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Nokodazol Hiicre Dongiisti Eg
Zamanlamas: Icin Kullanilabilir mi?

Can Nocodazole Be Used To
Synchronize Cell Cycle?

OZET Amag: Soma hiicreleri i¢in hiicre déngiisti; G1, S ve G2 asamalarindan olusan interfaz ve bunu
izleyen mitoz fazindan (M-fazi) olusur. In vitro kiiltiir ortamindaki hiicreler ayn1 hiicreden koken
alsalar bile genellikle hiicre dongiistiniin farkli asamalarinda bulunurlar. Baz1 proteinlerin, genlerin
veya gesitli hiicre bilesenlerinin 6zgiin degisikliklerini aragtirmak i¢in, olabildigince ¢ok sayidaki
hiicrenin hiicre dongiistiniin ayni agsamasinda tutulmasi yani hiicre es zamanlamas: gerekir. Bu
amagla, mikrotiibiiliis depolimerizasyonu yaptig: bilinen bir benzimidazol tiirevi olan nokodazolun
hiicre eg zamanlamasi igin kullanimini aragtirdik. Gereg ve Yoéntemler; 0,3 pM nokodazol in vitro kiil-
tiirii yapilan Vero hiicrelerinin es zamanlamasi igin kullanildi. Nokodazol verilmeyen grup kontrol
grubu olarak kabul edilirken; 6, 12 veya 18 saatlik nokodazol verilen grup deney grubunu olusturdu.
Etkinin geri dontistimiiniin kontrol edildigi gruptaki hiicreler ise nokodazol ile kiiltiirden sonra y1-
kanip nokodazol icermeyen medyumla 6, 12, 24 veya 48 saat inkiibe edildiler. Cesitli kiltiir d6-
nemlerinden sonra hiicreler tespit edilip mikrotiibiiliisleri (anti a+f tubulin antikoru sonras1 FITC)
ve ¢ekirdekleri (7-AAD) fluoresan madde ile isaretlendi. Preparatlar konfokal mikroskopta ince-
lendi. Nokodazol uygulanan ve kontrol gruplari istatistiksel olarak degerlendirildi. Bulgular: Noko-
dazolun zamanla bagh olarak hiicreleri mitozda tuttugunu saptadik. Ozellikle mitozdaki hiicrelerde
yikilmig mikrotibiiliisler izlendi. Nokodazol kiiltiir ortamindan uzaklastirildiginda, hiicreler mito-
zlarini tamamladilar ve interfaz agsamasina gegtiler. Nokodazol etkisinin geri doniisiim déneminin 12.
saatinde hiicrelerin neredeyse tamaminin (%99) interfazda oldugu izlendi. Bu bulgu nokodazolun
Vero hiicrelerini es zamanladigini gostermektedir. Bunun yaninda nokodazolun Vero hiicrelerinin
apopitozisini de uyardigini gordiik. Sonug: Uygun doz ve siiredeki nokodazolun kiiltiirdeki Vero
hiicrelerinin es zamanlamasi i¢in uygun bir madde oldugunu saptadik.

Anahtar Kelimeler: Hiicre dongiisii; mikrotiibiiliis; nokodazol

ABSTRACT Objective: Cell cycle for somatic cells is composed of interphase including G1, S and
G2, and the M phase. In vitro cultured cells usually exist at various cell cycle phases even though they
originated from one mother cell. To analyze specific variations of some proteins, genes or other cel-
lular components it is essential to keep the cells at or bring them to the same cell cycle phase at the
maximum level; this is called cell synchronization. Thus, we analyzed the use of benzimidazole de-
rivative nocodazole, a microtubular depolymerizating agent, for cell synchronization. Material and
Methods: To synchronize in vitro cultured Vero cells 0.3 pM nocodazole was used. When untreated
cells were considered the control group, the experiment group consisted of cells that were treated
with nocodazole for 6, 12 or 18 hours. In the recovery group, following nocodazole treatment, cells
were washed and cultured in nocodazole-free medium for 6, 12, 24 or 48 hours. After culture peri-
ods, cells were fixed and microtubules (after anti o+ tubulin antibody, FITC) and nuclei (7-AAD)
were labeled with fluorescent material. Slides were observed with a confocal microscope and the
results were statistically analyzed. Results: Nocodazole kept the cells at mitosis, time dependently.
Disrupted microtubules were seen in the cells particularly during mitosis. When nocodazole was re-
moved from the culture medium, cells completed their mitosis and resumed to the interphase stage.
At 12 hours of recovery, almost all cells (99%) were in the interphase. This result indicates that noco-
dazole synchronizes Vero cells. Besides, we also observed that nocodazole induced apoptosis in Vero
cells. Conclusion: We noted that nocodazole administration at the appropriate time and dose might
be used successfully to synchronize the cells in culture.

Key Words: Cell cycle; microtubules; nocodazole
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tcre hatt1 (cell line) bir hiicreden mitoz-
Hlarla ¢ogalmis hiicre serilerini tanimlar.

Olusan yavru hiicreler genotip ve fenotip
olarak birbirleriyle ayn 6zellikleri gostermekle bir-
likte bu hiicreler hiicre dongiisii icinde ayni evre-
de bulunmazlar. Bu nedenle bir hiicre hattinin
karakteri (lag, log, plato fazlari, 2’ye katlanma za-
manlar gibi) o kiiltiirdeki hiicrelerin tamami dik-
kate alinarak belirlenir."? Yine ayni nedenle,
ozellikle cesitli ilaglarin veya degisik amaglarla kul-
lanilan kimyasallarin hiicre dongiisiine ve/veya mi-
toz mekigine etkilerinin arasgtirildig: caligmalarda,
kimyasalin kullanilacag siireyi optimize etmek i¢in
kiiltiir ortamindaki hiicrelerden olabildigince gok
say1da hiicrenin aymn hiicre dongiisii asamasinda ol-
mas istenir ve bu iglem hiicre eg zamanlamasi (cell
synchronization) olarak adlandirilir."** Hiicre e
zamanlamas: hiicre dongiistindeki 6zgiin bir aga-
may1 ve bu agamadaki olaylar ile etkenleri caligmak
i¢cin gereklidir. Ornegin, mitoz igin gerekli bir pro-
teini ya da bu proteini kodlayacak genin etkinles-
mesini hiicre dongiisiintin farkli agamalarinda
izlemek i¢in hiicrelerin ¢ogunlugunu ayn1 asamada
tutmak hedeflenir.?

Soma hiicreleri i¢in hiicre dongiisti interfaz ve
mitoz olmak tizere 2 ana agamadan olugur. Bunlar-
dan interfaz, hiicre dongiisii iginde genellikle daha
uzun siireye yayilmis olup Gq, S ve Gy alt agamala-
rindan olusurken; mitoz ise sirasiyla profaz, meta-
faz, anafaz ve telofaz alt asamalarindan olusur.®
Ozetle interfazin Go agamasinda hiicre kendini mi-
toza hazirlamaktadir. Mitozun ilk agamasi olan pro-
fazda;
parcalanir, cekirdekgikler kaybolur, sentrozom 2’ye

kromozom yogunlasir, c¢ekirdek zarn
boliinerek her bir sentriyol/mikrotiibiiliis organize
edici merkez ayrilip kutuplara yonelir. Metafazda
kromozomlar orta hatta dizilir, bunu izleyen ana-
fazda ise artik mikrotiibiiliisler araciligiyla kutup-
lara c¢ekilen kromozomlar izlenir. Profazdan
metafaza gecis asamasi olan prometafazda, profaz
asamasinda hiicre i¢inde daginik olarak bulunan
kromozomlarin metafaz plagini olusturmak igin
diizenlenmesi gerceklesir. Mitoz mekigindeki ki-
netokor mikrotiibiiliisleri kromozom larin kineto-
kor bolgelerine tutunarak yavas yavas metafaz
plagini olusturmak icin kromozomlari diizenlerler.®

438

Iste bu yiizden hiicreleri es zamanlamak icin belki
de en uygun zaman mitoz agsamasidir. Ciinkii mi-
toz mekigi ve ilgili diizenleyici proteinler temel
olarak mikrotiibiiliisler tizerinden ¢alisir ve mikro-
tlibiiliisler tizerine yapilacak etki, uygun sekilde ya-
pildiginda geri dontisim saglanabilmektedir.
Mikrotubiiliisler, mikrofilamanlar ve ara filaman-
larla birlikte hiicre iskeletini olusturan dinamik
proteinler olup mitozdan bagka, protein ve organel
hareketi, taginmas: ve organizasyonunda gérev al-
maktadirlar.”'° Bu gérevler mikrotiibiiliislerin olu-
sumu ve/veya yikiminda etkili olan kimyasal ve
fiziksel ajanlarla diizenlenebilmekte; bunun yanin-
da bu ajanlar tipta kanser tedavisinde hiicre boliin-
mesini engelleme etkisinden
kullanilmaktadir.!3

dolay1

Biz bu caligmada; mikrotiibiiliis depolimeri-
zasyonu yaptigl bilinen nokodazolun basarili bir
hiicre es zamanlamas: yapmak i¢in kullanilabilir
olup olmadiginy, iyi bilinen ve ¢ok kullanilan bir
hiicre hatt1 olan Vero hiicrelerinde aragtirdik.!*
Caligmalarimiz gosterdi ki; 0.3 pM doz ve 12 saat-
lik nokodazol inkiibasyonunu izleyen 12 saatlik no-
kodazolsuz dénemden sonra hiicrelerin ¢ok biiyiik
bir ¢cogunlugu interfaz asamasinda bulunmaktadir.
Bu sonug hiicre es zamanlamas: i¢in nokodazol kul-
lanilabilecegini gostermektedir.

I GEREGC VE YONTEMLER

KIMYASALLAR

Dimetil siilfoksit icinde 10 mg/mL’lik ¢ozeltisi ali-
nan nokodazol (Nocodazole, Methyl [5-(2-thieny-
lcarbonyl)-1H-benzimidazol-2-yl]  carbamate,
M.A.= 301,32, saflik > %99, Sigma Chemical Co.,
MO, ABD) hiicre kiiltiir ortam1 icinde ¢oziilerek
0,3 pM (100 ng/mL)’lik calisma ¢ozeltisi hazirland:
ve bu doz sonraki deneylerde kullanildi.

MITOTIK HOCRE KARAKTERININ SAPTANMASI

Vero hiicreleri (ATCC, Manassas, VA, ABD) %10
oraninda f6tal dana serumu (fetal calf serum, Gib-
co BRL, MD, ABD) iceren Dulbecco'nun Minimum
Essential Medium-Ham’s F-12 (DMEM Ham’s F-
12, Sigma Chemical Co., MO, ABD) ortami i¢inde
75 cm?lik hiicre kiiltiir kaplarina (Greiner Bio-
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One, Frickenhausen, Almanya) ekilerek 37°C si-
caklikta, %5 CO,-%95 hava karisimi igeren inkii-
batorde inkiibe edildi. Hiicrelerin ekilmesini
izleyerek, 3 defa alt kiiltiirleri yapilarak lag, log ve
plato fazlar ve hiicrenin sayisini 2’ye ¢ikarma za-
manlar1 (HIGZ, doubling time) hiicre sayimi yapi-
Daha %100 kaltir
doygunluguna (confluency) erisen hiicreler %0.04
tripsin-%0.02 EDTA (Biochrom AG, Berlin, Al-
manya-Applichem GmbH, Darmstadt, Almanya)

larak saptandi.'® sonra

ile kiiltir kabindan kaldirilarak icinde 1.2 cm ¢ap-
l1 lameller bulunan 24 kuyucuklu kiiltiir kabina
(Falcon, Franklin Lakes, NJ, ABD) 1500 hiicre/cm?
olacak sekilde ekildi.

NOKODAZOL ETKiSiNiN ARASTIRILMASI, HUCRE iSARET-
LENMELERI VE MiTOZ iNDEKSI (Mi)

Nokodazolun etkisi ve bu etkinin geri déniistimlii
olup olmadig hiicrelerin 6, 12 ve 18 saatlik noko-
dazol ile inkiibe edilmesi ve inkiibasyon sonrasi no-
kodazolun uzaklastirilip nokodazolsuz kiltiir
ortami i¢inde 6, 12, 24 ve 48 saatlik inkiibasyonla-
r1 sonrasi aragtirildi. Bunun i¢in nokodazol inkii-
basyonlar: sonras1 ve nokodazolun uzaklastirildig:
gruplar ve kontrol grubu olarak hig ila¢ eklenme-
yen grup MTSB-XF ile (%2.4 formaldehyde, %0.5
Triton X-100, 1 mM paclitaxel, 10 U/mL aprotinin
ve %50 deuterium oxide) 20 dk. siiresince 37°C si-
caklikta tespit ve ekstrakte edildi."”

Hiicreler daha sonra fare monoklonal anti o +
B tubulin antikoruyla (mouse monoclonal anti « +
B tubulin antibody, Sigma Chemical Co., MO,
ABD) 90 dk., 37 «C’de ve sonra FITC konjuge edil-
mis fareye kars: keci antikoruyla (FITC conjugated
goat anti mouse antibody, Jackson ImmunoRese-
arch Laboratories, PA, ABD) inkiibe edildi. Prepa-
ratlar her asamadan sonra fosfat tamponlu tuz
(phosphate buffered saline, PBS, Sigma Chemical
Co., MO, ABD) soliisyonuyla yikandilar. Kromo-
zomlar 90 dk. boyunca 10 pM 7-AAD (Aminoacti-
nomycin-D, Sigma Chemical Co., MO, ABD) ile
isaretlendi ve en sonunda 1 pg/mL Hoechst 33258
(Polyscience, Niles, Illinois, ABD) iceren PBS/glise-
rol medyumuyla kapatildi.'® Mikroskop gozlemle-
ri iki lazer (488 nm Argon iyon ve 543 nm He-Ne)
bulunduran Zeiss LSM 510 Meta konfokal mikros-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2008, 28

kobunda (Zeiss, Jena, Almanya) yapildi. Mi, en az
1000 hiicre say1p su denklemle hesaplandi: MI =
(mitozdaki hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x
100.'® Konfokal mikroskobunda 0.68 pm kalinlikta
ardisik optik kesitler alinarak goriintii analiz prog-
raminda mikrograflar degerlendirildi. Apopitozis;
hiicre biiztigmesi, kromatin yogunlagmasi ve apo-
pitotik cisimlerin varlig1 gibi hiicre ve ¢ekirdek
morfolojilerinin incelenmesiyle degerlendiril-

di.1s

istatistiksel analiz

Bulgular bilgisayar tabanli SPSS programi (stiriim
10.0; SPSS Inc., Chicago, Illinois, ABD) ile analiz
edilerek degerlendirildi. Her bir deney 3 kez tek-
rarlandi ve boylece birbirleriyle tutarli olup olma-
dig1 arastirildi. Daha sonra her bir grup i¢in bu 3
deney sonucunun degerlerinin aritmetik ortalama-
s1 ve bunlar arasindaki standart sapma bulundu.
Veriler, her bir grup icin alinan ortalama + standart
sapma olarak belirtildi (Tablo 1). Kontrol ve ilag
uygulanan gruplar arasindaki 6, 12 ve 18 saatlik in-
kiibasyonlar sonras: farkliliklar 6rneklemin bulun-
dugu o saat temel alinarak ikili deney gruplan
seklinde (kontrol grubu ile ila¢ uygulanan her bir
grup icin pozitif-negatif hiicrelerin karsilagtirilma-
sina gore) ki-kare testi yapilarak kargilastirildi ve
p< 0.05 anlamh olarak degerlendirildi. Bunun ya-
ninda ilacin uzaklagtirilmas: sonras: etkinin geri
dontigimli olup olmadig: ve hiicre es zamanlama-
s1, 6, 12, 24 ve 48. saatler i¢in kontrol ve ilag gru-
bundaki MTI’ler ikili olarak ki-kare testiyle
kargilagtirilarak gruplar aras1 anlamlilik olup olma-
d1g1 analiz edildi.

I BULGULAR

IN VITRO VERO HUCRESi KARAKTERLERININ
SAPTANMASI

Vero hiicrelerinin kiiltiir yogunlugu %100’e ulasti-
ginda kiiltiir ortamindaki hiicre yogunlugunun 1 x
10°+ 5 x 10° hiicre/cm? oldugu izlendi. Hiicrelerin,
1:4 oraninda alt-kiiltiiriiniin yapilmasini izleyen ilk
12-18 saatte lag fazini gecip log fazina girdigi sap-
tand1. Log fazinda HICZ nin 22 + 4 saat oldugu 86
+ 6 saatte plato fazina ulastig1 goriildi.
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NOKODAZOLUN MiKROTUBULUSLER VE HUCRE + 0.2’sinin metafazda, %0.4 + 0.1’nin anafaz-telo-
DONGUSU UZERINE OLAN ETKILERI fazda oldugu izlenirken 6 saatlik nokodazol inkii-
Kontrol ve nokodazol gruplarmin Mi’leri, her bir ~ basyonunda mitoz asamalarindan %0.2 + 0.1
deney saati icin ayr1 ayr1 saptandi. Aym deneyler ~ oraninda metafaz goriiliirken yogun apopitotik ak-

toplam 3 kez tekrarlanarak ayni gruplarin M so- tiviteye rastlandi. 12 ve 18 saatlik nokodazol eklen-
nuclarinin aritmetik ortalamasi alind1 ve standart mesi sonras1 mitoz figliri 12 saat i¢in %2.6 = 0.4
sapmalar1 saptandi, M1 degerleri bu 3 grubun orta- profaz, %1.2 + 0.1 metafaz ve %0.8 + 0.1 anafaz-te-
lamast + standart sapma olarak ifade edildi (Tablo  lofaz seklinde iken 18 saat i¢in %3.7 + 0.3 profaz,
1). Kontrol grubunda alt kiiltiir isleminden sonra- ~ %1.4 + 0.2 metafaz ve %0.6 + 0.1 anafaz-telofaz

ki 12 saati izleyen, ilk 12 saatte Vero hiicrelerinin seklindeydi (Sekil 2). Kullanilan yogunluktaki no-
MI’si %1.5 + 0.3 olarak saptanirken (Sekil 1A, 1B) kodazolun interfaz hiicrelerinin mikrotiibilisleri-
18-36. saatler arasinda %0.8 + 0.2 olarak; 6, 12 ve 18 ni etkilemedigi, 6te yandan mitoza yeni girmis,
saatlik nokodazol inkiibasyonu sonras: hiicrelerin ~ profaz asamasindaki hiicrelerin mikrotiibiiliisleri-
MT’leri sirasiyla %0.2 + 0.1, %4.1 + 0.3 ve %5.7 +  ni depolimerize ettigi izlendi. Bu degisiklik mikro-
0.4 olarak saptandi (Sekil 1A, 1B). Mitozdaki hiic- tibiilislerin kromozomlar etrafinda toplanmig
relerin mitoz figiirleri incelendiginde kontrol gru- seyrek kisa odaklar seklinde izlenmesine neden ol-
bundaki hiicrelerin %0.3 + 0.1’nin profazda, %0.9 du (Sekil 2).

TABLO 1: Kontrol grubu ve 6, 12, 18 saat siireyle nokodazol uygulanan gruplarin ilag sonrasi (0. saat) ve ilacin uzak-
lastirilip nokodazolsuz medyumda 6, 12, 24 ve 48 saat siireyle izlenmesi sonrasi MI’leri (her bir deney grup ve zamaninin 3
kez tekrarlanmasi sonrasi aritmetik ortalamalar + standart sapmalari olarak) gdsterilmektedir.
Belirli zamanlardaki Mi (ortalama =+ standart sapma)
Gruplar 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat
K 1503 1503 11202 0902 0702
6 0201 0902 0803 1.0£03 1.0£03
12 41+03 0401 0202 1.3+04 0602
18 5704 0.3+0.1 0.3£0.1 07+03 1203
M % M %%
7 7
& ab 61 ¢
5 5 W
Al i1
1 i 1 I
- " [
3 3 s
2 _ / 2 :
1 = Ao — : !
ﬂ H““‘-i/ ‘] . =
0 i 12 1% saal 0 & 12 24 48  saat
ﬂ = = [
Koatrol —=%-- 15 zaal nokodazol
—— Nokoderol e 17 saat nokodamol
—m— O saal nokodasol
- i Eontrosl

SEKIL 1: A) 6, 12 ve 18 saat siireyle nokodazol inkiibasyonlar sonundaki mitotik indeksler (Mi). Ozellikle 12. ve 18. saatteki Mi'lerin kontrollere oranla oldukga
arttigi gordliiyor. B) 6, 12, 18 saat siireyle nokodazol ile inkiibe edilen hiicrelerin nokodazolun yikanip uzaklastirimasi sonrasi 6, 12, 24 ve 48. saatlerdeki
Mi'leri. p< 0.05, a: Kontrolle; b: 6. saatle karsilagtinidiginda.
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SEKiL 2: 12 saatlik nokodazol uygulamasi sonrasi profaz ve interfazdaki hiicrelerin ardisik olarak 0.68 pm aralikla alinmis konfokal mikrograflari. Yesil sinyal:
Mikrottibtiliisler (anti o + B tubulin antikoru ve sonrasi FITC), Kirmizi sinyal: Gekirdek (7-AAD). Mikrottibtiliislerin interfaz hiicrelerinde sitoplazma iginde yaygin
oldugu, mitozdaki hicrelerde ise (oklar) ¢ekirdek etrafinda kisa mikrotiibiillis uzanimlar olarak bulundugu izlenmekte. Bar: 20 pm.

NOKODAZOL ILE HUCRE ES ZAMANLAMASI

Nokodazol etkisinin geri doniisimlii olup olmadi-
gin1 gormek ve hiicre es zamanlamasi i¢in uygun
zamani saptamak amaciyla hiicrelerin 6, 12 ve 18
saatlik nokodazol inkiibasyonlar1 yapilip nokoda-
zol yikanip uzaklagtirildiktan sonra 6, 12, 24 ve 48
saatlik ilagsiz ortam ic¢inde kiiltiirleri yapildi. Mi-
toz figiirleri izlenerek MI’leri saptand (Sekil 1B, 2).
Buna gore, 6 saatlik nokodazol ile inkiibasyon son-
ras1 nokodazolun uzaklastirildig: 6, 12, 24 ve 48. sa-
atlerdeki MI'ler sirasiyla %0.9 + 0.2, %0.8 + 0.3,
%1.0 + 0.3, %1.0 + 0.3 oldu. Bu durum 12 saatlik
nokodazol sonrasi ilagsiz ortamla ayni siirelerde
kiltiir edilen hiicreler i¢in; %0.4 + 0.1, %0.2 + 0.2,
91.3 + 0.4, %0.6 + 0.2 olur iken; 18 saatlik noko-
dazol sonrasindaki ilagsiz ortamla yukarida belirti-
len siirelerdeki kiiltiir sonunda M1’ler %0.3 + 0.1,
9%0.3 £ 0.1, %0.7 £ 0.3, %1.2 + 0.3 oldu (Tablo 1). 18
saat nokodazol uygulamas: sonrasi nokodazolun 6
saat siireyle uzaklastirildigi grup ve kontrol grubu
arasinda (p< 0.007); 12 ve 18 saat nokodazol uygu-
lanmasini izleyen 12 saat siireyle nokodazolsuz in-
kiibasyon gruplariyla kontrol grubu arasinda (p<
0.02; p< 0.02, sirasiyla) ve 12 saat nokodazol uygu-
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lamasini izleyen 24 saatlik nokodazolsuz inkiibas-
yon grubuyla kontrol grubu arasinda (p< 0.02) an-
laml farklilik oldugu izlenmistir. Bu sonuglar
1s181nda; hiicrelerin %99.8’inin interfazda oldugu,
12 saatlik nokodazol sonras1 nokodazolun uzaklas-
tirildig1 12 saatlik inkiibasyonun en etkili es zam-
anlama yontemi oldugu belirlendi (Sekil 1B).

I TARTISMA

Hiicre dongiistiniin farkl fazlarinda bulunan me-
meli hiicrelerinin ¢ogunlugunu ayni fazda tutma
yetenegi (hiicre es zamanlamasi) hiicre dongiisii
boyunca gerceklesen 6nemli biyokimyasal olaylar1
anlamak i¢in gereklidir.”® Hiicreleri sallamak (sha-
ke-off), serum miktarini azaltmak ve hidroksiiire,
afidikolin ve metotreksat gibi cesitli kimyasallarin
kullanimi hiicre es zamanlamast i¢in daha 6nce uy-
gulanan yontemlerdir.?!?* Ancak bu yontemlerin
hemen hepsi hiicrelerde kalic1 fiziksel veya meta-
bolizma degisiklikleri olusturduklar: i¢in giinii-
mizde pek tercih edilmezler. Sonodanin
caligmasinda hiicreler santrifiij yontemiyle eg za-
manlanarak G1, S veya G2 fazlarina, ardigtk noko-

dazol ve mimosin kullanimiyla da G1-S asamasina
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ulastirilmis, ancak sonugta yan etkilerinden dolay:
ila¢ kullaniminin tercih edilmemesi gerektigi be-
lirtilmigtir.’ Lazer akim sitofluorometri teknigi kul-
lanilarak HTC hiicrelerinin (karaciger karsinom
hiicreleri) kolsemid, hidroksiiire ve nokodazol var-
higinda hiicre dongiisti incelenmis; kolsemidin tek
basina ya da hidroksiiire ve nokodazol varliginda
metafaz asgamasindaki hiicrelerin birikimine neden
oldugu ve bir DNA polimeraz inhibitérii olan afidi-
kolinin nokodazol ile birlikte hiicreleri G1-S sini-
rinda es zamanladigy izlenmistir.® Bizim
caligmamizda, kiiltiire edilen Vero hiicrelerini eg
zamanlamak i¢in kullanilan nokodazolun 6, 12 ve
18 saatlik degisen siirelerdeki etkileri ve bu etkile-
rin geri doniisiimli olup olmadig: arastirildi. Cho
ve ark. HelLa hiicreleri tizerine 100 ng/mL nokoda-
zolun etkilerini aragtirdiklarinda; G2-M fazindaki
hiicre sayisinin ve bunun yaninda hiicre apopito-
zisinin arttigini saptamuglardir.” M1 6 saatlik inkii-
basyon sonunda %45, 12 saat sonunda %75, 18 ve
24. saatlerde ise %90 olarak bildirilmigtir. Bu bul-
gu nokodazolun Hela hiicrelerini e zamanladig:-
n1 gostermektedir. Oysa bizim ¢aligmamizda aymi
doz ve siiredeki nokodazolun Vero hiicrelerinin
MT’ni, her ne kadar arttirmig olsa da en fazla %6’la-
ra ¢ikardigi izlenmigtir. Bu farklilik bir kanser hiic-
re hatt1 olan Hela hiicreleriyle, Vero hiicrelerinin
yapisal farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir. Ote
yandan Cooper ve ark. tarafindan yayinlanan bir
calismada, nokodazolun hiicre es zamanlamasi icin
kullanilmasinin uygun olmadig belirtilmektedir.”
Arastirmacilar L1210, yiizeye yapigsmayan (nonad-
herent), fare 16semi hatt1 {izerine 0.01 ve 1 pg/mL
yogunluktaki nokodazolun 19 saat siireyle etkisini
degerlendirdiklerinde 1 pg/mL’lik nokodazolun
hiicre bityiikligiini arttirdigi ve DNA iceriginin
nokodazol ile inkiibe edilmeyenlerden farkl oldu-
gunu belirtmektedirler. Her iki grup arasinda bu
farkliligin olmasi nokodazolun iyi bir hiicre es za-
manlayici olmadig seklinde yorumlanmistir. Bu-
nunla beraber, nokodazolun uzaklastirilarak hiicre
es zamanlamas1 yapilmasini da hiicre biyiikligi,
DNA paterni gibi gesitli hiicre karakterlerini degis-
tirdigi gerekgesiyle kabul etmemektedirler. Ancak,
onlarin ¢aligmalarinda kullanilan nokodazol dozu
bizim kullandigimiz doz ile kargilagtirildiginda 10
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kat daha yiiksektir. Nokodazolun diisiik dozlarinin
ise ayni etkiye sahip olup olmadig1 belirtilmemistir.
Ayrica Cooper ve ark.nin ¢alismasinda hiicre olarak
bir kanser hiicre tiirtintin kullanilmas: nedeniyle,
normal hiicre tiirtinden farklilik gosterip goster-
meyecegi de acik degildir. Ayni ekibin diger 2 ¢a-
ligmasinda memeli hiicrelerinin  serumsuz
birakilmasinin da hiicreleri es zamanlamak icin uy-
gun olmadig ifade edilmekle birlikte ideal bir es
zamanlama yontemi de 6nerilmemistir.?®?* Samake
ve Smith ise nokodazolu yariklanma (cleavage) asa-
masindaki sigir embriyonlarinin hiicre déngiisint
durdurmak ve blastomerleri es zamanlamak igin
kullanmiglardir.® 0.4 pg/mL ve tizeri yogunluktaki
nokodazolun hiicre boliinmesini durdurdugunu,
nokodazolun uzaklastirilmasindan sonra ise yarik-
lanma evresinde durmakta olan embriyonlarin ge-
lisimlerine devam ettiklerini, 3-5 saat i¢inde
interfaz agamasina gectigini ve 6 saat sonra DNA
sentezinin yeniden baslatildigini saptamislardir.
Ote yandan, her ne kadar hiicre sayis1 ve zona pel-
lisidadan ¢ikma (hatching) orani azalmig olmakla
birlikte blastosist agamasina ulagma oranlari anlam-
11 sekilde etkilenmemistir. Arastirmacilar bu sonug-
lar 15181nda nokodazolun sigir embriyonlarini eg
zamanlamak i¢in kullanimini 6nermektedirler.3

Beswick ve ark. 0.16-16 pM yogunluklarinda-
ki nokodazolun kronik lemfositik 16semi hiicrele-
rinde Bcl-2 ekspresyonunu baskilayarak apopitozisi
uyardigini ve bunun kaspaz ile iligkili oldugunu
gostermislerdir.’! Tkegami ve ark.nin caligmalarin-
da nokodazolun zebra balig1 embriyonlarinda me-
tafazda hiicreleri durdurdugu ve kaspaz yolag:
iizerinden apopitozisi arttirdif izlenmistir.>* Ben-
zer sekilde, biz de, 6. saatte ¢ok daha yogun olmak
iizere nokodazol uygulamasini izleyen hiicre mor-
folojilerinin incelenmesi sonucunda apopitotik
hiicre 6limiinin arttigini saptadik. Kook ve ark. da
nokodazolun Rat-1 hiicrelerinde morfolojik degi-
siklikler, DNA fragmantasyonu ve sonunda hiicre
olimiine yol agarak apopitozisi uyardigini; nor-
malde yass1 olan hiicrelerin yuvarlaklastigini ve
tiim bu degisikliklerin p130cas, p125 ve paksilin gi-
bi fokal adezyon proteinleriyle iligkili oldugunu ve
bcl-2 ile bu degisiklerin engellendigini gostermis-
lerdir.®
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Nokodazolun hiicre es zamanlamasini sagla-
mas1 mikrotiibiiliisleri depolimerize edici etkisin-
den kaynaklanmaktadir. Boylece hiicreler mitozu
tamamlayamamaktadir.'*”> De Brabander ve ark.
PTK2 hiicrelerinin 1 ya da 10 pg/mL dozdaki noko-
dazol ile inkiibasyonun 6zellikle sentromerle iligki-
li mikrotiibiiliislerin kaybina neden olup sadece
sitoplazma iginde bir iki bolgede mikrotiibiiliis var-
Liginin bulundugunu, ancak ilacin uzaklastirilma-
sindan sonra kinetokor ve sentromer bolgelerinde
giderek artan oranda kii¢iik mikrotiibiiliis birikimi-
nin izlendigini saptamislardir.3* Ayrica kinetokor
niikleasyonunun sadece metafaz asamasindaki yo-
gunlagmis kromozomlarla iligkili oldugunu, buna
kargin profazdaki kromozomlarla iliskisinin ¢ok az
oldugunu da bildirmislerdir. Yine aym1 ¢aligmada
diisiik doz (0.1 pg/mL) nokodazolun varliginda hiic-
relerin mitozda kaldig1, mikrotiibiiltislerin kineto-
kor ve sentrozomla iligkili kisa yapilar olarak
izlendigi, nokodazolun uzaklastirilmasindan sonra
ise bu kisa mikrotiibiiliislerden niikleasyonla uzadi-
g1 ve boylece hiicrenin dongiistiniin kaldig: yerden

stirdigt belirtilmistir.3* Biz de ¢aligmamizda aym
dozdaki nokodazolun interfaz hiicrelerinde mikro-
tiibtiliisleri anlamli bir sekilde etkilemezken mitoza
giren hiicrelerde mikrotiibiiliislerinin depolime- ri-
zasyonuna bagl cekirdek etrafinda toplanan kisa
yapilar olarak bulundugunu saptadik.

Ozetle, bu calisma Vero hiicre hattinin es za-
manlamasi i¢in uygun doz ve siiredeki nokodazol
uygulamasinin kullanilabilecegini gostermistir. Bu-
nunla birlikte nokodazolun apopitozisi de uyardig:
g6z ardi edilmemeli, apopitozisin yapilacak c¢alis-
manin sonuglarini etkilemesi olasilif1 varsa hiicre
es zamanlamasi i¢in nokodazol yéntemi tercih edil-

memelidir.
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