ortasinda yer alan nukleuslarm 60 ve 80 u gm/ml lik
BCNU dozlan verildiginde hiicrelerin % 68 — 80 inde kenara itildigi saptanmigtir.

3— Verilen BCNU dozlarna olduk¢a dayanikli goriinen mitokondriler ancak en yiik-
sek doz olan 80 u gm/ml BCNU ile etkilenmisler ve bu dozda hiicrelerin % 88 inde dejene-
rasyon bulgularr gostermislerdir. Bu bulgu da BCNU nun mitokondri zarma etki ederek se-
lektif permeabilitesini bozdugu, dolayist ile de hticrenin enerji kaynagi olan mitokondrilerde
dejenerasyon meydana getirdigi seklinde yorumlanmistir, Bu yol ile hiicrenin tiim hayatsal
olaylar: mitoz dahil engellenmis olmaktadir.

4— Endoplazmik retikulumda (graniilsiiz) sisme 40 1 gm/ml BCNU dozundan itibaren
belirginlesmis ve en yiiksek doz olan 80 u gm/ml de hiicrelerin % 96 smun vesikiillii bir gorii-
niim aldig:r saptanmugtir. Kanmimizca bu bulgu hiicrede detoksikasyon islemi yapan diiz en-
doplazmik retikulumun fonksiyon bozuklugu ile agiklanabilir. BCNU etkisi ile hiicrede
toksik maddeler birikmektedir.

5— Golgi aygitinda goriilen gigme ve sayica artma 40 u gm/ml BCNU dozunda bagla-
mig ve doz yiikselisine paralel olarak artarak 80 u gm/ml de, endoplazmik retikulumda ol-
dugu gibi hiicrelerin % 96 sinda gis bulunmustur. Golgi aygiix bir endoplazmik retikulum
komponenti olarak disiinldiiginden bu bulgu da detoksikasyon igleminin engellenmesi ve
toksik madde birikimi ile aciklanmak istenmistir.
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6— Kontrol timé6r hiicrelerinde ( + ila ++) miktarda bulunan mikrofilamentlerin
60—80 u gm/ml BCNU dozlarinda hiicrelerdeki yogunlugunun ¢ok arttigi gézlenmistir. Bu
bulgu antimitotik ajanlarmn hiicre icinde mikrofilamentleri arttirma etkisine benzetilmigtir.
Ayrica BCNU nun hiicre zarma etki ettigi yerin mikrofilamentlerin zara baglandiklan yer
oldugu diisiincesini kuvvetlendirmistir. Dolayisi ile hem hiicre sekli kaybolup yuvarlaklas-
ms hem de mikrofilament sayis1 artmigtir,

7— Kontrol tiimor hiicrelerinde belirli sayida (1—3 tane) bulunan lizozom ve myelin
cisimcikleri, ancak en yiiksek doz olan 80 u gm/ml BCNU verildiginde farklilik gostermis-
ler ve sayica ¢ok artmig olarak bulunmuglardir, Myelin cisimcikleri yash veya dejenere hiic-
relerde goriiliir. Lizozomlar da boyle hiicrelerde artar. BCNU nun bu organele kortizon gibi
membran stabilizatorii olarak etki etmis olabilecegi ve dolayli olarak hayatsal olaylar ile
mitozun durdurulmasinda katkist oldugu diisiintilmiistiir.

8- Bu in—vitro ¢alismada 80 y gm/ml in altindaki BCNU dozlari, hiicre organellerinde
doz artimina paralel olarak artan bir dejenerasyona sebep olmuslardir, Fakat tiim hiicre orga-
nellerinin, bilhassa mitokondrilerin dejenerasyonu ancak 80 u gm/ml lik doz ile elde edilmis-
tir. Yani 9 L sican glial timorii icin in—vitro letal dozun 80 u gm/ml BCNU oldugu
saptanmsgtir,



OZET

Deneysel olarak elde edilmis bir sican gliomas: olan 9 L Timoriiniin tek kath doku
kiltiiriine 1.3—Bis (2—Chloroethyl)—1—nitrozourea (BCNU) verilerek, bu antitiméral aja-
nm, tiimdr hiicrelerinin ince yapisinda ne gibi degisiklikler yaptig1 aragtwilmustir, Timor kiil-
tiriine gittikce artan dozlarda BCNU verilerek, elektron mikroskobunda tomiir hiicrelerinin
organelleri tek tek incelenmis ve doz artigma paralel olarak artan dejenerasyon bulgular goz-
lenmistir. En az doz ile ilk etkilenen hiicre organeli hiicre zari1, en ge¢ etkilenen organeller
de mitokondriler, lizozomlar ve mikroflamentler olmustur. Hiicre 6liimiiniin biitiin bulgulari
80 u gm/ml dozu verildiginde elde edildiginden in—vitro denemeler icin bunun letal doz ka-
bul edilebilecegi diigiiniilmiigtiir, Bu ¢alisma, etkin dozlarda verildigi takdirde "BCNU"" nun
tiimor hiicrelerini % 100 e varan oranda 6ldiirerek rekiirrensleri de engelleyebilecegi yolunda
iimit vermigtir.
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-RESIM II

+ 10 pg/ml BCNU ILE KARJILAGTIKTAN BIR SAAT SONRA
9 L TUMOR HUCRESININ GORUNUMU EMx6700




«RESIM III

0 20 pg/ml BCNU ILE KARSILASTIKTAN BIR SAAT SONRA
9 9 L TUMOR HUCRESININ GORUNUMU EMx 6700




« RESIM IV

a 40 pg/ml BCNU IIE KARSILASTIKTAN BIR SAAT SONRA
9 I, TUMOR HUCRESININ GORUNUMU EMx 8900



«RESIM V ‘

» 60 \Ag/ml BCNU ILE KARSILASTIKTAN BIR SAAT SONRA J

9 T, TUMOR HUCRESININ GORUNUMU EMx 3500
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