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OZET

Doktora Tezi
Dikumaroliin Bir Antikanser Ajan1 Olarak Mitotik ve Mayotik Hiicreler Uzerine Etkileri
Duru Aras
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigsman: Prof. Dr. Alp Can

Cesitli kanser hiicre hatlarinda bazi kumarin tiirevlerinin antikanser etki gosterdigi bilinmektedir. Son
yillarda yapilan ¢aligsmalar, bir kumarin tiirevi olan dikumaroliin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre
¢ogalmasini baskiladigini, bazi antikanser ajanlarinin sitotoksik etkilerini degistirdigini ve pankreas
kanseri hiicrelerinde apopitotik hiicre 6liimiinii arttirdigini ortaya koymaktadir. Yaygin olarak kullanilan
bazi antikanser ajanlari gonad yetmezligine ve buna bagli olarak infertiliteye neden olmaktadir.
Calismamizda dikumaroliin bir antikanser ajani olarak klinik kullanim potansiyelinin dogurganligin
korunmasi yoniinden degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla disi BALB/c farelerin
ovaryumlarindan ovositler ve bunlar1 barindiran graniiloza hiicreleri izole edilmistir. Dikumarol
uygulanan ovositlerin in vitro matiirasyonlar1 izlenerek, metafaz-1I agamasina ulasan ovositler mayoz
mekigi ve kromozom morfolojileri agisindan degerlendirilmistir. Dikumaroliin graniiloza hiicrelerinde
hiicre ¢ogalmasi, canlilik oranlar1 ve apopitotik hiicre 6liimiine etkileri Vero (maymun bdbrek epiteli) ve
MCF-7 (insan meme kanseri) hiicre hatlariyla karsilastirmali olarak gosterilmistir. Intraperitoneal olarak
dikumarol uygulanan farelerde ovaryumun farkli bilesenlerinde apopitozun degisimi incelenmistir.

Calismamizda dikumaroliin Vero ve MCF-7 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasin1 baskiladigi, canlilik
oranlarim diisiirdiigii ve apopitotik hiicre 6liimiinii arttirdigi gézlenmistir. Doz ve siire bagimli bu etkiler
graniiloza hiicrelerinde izlenmemistir. In vivo veya in vitro dikumarol uygulamasmin ovosit
matiirasyonunu engellemedigi belirlenmistir. Metafaz-II evresine ulasan ovositlerde mayoz mekigi ve
kromozom morfolojileri normal goriiniimde izlenmistir. In vivo dikumarol uygulanan farelerin
ovaryumlarinda apopitotik hiicre Sliimiinde bir artisa rastlanmamistir. Hiicre boliinmesi iizerine etkili
olmasi beklenen bir antikanser ajaninin hiicre ¢ogalmasini baskilarken ve/veya hiicre 6liimiinii uyarirken
saglikli hiicrelere zarar vermemesi istenir. Bu c¢er¢eveden bakildiginda elde ettigimiz bulgular
dikumaroliin ideal bir antikanser ajani oldugunu ortaya koymaktadir.

Dikumarol bir hiicre i¢i oksidorediiktaz olan NQO1’in inhibitoriidiir. Son yillarda dikumaroliin
mikrotiibiiliisleri stabilize edebildigi one siirlilmektedir. Farkli calismalar dikumaroliin antikanser
etkilerini  NQO1 proteininin inhibisyonu veya mikrotiibiiliis stabilizasyonuyla aciklamaktadir.
Calismamizda her iki hipotez de su gerekgelerle reddedilmistir: 1) Vero hiicrelerinde NQO1 ifadesine
rastlanmamistir. 2) Dikumarol uygulanan Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde mitozun
duraklamadig1 gosterilmistir. 3) Dikumarol uygulanan germinal vezikiil evresindeki ovositler mayoz
bolinmelerini tamamlamistir. Calismamizda Vero ve MCF-7 hiicreleri kiiltiir ortaminda hizli ¢ogalan,
graniiloza hiicreleri ise yavas ¢ogalan hiicreler olarak tanimlanmistir. Buna gore dikumaroliin antikanser
etkileri hiicrelerin ¢ogalma hizlariyla iliskili olabilir. ilerleyen calismalarda bu iliskiyi diizenleyen
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: literatiire 6nemli katki saglayacaktir.
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ABSTRACT

PhD Thesis
Effects of Dicoumarol on Mitotic and Meiotic Cells as an Anticancer Agent
Duru Aras
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Prof. Alp Can

It is known that certain coumarin derivatives indicate anticancer effects at various cancer cell lines.
Recent studies suggest that dicumarol, a coumarin derivative, suppresses cell proliferation in various
cancer cell lines, changes cytotoxic effects of certain anticancer agents and increases apoptotic cell death
at pancreatic cancer cells. Some widely used anticancer agents consequently lead to gonadal failure and
thus infertility. This study targets to assess the potential clinical use of dicumarol as an anticancer agent
in terms of fertility preservation. For this purpose, oocytes and surrounding granulosa cells were isolated
from the ovaries of female BALB/c mice. In vitro maturation of dicoumarol treated oocytes were
monitored. Metaphase-II stage oocytes were examined in terms of meiotic spindle and chromosome
morphology. Dicumarol’s effects on cell proliferation, viability and apopitotic cell death in granulosa
cells, as well as Vero (monkey kidney epithelial) and MCF-7 (human breast cancer) cell lines were
determined. Apopitotic changes in the ovaries of dicoumarol treated mice were marked.

The study has shown that dicumarol suppresses cell proliferation, decreases viability and increases
apopitotic cell death in Vero and MCF-7 cells. The dose and duration dependent effects were not
observed in granulosa cells. It is also determined that in vivo or in vitro dicumarol application doesn’t
block oocyte maturation. Meiotic spindle and chromosome morphology of metaphase-II stage oocytes
were normal. Ovaries of dicoumarol treated mice had shown no significant change in apopitosis. Cell
division targeted anticancer agents are expected to inhibit cell proliferation and/or induce cell death
without damaging healthy cells. From this point of view our findings reveal that dicumarol is an ideal
anticancer agent.

Dicumarol is an inhibitor of NQO1 protein which is an intracellular oxidoreductase. In recent years it
has been suggested that dicumarol is able to stabilize microtubules. Different studies disclose the
anticancer effects of dicumarol as the inhibition of NQOI1 or the stabilization of microtubules. In our
study both hypothesis were rejected due to following reasons: 1) No NQO1 expression was observed in
Vero cells. 2) No pause in mitosis has been shown in dicumarol treated Vero, MCF-7 or granulosa cells.
3) Dicumarol treated germinal vesicule stage oocytes has completed meiosis in given time. In our study
Vero and MCF- 7 cells were described as rapidly proliferating cells in culture media, where granulosa
cell proliferation is gradually slow. Accordingly dicumarol’s anticancer effects may be associated with
the proliferative properties of the cells. Following studies enlightening the molecular mechanisms
regulating this relationship will provide an important contribution to the literature.

2014, 107 pages
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1. GIRIS

Kanser diinyada en sik karsilasilan 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra ikinci sirada yer almaktadir. 2007 yilinda tim diinyada gerceklesen oOliimlerin
yaklasik %13’ kanserden kaynaklanmaktadir. Kanserin yol a¢tigi oliimlerin oram
Afrika’da (muhtemelen enfeksiyon ve kazalar nedeniyle gerceklesen 6liimlere bagl olarak)
yalniz %4’ken, Kuzey Amerika’da bu oran %?23’e kadar ¢ikmaktadir. Her yil tiim kanser
tiplerine baglh Oliimlerin basinda yilda 1,4 milyon 6liimle akciger kanseri gelmektedir.

Bunu mide, karaciger, kalin bagirsak ve meme kanserleri izlemektedir (1).

Artan kanser sikhigina karsilik olarak gelistirilen teknolojiler sagkalim oranlarini
arttirmaktadir. Diinyada her yil 10,9 milyon kisiye kanser tanis1 konmaktadir. Son bes yil
icinde kanser tanis1 konmus kisilerden 24,6 milyonunun halen hayatta oldugu tahmin
edilmektedir. Bu kisilerin yaklasik yaris1 Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da yasamaktadir.
En sik karsilagilan kanserler akciger, meme ve kalin bagirsak kanserleridir. Gelismekte olan
ilkelerde kansere yakalanma riskindeki artisin 2025 yilina kadar devam edecegi, gelismis

tilkelerde ise sabit diizeyde kalacagi dngoriilmektedir (2).

Kanser tedavisi temel olarak kanserin tipine ve evresine gore planlanir. Kanser tedavisinde
siklikla kullanilan yontemlerin basinda tek baslarina veya birlikte uygulanabilen cerrahi,
radyoterapdtik ve kemoterapotik yontemler gelmektedir (3). Bazi kanser tiirleri cesitli
radyoterapi ve kemoterapi uygulamalarina kars1 direng gelistirmistir veya gelistirmektedir
(4). Kemoterapi uygulamalarinin sik gdzlenen bulanti, kusma, istah kaybi, zayiflama,
halsizlik ve kan hiicrelerinde azalma gibi yan etkileri hastalarin yasam kalitelerini
diisiirmektedir. Baz1 kanser ilaglarinin uygulandigi hastalarda tedaviden yillar sonra l6semi
gelisme riski artmaktadir (3). Yaygin olarak kullanilan bazi kanser ilaglar1 gonad

yetmezligine ve buna bagli olarak infertiliteye neden olmaktadir (5-7).

Infertilite bir yildan uzun siireli diizenli cinsel iliskiye karsin gebe kalamama durumu
olarak tamimlanir . Insanda infertilitenin giderilmesine yonelik tedavi yaklagimlari ilk kez
1978 yilinda uygulanmaya baglamistir. Yillar icinde gelisen yeni teknikler ve teknolojiler
giiniimiizde Yardimla Ureme Teknikleri (YUT) bashg: altinda toplanmistir (8). Kelime
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anlam1 “dondurma yoluyla saklama” olan “kriyoprezervasyon” YUT de ilk kez 1776
yilinda hayvan spermlerinde yavas dondurma yontemiyle gerceklestirilmistir. Bu yontemle
dondurulan spermlerde ¢6zme sonrasi hareketlilik tespit edildigi 1938 yilinda bildirilmistir.
Ilerleyen yillarda tavsan ovositlerinin kriyoprezervasyonu gerceklestirilmis, 1977 yilinda
dondurulup ¢oziilen fare ovositleriyle fertilizasyon ve canli dogumlar bildirilmistir (9). in
vitro fertilizasyon (IVF) YUT de en sik kullanilan ydntemlerden birisidir (8). Insanda IVF
sonrast dondurulup c¢oziilen embriyolarla ilk gebelik 1983 yilinda ve ilk dogum 1984
yilinda elde edilmistir. Insan ovositlerinin kriyoprezervasyonu embriyo dondurma
islemlerine alternatif olarak, dogabilecek etik ve yasal sorunlarin ¢oziimi igin
gelistirilmistir. Ancak halen uygulanmakta olan protokollerle elde edilen yetersiz canlilik
ve fertilizasyon oranlar1 yontemin YUT’de rutin olarak kullanimini kisitlamaktadir. Buna
karsin ovosit kriyoprezervasyonu prematiir over yetmezligi, pelvik hastaliklar, ameliyat ve
radyoterapi/ kemoterapi uygulamalari nedeniyle iireme kapasitesini kaybetme riski olan
kadinlarda tek ¢6ziim olarak gdosterilmektedir (9). Cocukluk c¢agi kanserlerinde gametlerin
dondurulmas1 miimkiin degildir. Son yillarda gonadlarin kriyoprezervasyonu alanindaki
gelismeler ¢ocukluk cagi kanserlerinde oldugu kadar, eriskin kadinlarda da dogurganligin
korunmasi yoniinden umut vericidir (7); ancak bu alandaki klinik aragtirmalarin sayist

heniiz yeterli saytya ulasmamaistir (9).

Cesitli kanser tiirlerinin baz1 kanser ilaglarina kars:1 gelistirdigi direng, kanser tedavilerinin
yukarida sozii edilen yan etkileri ve kanser hastalarinda dogurganligin korunmasina yénelik
tedavi segeneklerinin yetersizligi birlikte degerlendirildiginde yeni antikanser ajanlarinin
tanimlanmasina olan ihtiyacin giin gectikge arttig1 goriilmektedir. Bu amacla calismamizda
son yillarda 6ne c¢ikan yeni bir antikanser ajam1 olan dikumaroliin klinik kullanim

potansiyeli kanser hastalarinda dogurganligin korunmasi yoniinden ele alinmstir.
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2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Disi Ureme Sistemi
2.1.1. Folikiiler gelisim ve ovulasyon

Disi lireme sistemi bir ¢ift ovaryum, bir ¢ift tuba uterina, uterus, vajina ve dis genital
organlardan olusur. Ovaryumlar distan germinal epitel ad1 verilen tek katli yass: bir epitelle
cevrilidir ve korteks ve medulla olmak iizere iki boliime ayrilmistir. Medulla organin orta

kisminda gevsek bag dokusu yapisindadir ve kan damarlarindan zengindir (8).

Embriyonik yasam boyunca vitellus kesesini doseyen endodermal hiicreler gelisimin 6.
haftasinda ovaryumlara go¢ ederek oogonia (tekil; oogonium) adini alir. Oogonia
ovaryumlarin korteksinde mitozla ¢ogalir ve folikiil ad1 verilen 6zellesmis yapilar igine
yerlesir. Yeni dogan bir kiz ¢ocugunun ovaryumlarinda yaklasik 400.000 folikiil bulunur.
Folikiiller gelisim evrelerine gore primordial folikiiller, primer folikiiller, sekonder
folikiiller ve Graaf folikiilleri (olgun folikiiller) olmak {izere dorde ayrilir. Ovaryan
dongiintin folikiiler evresinde primordiyal folikiilden Graaf folikiilii gelisir (10) (Sekil
2.1.1.1.).

Ovaryum folikiillerinin gelisimi ve steroidogenez gonadotropinler (FSH; Follicle
Stimulating Hormone ve LH; Luteinizing Hormone), ovaryum stereoitleri ve folikiiler
hiicrelerin otokrin ve parakrin salgilartyla kontrol edilir. Puberteden sonra yalniz 400
folikiil ovulasyona ugrar, geri kalanlar dejenere olur ve atretik folikiil adin1 alir. Folikiiler
evre 6-12 ovositin gelisimiyle baglar. Bu gelisim FSH bagimlidir. Dongiiniin 6. giiniinde

yalmiz bir folikiil gelisimini siirdiiriir, digerleri atrezi denilen br olayla dejenere olur.

Primordiyal folikiil en ¢ok bulunan ve en kii¢iik (25 pm ¢apinda) folikiildiir. Bu folikiilde
disi gamet hiicresi olan ovosit graniiloza hiicreleri de denilen yassi1 folikiiler hiicrelerle
cevrilmistir. Primordiyal folikiiller fotal ovaryumda gelistikten sonra bir dinlenme evresine
girer ve burada bekler. Bekleme evresinden ¢ikan folikiillere primer folikiiller denir. Bunlar
tek tebakali veya ¢ok tabakali kiibik graniiloza hiicreleriyle cevrili olabilir. Folikiiler

hiicreler kendilerini ovaryumun stromasindan ayiran bir bazal lamina tarafindan
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desteklenir. Primer folikiil evresinde primer ovosit zona pellusida denilen glikoprotein bir

kilif sentezlemeye baslar. Zona pellusida graniiloza hiicrelerini ovositten ayirir.

Primordiyal O Mitoz
germ @

hicresi l Gonadlara gog
Mitoz
Oogonium @
1. mayoza giri Prenatal
—————— l———y——g—$————————————Puberte
Primordiyal Primer ovosit Postnatal
folikul Granlloza hicreleri

Primer .
folikiil @— Zona pellusida

Sekonder @ Ovosit ¢gekirdegi (Germinal vezikul)
folikl Buyiiyen

l graniiloza hiicreleri

Teka hiicreleri

Antrumda
foliktl sivisi

Granlloza hiicreleri

Graaf
folikUlt

Ovosit

Menstrial siklusun ortasinda
LH seviyesinde artis

2. mayoza giris

05029 0
08322.23% 1. kutup cisimcigi
o3 O . p cisimeigi
0‘m%Mayoz mek!gl
Jo5008 Zona pellusida

CL) @ - . .
° O:OOOOL Granliloza hicreleri

l Fertilizasyon

.. . . 1. ve 2. kutup cisimcikleri
Dollenmis ovosit | -
(zigot) Disi ve erkek
pronukleuslar

Sekil 2.1.1.1. Ovaryum Folikiillerinin Gelisimi ve Ovosit Matiirasyonu (11)



Kalinlagan zona pellusida ve hormonal uyaranlara yanit olarak siirekli boliinen graniiloza
hiicreleri sekonder folikiilii olusturur. Folikiilii ¢evreleyen stromal hiicreler teka denilen
hiicresel bir kapsiil yapar. Bu kapsiil daha sonra teka interna ve teka eksterna olmak {izere
iki tabakaya farklanir. Teka interna tarafindan sentezlenen bir androjen dnciilii testesteron
iiretimi i¢in graniiloza hiicrelerine tasmir. Daha sonra testesteron aromataz enzimi
tarafindan Ostradiyole cevrilir. Teka eksterna bag dokusundan olusur ve ovaryum

stromasiyla devam eder.

Bu sirada graniiloza hiicreleri arasinda Call-Exner cisimleri denilen kiiciik hiicreler arasi
bosluklar olusur. Bu bosluklar folikiil sivis1 igerir ve zamanla birleserek daha biiyiik bir
bosluk olan antrumu yapar. Antrumun olusumuyla ovositi ¢evreleyen graniiloza hiicreleri
yeniden diizenlenir; ovositle folikiil duvar1 arasinda yer alan bir grup folikiiler hiicre
kumulus ovoforus adini alir. Ovositin bu hiicrelerle birlikte olusturdugu yapiya Kumulus-

Ovoforus Kompleksi (KOK) denir.

Graaf folikiilii en biiyiik folikiildiir. 15-20 mm c¢apindadir. Ovulasyondan hemen once
primer ovosit folikiil icinde eksentrik bir konum alir. Zona pellusidaya sikica yapisik tek
sirali folikiiler hiicreler korona radiyata olarak adlandirilir. Graaf folikiiliinde ovosit korona
radiyatayla birlikte kumulus ovoforustan ayrilir ve folikiil sivisi i¢inde serbestge ylizer. Bu
sirada folikiiler hiicreler sahip olduklari FSH reseptorlerine ek olarak LH reseptorleri

kazanirlar.

Menstrual siklusun ortasinda olgun folikiil ovaryum yiizeyinden disar1 dogru bir ¢ikinti
yapar. LH diizeyinin aniden artmasi sonucu teka eksterna i¢inde baslayan proteolitik
etkinlik Graaf folikiiliiniin yirtilmasini kolaylastirir. Ovosit ovaryum disina atilarak

ovaryumlara ¢ok yaklagsmis olan uterus tiiplerine gider. Bu olaya ovulasyon denir.

Ovulasyondan birkag saat once folikiiler hiicre tabakasi ve teka interna hormon salgilayan
bir bez olan korpus luteuma donlismeye baslar. Folikiiliin bazal membranm1 yikilir.
Baslangicta damarsiz olan folikiiler hiicre kiimesi icine kan damarlar1 girer. Antrum
bosluguna kan dolar ve pihtilasir yeni olusmus kan damarlar fibroblastlar ve kollajen lifler
tarafindan istila edilir. Folikiiler hiicreler folikiiler lutein hiicrelere doniiserek tipik olarak

steroit sentezleyen hiicre 6zellikleri gosterir ve FSH ve LH hormonlarina yanit olarak
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progesteron ve Ostrojen salgilarlar. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerine
dontiserek LH uyarisina yanit verir. Teka lutein hiicrelerinden androstenediyon ve
progesteron salgilanir. Androstenediyon daha sonra folikiiler lutein hiicrelerde dstrodiyole
cevrilir. Fertilizasyon olmamigssa korpus luteum ovulasyondan yaklasik 14 giin once
gerileme evresine girer. Fertilizasyon ve devaminda trofoblastlardan HCG (Human
Chorionic Gonadotropin) salinimi korpus luteumu biiytime yoniinde uyarir ve progesteron

ve Ostrojen liretimi siirer (10).
2.1.2. Mayoz Boliinme

Eseyli lireyen organizmalarda kromozom takimlari bir tiiriin tiim iiyelerinde ortak olan
otozomal kromozomlardan ve cinsiyete gore farklilik gdsteren cinsiyet kromozomlarindan
olusur. Diploid (2n) bir hiicre cekirdeginde her kromozomun birbirine benzer iki tipi
bulunur. Bunlar homolog kromozomlar olarak adlandirilir. Homolog kromozomlardan biri

disi ebeveynden, digeri erkek ebeveynden kaynaklanir.

Somatik hiicrelerin diploid, germ hiicrelerinin ise haploid (n) sayida kromozom igerdigi ilk
kez 1883 yilinda kesfedilmistir. Buna gore germ hiicreleri mitozdan farkli olarak
kromozom sayisinin yartya indirildigi 6zellesmis bir boliinme tiiriine ihtiya¢ duyar. Bu
boliinme tiirli Yunanca’da azalmak anlamina gelen meiosis (mayoz) olarak adlandirilmistir
(Sekil 2.1.2.1.). Mayoz boliinmede hiicre dongiisiiniin S evresinde kopyalanan DNA 6nce
homolog kromozomlarina (metafaz-I; MI), ardindan kardes kromatidlerine (metafaz-II;
MII) ayrilir. 1. mayoz bélinmenin profaz evresinde homolog kromozomlar arasinda
genetik rekombinasyon gergeklesir. Yeni dogacak bireyler arasinda genetik ¢esitliligi

saglayan bu olay eseyli liremenin dogal se¢ilimdeki en 6nemli avantajlarindandir.

Diside dogumdan sonra puberteye kadar ve pubertede folikiiler evre boyunca profaz-1’de
bekleyen ovosit birinci mayoz bdliinmesini ovulasyondan hemen 6nce tamamlar. Birinci
mayoz bdliinme sonunda sekonder ovosit ve 1. kutup cisimcigi olugur. Sekonder ovosit MII
evresine ulastiginda mayoz boliinme durur. Fertilizasyon gergeklestiginde sekonder ovosit
haploid duruma ulagsmak {izere ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar ve 2. kutup cisimcigini
olusturur. Kutup cisimciklerinin varligi ovositin mayozun hangi evresinde oldugunun

anlagilmasina yardimer olur. MII evresindeki fertilizasyona hazir ovositler olgun (matiir)
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ovositler, MI evresindeki ve ¢ekirdek zarimin heniiz yikilmadigi germinal vezikiil (GV)
evresindeki ovositler olgun olmayan (immatiir) ovositler olarak smiflandirnlir. GV
evresinden MII evresine uzanan bu siire¢ ovosit matiirasyonu olarak bilinir (Sekil 2.4.1.1.

ve 2.1.2.2.).

Kardesg
kromatidlerin
ayrilmasi
Homolog Kardes Genetik ) Homololg
kromozomlar kromatidler ~ rekombinasyon romozomiarin
‘ ayrilmasi
@ - .» i “.>
Diploid
) > — P sy Haploid
G S G, 1. mayoz 2. mayoz

Sekil 2.1.2.1. Mayozun Evreleri (12)

Sekil 2.1.2.2. Ovosit Matiirasyonunun Farkli Asamalar
Solda GV, ortada MI ve sagda MII evresinde insan ovositlerinin invert mikroskop goriintiileri
izlenmektedir.

Bazen mayoz sirasinda kromozomlar dort haploid hiicreye esit olarak dagilmaz. Bu gibi
olagan dis1 mayoz boliinmeler birinci veya ikinci metafazda kromozomlarin diizgiin
ayrilamamasindan kaynaklanir (Sekil 2.1.2.3.). Bu tiir ayrilma hatalarinin bircogu disilerde

gerceklesir ve ilerleyen anne yastyla artar. insanda hatali ayrilma sikhigmin yiiksek olusu
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(mayoz boliinmelerin yaklasik %10’u) yiiksek orandaki erken gebelik kayiplarinin bir

nedeni olabilir.
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Sekil 2.1.2.3. Mayozda kromozomlarin dogru ayrilamamasi

Gerek somatik hiicreler, gerekse germ hiicreleri boliinmeden 6nce hiicre dongiisii olarak

bilinen ve siki denetim mekanizmalariyla kontrol edilen bir hazirlik evresinden geger.
2.2. Hiicre Dongiisii ve Denetim Mekanizmalar:

Canli organizmalar genetik bilgiyi sonraki nesillere aktararak kendilerini ¢ogaltirlar. Hiicre
kendi basina ¢cogalan en kiiciik birimdir ve biitiin canli tiirlerinde genetik bilginin aktarimini
saglar. Canli organizmalarin bir¢ogu tek hiicrelidir, digerleri hiicre gruplarinin 6zelleserek
farkli gorevler iistlendigi bliylik ve ¢ok hiicreli yapilardir. Gerek bakteriler gibi basit tek
hiicreli canlilar, gerekse insan gibi karmasik cok hiicreli canlilar baslangigta tek bir
hiicrenin bdliinmesiyle olusurlar. Hiicre dongiisii hiicrenin biiyiikliigiiniin ve igeriginin iki

katina c¢iktig1 ve ardindan hiicre boliinmesinin gerceklestigi olaylar dizisidir. Hiicre
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dongiisiiniin en temel islevi genetik olarak es iki yavru hiicrenin olusumudur. Genetik
materyal olan DNA’nin kopyalanmas1 hiicre dongiisiiniin S (Sentez) evresinde gerceklesir.
Tipik bir memeli hiicresinde S evresi 10-12 saat siirer, bu siire hiicre dongiisiiniin yaklagik
olarak yarisidir. S evresini kardes kromatidlerin zit kutuplara ayrildigi ve hiicrenin
boliindiigii M (Mitoz) evresi izler. M evresi tipik bir memeli hiicresinde bir saatten kisa
siirede tamamlanir. Okaryotlarda S/M evreleri arasinda G, (Gap 2) ve M/S evreleri arasinda
G; (Gap 1) evreleri hiicrenin protein kiitlesini ve organellerini iki katmna ¢ikarmasi ve
hacimce biiylimesi i¢in gereklidir. G; evresinin sonunda hiicre dist kosullarin uygunluguyla
biiylime ve boliinme sinyallerinin varlig1 denetlenir. Kosullar elverisli, biiylime ve boliinme
sinyalleri mevcutsa hiicre dongilisii S evresiyle devam eder. Kosullar elverisli degilse hiicre
G evresini yavagslatabilir veya Gy (Gap 0) evresine gecebilir. Go evresi hiicrenin yeniden
cogalmaya baslamadan once giinler, haftalar ve hatta yillar boyunca kalabilecegi 6zel bir
durgunluk evresidir. G;, S ve G, evreleri bir arada interfaz adini alir. Interfaz 24 saatlik bir
hiicre dongiisiiniin yaklagik 23 saatini olusturur. Gy evresi hiicre veya organizma 6liinceye

kadar siirebilir (13) (Sekil 2.2.1.).

Okaryotlarda hiicre dongiisii karmasik bir diizenleyici protein ailesi tarafindan yonetilir.
Siklin bagimli kinazlar (Cdk; Cyclin dependent kinase) ve bunlara baglanan siklinler bu
proteinlerin baginda gelir. Siklinler baglandiklar1 Cdk’nin ii¢ boyutlu yapisini degistirerek
hiicre dongiistinde islev goren proteinlerin fosforilasyonunu saglarlar (14). Omurgalilarda
hiicre dongiisiinde gorev alan bashica Cdk’ler ve ilgili siklinler Cizelge 2.2.1.’de
Ozetlenmistir. Goriildiigii gibi birden fazla siklin aymt Cdk’ye baglanabilir. Cdk
substratlarina erigebilirlik hiicre dongiisii boyunca degisir (Ornegin M evresinde gorev alan
baz1 proteinler fosforillenme i¢in yalmiz G, evresinde mevcuttur). Boylece farkli hiicre
dongiisii olaylar1 farkli Cdk-siklin kompleksleri tarafindan yonetilir. Omurgalilarda
siklinler Cdk’lere baglandiklar1 hiicre dongiisli evresine gore dort smifa ayrilirlar: G-
siklinler, Gy/S-siklinler, S-siklinler ve M-siklinler. Gi-siklinler ve Gi/S-siklinler G;
evresinin sonunda hiicreyi DNA kopyalamasina yonlendirirler. S-siklinler DNA

kopyalamasinin baglamasindan ve M-siklinler mitozun ilerlemesinden sorumludurlar (13).
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Sekil 2.2.1. Hiicre Dongiisiiniin Evreleri (12)

Cizelge 2.2.1. Omurgalilarda Hiicre Déngiisiinde Gérev Alan Baglica Cdk’ler ve ilgili Siklinler (13)

Hiicre dongiisii evresi Cdk Tigili siklin
G, Cdk4, Cdk6 Siklin D (Memelilerde D1, D2 ve D3)
G./S Cdk2 Siklin E
S Cdk2 Siklin A
M Cdk1 Siklin B

Memelilerde DNA hasaria duyarli denetim noktalar1 ge¢ G; ve ge¢ G evrelerinde S ve M
evrelerine gecisi diizenlerler. Ge¢ G; evresinde DNA hasari tespit edilirse p53 proteini S
evresine gegisi gen diizeyinde baskilar (Sekil 2.2.2.). Ge¢ G evresinde DNA hasar tespit
edilirse Cdc25 (Cell division cycle 25) fosfatazin inhibisyonu M evresine gecisi engeller
(13). Omurgalilarda hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol oynayan bu ve diger belli bash
proteinler islevleriyle birlikte Cizelge 2.2.2.’de 6zetlenmistir. M evresinde yer alan denetim

noktalar1 “Mitoz boliinme” baslig altinda anlatilmistir.
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Sekil 2.2.2. DNA Hasarina p53 Yanit1 (13)

Normal kosullarda Mdm?2 (Mouse double minute 2) p53’ii ubikitinleyerek degredasyon yoniinde
uyarir. DNA hasarinda ¢esitli protein kinazlar p53°i fosforiller ve Mdm2 p53°ten ayrilir. Yiiksek
miktarda p53 birikimi p21°1 kodlayan gen bdlgesini uyarir. Bir siklin kinaz inhibitorii (CIK; Cyclin
Kinase Inhibitors) olan p21 G, ve G,/S evrelerine 6zgii Cdk-siklin komplekslerini etkisizlestirir ve
S evresine gegis baskilanir.
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Cizelge 2.2.2. Omurgalilarda Hiicre Dongiisiiniin Denetiminde Gorev Alan Baglica Proteinler (13)

Protein ailesi Adi islevi
Cdk
. o Cdk’leri 6zel bir bolgeden fosforilleyerek etkinlestirir,
etkinlestirici
) eklenen fosfat etkinlestirici fosfat adin1 alir
kinaz
CdK’leri degistiren Cdk’leri etkinlestirici fosfata yakin bir bolgeden ikinci
protein Kinazlar ve ) kez fosforilleyerek etkisizlestirir, eklenen fosfat
Weel kinaz

protein fosfatazlar

engelleyici fosfat adin1 alir, baglica gérevi M evresine

gecisi durdurmaktir

Cdc25 fosfataz

Cdk’lerden engelleyici fosfati kaldirir, baslica gorevi M

evresine gecisi saglamaktir

Cdk engelleyici

proteinler

p27

G//S ve S evrelerine 6zgii Cdk’leri etkisizlestirir,
baglica gorevi farklanan hiicrelerin hiicre dongiisiinden

¢ikmasini saglamaktir

p21

p53 tarafindan gen diizeyinde etkinlestirilir, baglica
gorevi DNA hasari sonrasi G/S ve S evrelerine 6zgii
Cdk’leri etkisizlestirmek ve S evresine gegisi

durdurmaktir

plé

G evresine 6zgii Cdk’leri etkisizlestirir, kanserde

siklikla baskilanir
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Cizelge 2.2.2. (devam) Omurgalilarda Hiicre Dongiisiiniin Denetiminde Goérev Alan Baslica
Proteinler

SCF (Skp, Cullin, Bagsta Cdk engelleyici proteinler olmak iizere G,
F-box containing evresi denetim noktalarinda gorevli proteinlerin
complex) ubikitinlenmesini uyarir
APC (Anaphase o - .
M-siklinlerin ubikitinlenmesini uyarir, baslica gérevi
T, Promoting o
Ubikitin ligazlar ve metafazdan anafaza ge¢isi saglamaktir
etkinlestiricileri Complier),
Cdc20 APC’yi etkinlestirir

APC etkinligini anafazdan sonra ve G| boyunca

Hetl (Cdhl) korur, baglica gérevi M-siklin yikimimin devamini
saglamaktir

Hiicre dig1 mitojenlere yanit olarak uyarilir, baslica

EOF gorevi G,/S-siklinler, S-siklinler ve DNA sentezi

i¢in gerekli proteinleri gen diizeyinde
Gen diizenleyici etkinlestirmektir
proteinler DNA hasarida uyarilir, baslica gorevi hiicre
; dongiisiinii durdurmak ve DNA hasarinin tamir
p3 : o
edilemedigi durumlarda programli hiicre 6liimiinii
uyarmaktir

2.2.1. Mitoz boliinme

Mitozun molekiiler temelleri G, evresinde atilir. Memelilerde siklin B (Cizelge 2.2.1.)
sentezi hiicre dongiisii boyunca siireklidir. G, evresinde siklin B’nin yikimi (Sekil 2.2.1.1.)
durdurulur ve M-Cdk birikimi baglar. M-Cdk’ler G, evresi boyunca Weel kinaz tarafindan
etkisizlestirilir ve M evresine gecerken Cdc25 fosfataz tarafindan etkinlestirilir (Cizelge

2.2.2.). DNA hasarinda bu mekanizma tersine isler (13) (bkz 2.2.).
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Etkin olmayan Etklnle§t|r|C| altbirim
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l M-siklinin
N = yikimi

Cdk Ubikitin (§)

R +

Ubikitinleyici enzimler

Sekil 2.2.1.1. M-siklin Yikiminin APC Tarafindan Uyarilmas1 (13)

Hiicrede M-siklin yapimi siireklidir. Mitozda anafazdan sonra ve G/S evrelerinde Cdc20 APC’yi
etkinlestirir. Etkin APC M-siklinleri ubikintileyerek degredasyon yoniinde uyarir. Boylece bu
evrelerde M-Cdk birikimi baskilanmis olur.

M-Cdk’ler mitozun birbirini izleyen 6 evresi (Sekil 2.2.1.2.) boyunca farkli gorevler
istlenirler. Profaz evresinde kromozomlarin yogunlasmasindan sorumlu kondensin (¢ok
altbirimli bir protein kompleksi) M-Cdk’ler tarafindan etkinlestirilir. Bu sirada birbirinin
esi iki sentrozom c¢ekirdegin disinda mitoz mekigini olusturmaya baslar. Prometafaz
evresinde M-Cdk’ler ¢ekirdek zarinin yapisinda bulunan lamin proteinlerini fosforiller.
Boylece cekirdek zari yikilir ve kromozomlar kinetekor bolgelerinden mitoz mekiginin
mikrotiibiiliislerine tutunur. Metafaz evresinde kardes kromatidler boliinme diizlemi
boyunca dogrusal olarak dizilir (12). Memelilerde her bir kinetekorun mikrotiibiiliislere
dogru bir sekilde baglanip baglanmadigi (kromozomlarin dogru dizilimde olup olmadig)
denetlenir. Kromozomlar dogru dizilimdeyse APC metafaz evresinden anafaz evresine
gecisi saglar (Sekil 2.2.1.3.). Anafaz evresinde mikrotiibiiliisler kardes kromatidleri zit
kutuplara ¢ekerler. Son derece 6zellesmis bu hareket dinamik instabilite adin1 alir ve M-
Cdk’lerin mikrotiibiiliis iliskili proteinleri (MAP; Microtubule Associated Proteins)

fosforillemesiyle saglanir (13). Metafaz/anafaz gecisi denetim noktasinda olusacak bir hata
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kardes kromatidlerin diizgiin olarak ayrilamamasina ve buna bagli olarak andploidiye
neden olabilir. Telofaz evresinde zit kutuplarda iki yavru g¢ekirdegin olusumu tamamlanir.
Ardindan sitoplazma aktin ve miyozin altbirimlerinden olusan kasilabilir bir halka

yardimiyla ikiye boliiniir. Sitokinez ad1 verilen bu evreyle mitoz tamamlanir (12).

interfaz
Sentrozomlar Metafaz plag
Cekirdek
* Q
; DNA
freKindox kopyalanmasi
zarl

=
Profaz

Gelisen
Sentromer mitoz mekigi

Kromozk"Q
yogunlagmasi

-

=~ >
Prometafaz

Kinetekor
mikrotibulisler

Cekirde

zan ’
pargalar Kinetekor

Genetik olarak
birbirine es
yavru hicreler

Sekil 2.2.1.2. Mitozun Evreleri ve Interfaz (12)
Sematik ¢izimlere eslik eden mikrograflarda zambak ¢icegine ait hiicrelerde mitozun evreleri
izlenmektedir.
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Sekil 2.2.1.3. Metafaz/Anafaz Gegisinin APC Tarafindan Denetimi (13)

Mitoz mekigine tutunmamis kardes kromatid ¢iftleri Mad2 (Mitotic arrest deficient 2) proteini
tarafindan isaretlenir. Mad2 Cdc20’yi etkisizlestirir. Metafazda kromozomlar dogru dizildiginde
Mad?2 baskist ortadan kalkar, Cdc20 APC’yi etkinlestirir ve sekiirinin ubikitinlenerek yikimina yol
acar. Sekiirinin yikimi seperazi etkinlestirir. Normalde kardes kromatidler kohezin (¢ok altbirimli
bir protein kompleksi) tarafindan bir arada tutulur. Separaz kohezin altbirimlerinden birini pargalar.
Boylece mikrotiibiiliislerin ¢ekme kuvveti kardes kromatidleri ayirmaya yeterli olur.

2.3. Programh Hiicre Oliimii (Apopitoz)

Karmasik ¢ok hiicreli canlilarda hiicre ¢gogalmasi hiicre 6liimiiyle dengededir. Hiicre 6liimii
kendiliginden veya programli olabilir. Oliim seklini doku tipi, dokunun gelisimin hangi
asamasinda oldugu, fizyolojik veya patolojik kosullar ve bunlara bagli hiicre 6lim
sinyalleri belirler. Akut bir hasar sonucu 6len hiicre tipik olarak siser, patlar ve igerigini
komsu hiicreler {izerine bosaltarak enflamatuvar yanita neden olur. Bu tip hiicre 6liimiinde
gbzlenen morfolojik degisiklikler nekroz adini alir. Apopitoz homeostazin saglanmasinda
onemli rol oynayan programli hiicre 6liimii tiiriidiir. Nekrozun aksine komsu hiicrelere
zarar vermez. Cesitli proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin yeniden diizenlenmesiyle kontrol
edilen bir dizi hiicre i¢i yolak igerir. Bu yolaklar hiicre dis1 (ekstrinsik yolak) veya hiicre ici

(intrinsik yolak) uyaranlarla etkinlesebilir. Her iki durumda hiicre ayni1 geri doniistimsiiz
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noktaya dogru ilerler. Kaspaz (Caspase; Cysteinyl aspartic acid proteases) adi verilen bir
proteaz ailesi hedef proteinlerini (PARP; Poly (ADP-ribose) polymerase, NuMA; Nuclear
Mitotic Apparatus Protein vb.) (15) aspartik asitlerinden keserek apopitozun tipik
morfolojik degisikliklerini baslatir (13). Hiicre biiziiliir ve yogunlasir, hiicre iskeleti yikilir,
cekirdek zar1 dagilir ve cekirdek DNA’s1 parcalanir. Kirtkk DNA parcalart TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl Transferase [TdT] dUTP Nick End Labeling) adi verilen
Ozellesmis bir yontemle tespit edilebilir (bkz. 5.5 ve 5.9). Apopitotik hiicrenin yiizeyi
fosfotidilserin (PS) vb. molekiillerle isaretlenir. PS molekiilleri Annexin-V tarafindan,
Annexin-V komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan taninir ve apopitotik hiicre fagosite
edilir. Apopitotik hiicreler PS molekiillerinin Annexin-V’le isaretlenmesine dayali

yontemlerle belirlenebilir (15) (bkz. 5.5).

Kaspazlar hiicre icinde etkin olmayan Onciiller (6nkaspazlar) seklinde sentezlenirler ve
yariklanma yoluyla etkinlesirler (Sekil 2.3.1.). Fas (Fatty acid synthase) gibi hiicre dis1
6lim sinyalleri transmembran 6liim reseptorleri (FADD; Fas-Associated Death Domain)
tarafindan algilandiginda hiicre ici uyarlayici proteinler dnkaspaz-8’e baglanir. Onkaspaz-8
yariklanarak etkin kaspaz-8’1 olusturur (13) (Sekil 2.3.2./Ektrinsik yolak). Cesitli biliylime
faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin yoklugu gibi negatif uyaranlar veya radyasyon,
toksinler, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest oksijen radikalleri (ROS; Reactive
Oxygen Species) gibi pozitif uyaranlar hiicre i¢i apopitotik yolaklar1 harekete gecirir. ig
mitokondriyal membran potansiyeli diiser ve bazi proapopitotik proteinler sitozole salinir.
Bunlardan sitokrom-c Apaf-1’le (Apoptotic protease activating factor-1) birleserek
apopitozom denilen yapiy1r olusturur. Apopitozom Onkaspaz-9’dan etkin kaspaz-9’un
olusumunu uyarir (Sekil 2.3.2./Intrinsik yolak). Baslatici kaspazlar olan kaspaz-8 ve
kaspaz-9 uygulayict kaspazlardan kaspaz-3’i etkinlestirir (Sekil 2.3.2.). Uygulayic
kaspazlar ¢ekirdek laminlerini keserek c¢ekirdek zarinin geri doniisiimsiiz yikimini uyarir ve
endoniikleazlar1 etkinlestirirerek DNA yikimini tetikler (15). Memelilerde farkli gorevler

istlenen bu ve diger kaspazlar islevleriyle birlikte Cizelge 2.3.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3.1. Onkaspazlarin Yariklanma Yoluyla Etkinlesmesi (13)

Apopitozun baglica hiicre i¢i diizenleyicileri BCL-2 (B Cell Lymphoma-2) ailesi
proteinleridir. BCL-2 ailesinin iiyelerinden BCL-2 ve Bcl-XL mitokondriyondan sitokrom-
¢ salinimini durdurur ve apopitozu engeller. Ayni ailenin iiyesi olan Bad (BCL-2 associated
death promoter) BCL-2 ve BCL-XL’yi etkisizlestirir. Bax (BCL-2 associated X protein) ve
Bak (BCL-2 homologous antagonist/killer) mitokondriyondan sitokrom-c salinimini uyarir.
Bid (BH3 interacting domain death agonist) Bax ve Bad’1 etkinlestirir (16) (Sekil 2.3.3.).
BCL-2 protein ailesinin apopitozun diizenlenmesinde goérev alan bu ve diger iyeleri
islevleriyle birlikte Sekil 2.3.3.’de 6zetlenmistir. Hiicre i¢i apopitoz diizenleyicilerinin bir
diger Onemli ailesi apopitozun inhibitorleridir (IAP; Inhibitors of Apoptosis). IAP
apopitozu dnkaspaz veya kaspazlarin etkinlesmesini engelleyerek baskilar. Intrinsik yolakta
mitokondriyondan sitokrom-c’yle birlikte saliman SMAC/Diablo ve serin proteaz
HtrA2/OMI IAP’nin baskilanmasindan sorumludur (Sekil 2.3.2.). Apopitozun ilerleyen
evrelerinde mitokondriyondan ikincil olarak salinan proapopitotik proteinler endoniikleaz
G, AIF (Apoptosis Inducing Factor) ve CAD (Caspase Activated DNAse) DNA

fragmantasyonunu ve kromozomal kondensasyonu uyarir (15).
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Sekil 2.3.2. Ekstrinsik ve Intrinsik Yolak (17)
XIAP (X-linked Inhibitor of Apoptosis): Iyi bilinen bir IAP’dir.

Cizelge 2.3.1. Memelilerde Baslica Kaspazlar ve Gorevleri (18)

Baslatic1 kaspazlar Uygulayic1 kaspazlar Enflamatuvar kaspazlar

Kaspaz 2 Mitokondriyondan

sitokrom-c, SMAC/Diablo, Kaspaz 3 DNA-PK (DNA
AITF salinimi, BAX’1n Dependent Protein Kinase),
sitoplazmadan mitokondriyona PKCy (Protein Kinase C-vy)
geeist Ul_wk.D ve ICAD'in Kaspaz 1, 4 ve 5 Enflamatuvar
(Inhibitors of CAD)
. ye . o . yanit olusturulan pro-IL-1
Kaspaz 8 Bid ve kaspaz-3’iin etkisizlestirilmesi .
. . (IL; Interleukin), pro-IL-18,
ctkinlegmesi IL-1F7 gibi 6nciil proteinlerin
Kaspaz 3, 6 ve 7 Ortak etkinle ngl esi P
Kaspaz 9 Kaspaz 3 ve 7’nin substratlar olan PARP, lamin, 3
etkinlesmesi fodrin ve BCL-2’nin
etkinlesmesi

Kaspaz 10 Kaspaz-3’iin
etkinlesmesi
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Sekil 2.3.3. Bcl-2 Protein Ailesi Uyeleri ve Apopitozla iliskileri (16)

Apopitozu baskilayan (anti-apopitotic) BCL-2 ailesi proteinleri BH1 (BCL-2 Homology 1), BH2,
BH3 ve BH4 olmak iizere 4 farkli homolog altbirim igerirler. Apopitozu uyaran (pro-apopitotic)
BCL-2 ailesi proteinlerinde BH4 altbirimi bulunmaz. BCL-2 protein ailesinin iigiincii tiyeleri (BH3-
only) normalden fazla ifade edildiklerinde apopitozu uyarirlar ve yalniz BH3 altbirimleri igerirler.
Baz1 BCL-2 ailesi proteinlerinde BH altbirimlerine ek olarak transmembran (TM) altbirimler
bulunur. Bu altbirimler proteinlerin membran yapilariyla iliskilerini diizenlerler.
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2.4. Kanser Gelisimi ve Tedavi Yontemleri

Bir kanser hiicresi hiicre dongiisiindeki normal sinirlamalara kars1 koyarak ¢ogalir ve diger
hiicreler i¢in ayrilmis alanlara yerleserek yayilir (Sekil 2.4.1.). Kanser hiicresi ¢ogunlukla
rastlantisal mutasyonlarin yavas birikimiyle olusur. Bu mutasyonlar kimyasal karsinojenler,
X-1sinlar1 gibi iyonlastirict radyasyonlar veya viriisler araciligiyla olusabilir. Her ii¢
kosulda hiicre DNA onarim mekanizmalarinda yiiksek hizda mutasyon birikimine izin

verecek genetik bir bozukluk tasir (13).

Normal Hiperplazi Atipik hiperplazi Karsinom in situ Mikroinvaziv

Sekil 2.4.1. Kanserin Mikroevrimsel Gelisimi (12)

Herhangi bir toplumun gelisiminde evrim hizi dort ana parametreye baglidir: Mutasyon hizi, birey
sayisi, iretkenlik hizi ve segici istlinlilk. Benzer olarak timér gelisimi de ardisik mutasyon
basamaklar1 ve dogal secilim gerektirir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi kanserin gelisen evreleri
boyunca her basamakta yeni mutasyonlarla desteklenir. Mutasyonlar arttik¢a atipik hiperplazi
karsinoma doniisiir ve son evrede mutant hiicreler kan ve lenf damarlart yoluyla farkli doku ve
organlara go¢ eder (metastaz).

Hiicre i¢i sinyal yolaklarmin bilesenlerini kodlayan genlerin bir¢ogu ilk olarak kanser
baslatict genler (onkogenler) olarak tanimlanmistir. Hayvan hiicrelerinde hiicre bdliinmesi
cesitli mitojenlerle uyarilir. Mitojen sinyali bir GTPaz olan Ras’t ve Ras ¢esitli MAP
(Mitojen Activated Protein) kinazlar1 etkinlestirir. MAP kinazlar Myc geninin ifadesinde,
Myc G; ve Gy,S-Cdk’lerin etkinliklerinde artisa neden olur (Sekil 2.4.2.). Ras’in tek bir
aminoasidindeki mutasyon Ras’a bagimli sinyal yolaklarinin mitojenlerin yoklugunda dahi
devamli uyarilmasini saglar. Benzer olarak Myc’nin asir1 ifadesine neden olan mutasyonlar

Olciisiiz hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasina yol acarak kanser gelisimine olanak tanir (13).
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Sekil 2.4.2. Mitojenik Sinyallere Ras ve Myc Yanit1 (13)

Normal hiicrelerde tiimor baskilayici genler hiicre dongiisii evreleri arasinda kisitlayici
basamaklar olarak islev goriir. Tiimdr baskilayici bir gen iiriinii olan Rb (Retinablastoma)
proteini hiicrenin boliinme dongiisline girisini ve  DNA kopyalamasinin baglamasin
denetler. Rb proteini Cdk4-siklin D kompleksi (Cizelge 2.4.1.) tarafindan fosforillenirse
hiicre G1 evresinden S evresine geger (Sekil 2.4.2.). Cdk4-siklin D kompleksi p16 proteini
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tarafindan etkisizlestirilir ve Rb tiimor baskilayici islevini yerine getiremez. pl6 geni
kanserde siklikla diizenleyici DNA’sinin metillenmesi araciligiyla baskilanir. Saglikli bir
hiicre tek bir onkogen veya tiimor baskilayict gendeki mutasyonu saptar, hiicre dongiisiinii
durdurur veya programli hiicre 6limiinii baslatir. Deneysel olarak asir1 Ras ve Myc ifade
eden hiicrelerde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi bir bagka tiimor baskilayici gen olan p53
bagimli yolaklar tarafindan engellenir (Sekil 2.4.2.). p53 etkinliginin kaybi kanser

hiicrelerinin DNA hasarina ragmen yasamasina ve ¢ogalmasina olanak tanir.

Yukarida 6rneklendigi gibi kanserin molekiiler temelleri ¢ogunlukla hiicre dongiisii veya
hiicre 6liimiiniin kusurlu denetimine dayanir. Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran
bu ozellikler kansere karsi gelistirilen tedavilere temel olusturur. Ornegin kanser
hiicrelerinde DNA tamir mekanizmalarinin kaybi genetik kararsizliga neden olur. Bu
durum radyasyon terapisinde normal hiicrelere avantaj saglar. Hiicre dongiisiiniin farkl
evrelerine 0zgili sitotoksik ajanlar yalniz ¢ogalan hiicreleri hedef alir (13). Bunlardan M
evresine Ozgli olanlar “Kanser tedavilerinde mikrotiibiiliislerin stabilizasyonu” baslig1
altinda anlatilmistir. Antimetabolitler dogal bilesiklere benzer yapilariyla diger sitotoksik
ajanlardan ayrilirlar. Cogunlukla etkilerini bir enzim veya reseptoriin substratiyla yarigarak
ortaya koyarlar. Bunlardan bazilar1 yalniz kanser hiicrelerinde ifade olan veya kanser
hiicrelerinde ifadesi artan enzim ve reseptdrlere Ozgiidiir ve normal hiicrelere zarar
vermezler. Benzer olarak sitotoksik ajanlarin  bircogu kansere 06zgli molekiiler
mekanizmalarin {iriinlerini hedef alir. Buna karsin yaygin olarak kullanilan sitotoksik
ajanlarin yan etkileri kullanim alanlarini kisitlamaktadir. Dahasi sik karsilasilan kanser
tiirleri belirli tedavi yontemlerine ve/veya antikanser ajanlarina karsi direng gelistirmistir
(4). Giinlimiizde hayvan modellerinde ytiriitiilen ¢esitli gen terapisi ¢alismalarinda belirli
kanserlere 6zgli onkogenlerin baskilanmasi ve/veya tiimor baskilayici genlerin uyarilmasi

amaclanmaktadir (12).
2.4.1. Kanser tedavilerinde mikrotiibiiliislerin stabilizasyonu

Mikrotiibiiliisler a ve B-tiibiilin dimerlerinden olusan dinamik polimerlerdir (Sekil 2.4.1.1.).
Okaryotlarda hiicre i¢i tasima sisteminde, sinyal iletiminde ve hiicre boliinmesinde gorev
alirlar. Islevleri o ve B-tiibiilin proteinlerinin post-translasyonal modifikasyonlariyla veya

tiibiiline baglanabilen diizenleyici proteinlerce belirlenir. Bunlar dinein ve kinezin gibi
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motor proteinlerden aralarinda statmin, dinaktin 1, MCAK (Mitotic Centromere Associated
Kinesin) ve MAP4’iin de bulundugu mikrotiibiiliis diizenleyici proteinlere kadar ¢ok cesitli
olabilir. Belirli kanser tiirlerinde bu proteinlerden bazilarinin ifadesi artar veya azalir. Her

iki durumda M evresine 0zgii antikanser ajanlarina duyarlilik degisir (19).

Mikrotlbulus
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Sekil 2.4.1.1. Mikrotiibiiliis Yapisi (19)

Tiibiilin heterodimerlerinin polimerizasyonu mikrotiibiiliis ¢ekirdegini olusturur. Mikrotiibiiliisler
mikrotiibiiliis ¢ekirdeginden gelisir. Polimerizasyon dinamikleri ¢ekirdege yakin (-) ucta yavas,
cekirdege uzak (+) ucta hizl seyreder.

Mikrotiibiiliisler mitozun profaz evresinde kardes kromatidleri kinetekor bdlgelerinden
kendilerine baglar. Mitozun metafaz evresinde kromozomlarin boliinme diizlemi boyunca
dogrusal dizilimi mikrotiibiiliislerin kontroliindedir. Anafazda kromozomlarin zit kutuplara
tasinmasinda mikrotiibiiliisler es zamanli olarak uzar ve kisalir. Bu hareket gergin bir
kuvvet yaratir. Hiicre metafazdan anafaza gegmeden once bu kuvvetin saglandigindan emin
olmalidir. Mikrotiibiiliis stabilize edici ajanlar mikrotiibiiliislerin dinamik hareketlerini
kisitladiginda metafazdan anafaza gegis baskilanir. Her bir kardes kromatid kinetekor

mikrotiibiiliislere bagli olsa dahi hiicre apopitoza yonelir (13).

Farkli mitotik zehirler mikrotiibiiliislerin farkli baglanma bolgelerinden yalniz birini tanir
(19). Cizelge 2.4.1.1.’de yaygin olarak kullanilan mikrotiibiiliis stabilize edici ajanlar
mikrotiiblilislere baglandiklar1 bolgelere gore smiflandirilmigtir. Farkli mitotik zehirler

yiiksek dozlarda uygulandiginda mikrotiibiiliis polimerizasyonunu uyarabilir veya
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baskilayabilir. Diisiik dozlarda ise hemen hemen tiimii mikrotiibiiliislerin hareketlerini
kisitlar. Sasirtict bir sekilde mikrotiibiiliis polimerizasyonunu uyaran veya baskilayan bu
ajanlar basta norotoksisite olmak iizere benzer yan etkiler gosterirler. Buna karsin
antikanser etkileri hiicre tipine gore degisir (19). Yaygin olarak kullanilan mikrotiibiiliis
stabilize edici ajanlarin hangi kanser tiirlerinde kullanildiklar1 ve bunlarla iligkili giincel

klinik arastirmalar Cizelge 2.4.1.2.”de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4.1.1. Mitotik Zehirlerin Mikrotiibiiliislere Baglanma Bolgelerine Gore Siniflandirilmasi

Vinka bolgesi Kolgisin bolgesi Taksen bolgesi Diger

Vinblastin

Vinkristin . .

Vinorelbin Zi\r/}lettolf s'g)stradlol Paklitaksel
Vinflunin :13 lea?llqlizgn_ Dosetaksel Estramustin
Kriptofisin 52 Epotilonlar

Halikondrinler
Hemiasterlinler

2.4.1.1. Dikumarol

Dikumarol ¢esitli bitki ve mantarlarda dogal olarak bulunur, K vitamini antagonistidir ve
bu ozelligiyle bir antikoagiilan olarak islev goriir. Siklikla Melilotus alba ve Melilotus
officinalis’den izole edilir. Dikumaroliin iyilestirici etkisini konu alan arastirmalar tarihte
Perslere kadar uzanir. Dikumaroliin atasi olan kumarin ve tiirevlerinin ¢esitli kanser hiicre
hatlarinda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi bilinmektedir (20). Dikumaroliin ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda hiicre ¢ogalmasini baskiladigi, bazi antikanser ajanlarinin sitotoksik
etkilerini degistirdigi ve pankreas kanseri hiicrelerinde apopitotik hiicre 6liimiinii arttirdigi
bildirilmistir (bkz. 6.1.). Son yillarda yapilan c¢alismalar dikumaroliin in vitro kosullarda
tiibiiline baglanabildigini (20) ve mikrotiibiiliis depolimerizasyonunu geciktirdigini (21)
ortaya koymaktadir. Buradan yola ¢ikan arastirmacilar dikumaroliin sitotoksik etkilerini
mikrotiibiiliis stabilizasyonu araciligiyla ortaya koydugunu one siirmiistiir (20, 21). Bu
hipotezin tiim fikri haklarin1 2002 yilinda belgelenen bir patentle Jacobs ve ark. almistir.

Gilintimiizde bu hipotezi destekleyecek yeterli kanit bulunmamaktadir. Arastirmalar hizla
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dikumaroliin inhibitérii oldugu NQOI1 (NAD(P)H Oxidoreductase 1) proteini iizerine

yogunlagmaktadir.

Cizelge 2.4.1.2. Mitotik Zehirlerin Etkili Olduklari Kanser Tiirleri ve Bunlarla iliskili Klinik

Arastirmalar
Klinik
Mitotik Zehir Kanser tiirii Yayinlar
arastirmalar
Vinblastin Lenfoma, testis kanseri Klinik kullanimda (22-24)
Vinkristin Loésemi, lenfoma Klinik kullanimda | (25, 26)
Solid tiimérler, lenfoma, akciger
Vinorelbin Klinik kullanimda | (27, 28)
kanseri
Vinflunin Mesane, akciger ve meme kanserleri Faz II1 (24, 29)
Kriptofisin 52 Solid tiimorler Faz III (30, 31)
Halikondrinler - Faz 1 (32)
Hemiasterlinler - Faz 1 (33, 34)
2-metoksidstradiol - Faz 1 (35, 36)
Metoksibenzen-
Solid tiimorler Fazlvell 37
sulfonamid
Ovaryum, meme ve akciger
Paklitaksel ; Klinik kullanimda | (38, 39)
tiimorleri
Dosetaksel Prostat, beyin ve akciger tiimorleri Faz I, II ve III (40)
Epotilonlar Paklitaksele direncli tiimdrler Faz I, II ve III (41, 42)
Diskodermolit - Faz 1 (43, 44)
Estramustin Prostat kanseri Faz I, II ve III (45)
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NQOI1 c¢ok islevli bir hiicre i¢ci oksidorediiktazdir. Baglica gorevleri ROS un rediiksiyonu
ve p53 proteininin stabilizasyonudur (46-49). p53 stabilizasyonu DNA hasarina yanitta p53
birikimi i¢in gereklidir (Sekil 2.1.2.) NQO1’in enzimatik islevi NAD(P)H bagimlhidir; tipik
olarak NAD(P)H yiikseltgenirken, NQO1 substrati indirgenir. Dikumarol NAD(P)H’la
yarigsarak enzimin substratina baglanmasini engeller (50, 51). NQO1 ifadesi (muhtemelen
p53 proteiniyle olan baglantist nedeniyle) bazi kanserli dokularda normal dokuya gore
artmaktadir. Kimi aragtirmacilar bu artis1 kanserli dokularin hedeflenmesinde bir avantaj
olarak gormektedir (47, 48). Son yillarda dikumaroliin sitotoksik etkileri NQOI’in
inhibisyonuyla iligkilendirilmektedir (52, 53). Bu hipoteze gore dikumarol ROS
rediiksiyonuna engel olarak hiicreyi apopitoza siirliklemektedir. Ancak ROS rediiksiyonu
birden ¢ok katalizorle denetlenir (54). Dolayisiyla dikumarol varliginda gelisen apopitotik
degisimlerin NQO1 proteinin inhibisyonundan kaynaklanip kaynaklanmadigi diger tiim

faktorler elenerek titizlikle arastirilmalidir.
2.5. Kanser Hastalarinda Dogurganhgin Korunmasina Yonelik Tedaviler

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bazi antikanser ajanlarinin gonad yetmezligine
ve buna bagli olarak infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (5-7, 55). Kanser tedavisi
goren erigkin erkeklerde spermatogonyumlarin dondurularak saklanmasi rutin bir
uygulamayken, kadinlarda dogurganligin korunmasina yonelik tedavi secenekleri kisithdir
(7). Siganlarla yapilan bir ¢aligmada sisplatin ve paklitakselin tek basina veya birlikte
kullaniminin primordiyal folikiil kaybin1 arttirdig1 gosterilmistir (56). Brachet ve ark. (57)
cocukluk c¢agi kanserlerinin prokarbazin ve biisiilfan kombinasyonuyla tedavisinde erken
menopoz belirtilerinin geri doniisiimsiiz olarak arttigin1 bildirmistir. Bir bagka ¢alismada
cocukluk cag1 kanserlerinde rokarbazin, klorambusil, vinblastin veya prednizolon
tedavisinin gonad fonksiyonlarinin kaybina neden oldugu gosterilmistir (58). Koyama ve
ark. (59) lenfomanin siklofosfamidle tedavisinin kanda FSH diizeylerini degistirdigini ve
amenoreye neden oldugunu bildirmistir. Ayni c¢alismada tedavi sonrasi alinan over

biyopsilerinde folikiil veya ovosite rastlanmamastir.

Kriyoprezervasyon bes onemli asamada gerceklestirilir. Bunlar; 1) su kristalizasyonundan
kaynaklanabilecek hiicresel hasar1 azaltan kriyoprotektanlarla ilk etkilesim, 2) sifir

derecenin altindaki sicakliklara kadar dondurma 3) saklama 4) ¢ézme ve 5) dilusyon
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yoluyla kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi olarak siralanabilir. Hiicre canliligi
icin en kritik asamalar 1. ve 5. asamalardir. Ovosit s6z konusu oldugunda ise hiicre
biiytikliigii yiiksek sivi icerigi nedeniyle 6nemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (9).
Yavas dondurma yontemiyle dondurulup ¢dziilen ovositlerden elde edilen ilk gebelik 1986
yilinda Chen ve ark. (60) tarafindan bildirilmistir. Ayn1 y1l ve takip eden yillarda 4 gebelik
ve canli dogum daha gerceklesmistir (9). 1988 yilinda immatiir ovositlerin
kriyoprezervasyonuyla elde edilen (61), bundan 10 sene sonra dondurulup ¢oziilen
ovositlerin mikroenjeksiyonuyla elde edilen ilk dogumlar bildirilmistir (62). Vitrifikasyon
ani sicaklik diistisiine karsin hizli olusuyla su kaybini1 ve buz kristali olusumunu en aza
indirgeyen bir dondurma yontemidir (9). Vitrikasyon yontemiyle dondurulup ¢oziilen
ovositlerden elde edilen ilk gebelik 1999 yilinda rapor edilmistir (63). 2005 yilinda yapilan
bir ¢aligmada (64) insan ovositleri Cryotop adi verilen bir materyal icerisinde vitrifiye
edilmis ve bu islem sonrasinda oldukg¢a yiiksek kabul edilebilecek gebelik oranlarina
(%41,3) ulasilmas1 heyecan yaratmistir. Ancak 10 yili askin uygulama siiresine karsin
ovosit kriyoprezervasyonuyla elde edilen sinirl sayida gebelik ve canli dogumlar yontemin
rutin kullanimini kisitlamistir. Buna karsin ovosit kriyoprezervasyonu prematiir over
yetmezligi, pelvik hastaliklar, ameliyat ve radyoterapi/ kemoterapi uygulamalar1 nedeniyle
iireme kapasitesini kaybetme riski olan kadinlarda tek ¢6ziim olarak gosterilmektedir (9).
Cocukluk c¢ag1 kanserlerinde gametlerin dondurulmasi miimkiin degildir. Son yillarda
gonadlarin kriyoprezervasyonu alanindaki gelismeler cocukluk c¢agi kanserlerinde oldugu
kadar, erigkin kadinlarda da dogurganligin korunmasi yoniinden umut vericidir (7); ancak

bu alandaki klinik arastirmalarin sayis1 hentiiz yeterli saytya ulasmamistir (9).
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3. GEREKCE VE AMAC

Glinlimiizde kanser hastalarimin sagkalim oranlart gelisen teknolojilere paralel olarak
artmaktadir (2). Yaygin olarak kullanilan bazi antikanser ajanlar1 gonad yetmezligine ve buna
baglh olarak infertiliteye neden olmaktadir (5-7). Kanser tedavisi goren eriskin erkeklerde
spermatogonyumlarin  dondurularak saklanmasi rutin bir uygulamayken, kadinlarda
dogurganligin  korunmasina  yonelik  tedavi  segenekleri  kisithdir (7).  Ovosit
kriyoprezervasyonunda halen uygulanmakta olan protokollerle elde edilen canlilik ve
fertilizasyon oranlar1 yetersizdir. Buna karsin ovosit kriyoprezervasyonu radyoterapi veya
kemoterapi uygulamalar1 nedeniyle iireme kapasitesini kaybetme riski olan kadinlarda
dogurganligin korunmasina yonelik tek ¢6ziim olarak gosterilmektedir (9). Sik karsilasilan
kanser tiirleri belirli tedavi yontemlerine ve/veya antikanser ajanlarina karsit direng
gelistirmistir (4). Kanser tedavilerinin yan etkileri ve kanser hastalarinda dogurganligin
korunmasina yonelik tedavi seceneklerinin yetersizligi de goz Oniine alindiginda yeni
antikanser ajanlarinin tanimlanmasina olan ihtiya¢c her gecen giin artmaktadir. Tez
danigmanim Prof. Dr. Alp Can’in yiiriiticiiliigiinii dstlendigi ve proje asistan1 olarak gorev
aldigim “Ovosit kriyoprezervasyonunda mikrotiibiiliis stabilizasyonunun mayoz mekigi {izerine
koruyucu etkisinin arastirilmas1” baglikli TUBITAK projesinde elde ettigimiz bulgular son
yillarda diisiik sitotoksisitesiyle one ¢ikan dikumaroliin ovosit matiirasyonunu
engellemedigini ortaya koymaktadir. Cesitli kanser hiicre hatlarinda bazi kumarin
tiirevlerinin antikanser etki gosterdigi bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bir
dikumaroliin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda hiicre c¢ogalmasin1 baskiladigini, bazi
antikanser ajanlarinin sitotoksik etkilerini degistirdigini ve pankreas kanseri hiicrelerinde
apopitotik hiicre Oliimiinii arttirdigin1  ortaya koymaktadir. Bu bulgularla birlikte
degerlendirildiginde 6n bulgularimiz kanser tedavilerinde dogurganligin korunmasi

yoniinden son derece dnemlidir.

Buradan yola ¢ikarak caligmamizda dikumaroliin bir antikanser ajani olarak mitotik ve
mayotik hiicreler iizerine etkilerinin degerlendirilmesi planlanmistir. Mitotik hiicreler biri
normal ve digeri kanser Ozellikte iki hiicre hattiyla, disi lireme sistemi hiicrelerinden
graniiloza hiicreleri olarak belirlenmistir. Deneyimlerimiz dogrultusunda mayotik

hiicrelerin disi BALB/c farelerden elde edilmesi kararlagtirilmistir.
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Buna gore calismamizin amaci mitotik hiicreler iizerine etkilerini ele alarak dikumaroliin
antikanser Ozelliklerini ve bunun mekanizmalarin1 ortaya koymak ve dikumaroliin disi
tireme sistemi hiicreleri tizerine etkilerini inceleyerek kanser tedavilerinde dogurganligin
korunmasina yonelik yeni se¢enekler sunmaktir. Bu dogrultuda ¢alismamizin hedefleri; 1)
dikumaroliin yeni bir antikanser ajani olarak klinik kullanimina iliskin in vitro ¢alismalarin
tamamlanmasi 2) dikumaroliin disi lireme sistemi {izerine potansiyel yan etkilerinin
belirlenmesi 3) calismanin dikumaroliin kemoterapdtik etkinliginin dSlgiilecegi in vivo

calismalara zemin olusturmasi olarak siralanabilir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. Materyal

1. 30 adet 21 giinliik disi BALB/c fare (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 ve Arastirma Laboratuvari)'

2. Vero hiicre hatt1 (Afrika yesil maymunu bobrek epitel hiicreleri) (CCL-81™, ATCC)

3. MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) hiicre hatt1 (Epitel kokenli insan meme
kanseri hiicreleri) (HTB-22™, ATCC)

4.1.1. Dikumarol c¢ozeltisinin hazirlanmas1 ve fizyolojik pH’da c¢oziiniirliigiiniin

kontrolii
1. 10 mM dikumarol (3,3’-Methylene-bis [4-hydroxycoumarin]) ¢ozeltisi:

Dikumarol (Sigma, M1390) 0,168 g

dH,O 30 mL

1 N NaOH ¢ozeltisiyle pH 11,9’a ayarlandi ve distile suyla toplam hacim 50 mL’ye

tamamland1.9

2. Kiiltiir ortami: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) Ham’s F12 (Sigma,
D0547), 1,2 g/L NaHCO; (Sigma, S5761), %10 FBS (Fetal Bovine Serum, Sigma,
D9665), %1 penisilin-streptomisin (Sigma, P0781), %1 amfoterisin B (Sigma, A2942)
(pH: 7,3 ve pH: 11,9)

Gamet kiiltiir ortami1 (G-IVF™ Plus , Vitrolife) (pH: 7,3)

Manyetik karistiric1 (Jenway)

pH metre (Jenco)

A

Spektrofotometre (Thermo Scientific)

1 Bu tez calismas1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 24/07/2013 tarihli
ve 2013-14-98 sayili izniyle gerceklestirilmistir (Ek-1: Etik Kurul Kararr).
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4.1.2. Graniiloza hiicrelerinin ve ovositlerin izolasyonu

1. 5 IU/mL PMSG (Pregnant Mare’s Serum Gonadotropin, Sigma, G4877)

2. G-MOPS™ Plus (Vitrolife, 10135)

3. Kiiltiir ortami: DMEM Ham’s F12 (Sigma, D0547), 1,2 g/LL NaHCOs (Sigma, S5761)
%10 FBS (Sigma, D9665), %1 penisilin-streptomisin (Sigma, P0781), %1 amfoterisin
B (Sigma, A2942)

Gamet kiiltiir ortami1 (G-IVF™ Plus, Vitrolife)

Paslanmaz ¢elik cerrahi makas ve penset” (Electron Microscopy Sciences)

Insiilin enjektorii (Steril Hayat Siringa)

NS A

25 ecm?®, 60 mm ¢apli veya tek kuyucuklu steril polistren hiicre kiiltiir kaplar1 (Orange
Scientific)

8. Deniidasyon pipeti (The Stripper”, Origio)

9. 80 um deniidasyon pipet ucu (Cook)

10. Stereomikroskop (Nikon)

11. Inkiibator (Sanyo)

4.1.3. Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinin kiiltiirii, saymmi ve canlhilik analizleri

4. Kiiltiir ortami: DMEM Ham’s F12 (Sigma, D0547), 1,2 g/ NaHCOs (Sigma, S5761),
%10 FBS (Sigma, F9665), %]1 penisilin-streptomisin (Sigma, P0781), %1 amfoterisin B
(Sigma, A2942)

5. Yikama cozeltisi (D-PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline): PBS (Sigma,

P4417), 0,6 mM CaCl,-2H,0 (Sigma, C7902), 0,5 mM MgCl,-6H,0 (Sigma, M2393)

Tripsin EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid) (Biochrom, L2123)

%0,01 Poli-L-lizin (Sigma, P8920)

12 mm ¢apl yuvarlak cam lamel (Fisher Scientific)

A S

75 cm?, 24 kuyucuklu veya 100 mm capli steril polistren hiicre kiiltiir kaplar1 (Orange
Scientific)

? Tiim cam ve metal malzemeler otoklavda (Hanshin) 132°C’de 15 dk. sterilize edilmistir.
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10. 15 mL’lik steril polipropilen konik tiipler (Biochrom)
11. Calkalamali su banyosu (Memmert)

12. invert mikroskop (Olympus)

13. Santrifiij (Hettich)

14. Inkiibator (Sanyo)

15. Hiicre sayimi1 ve canlilik analizi cihazi (Vi-cell®, Beckman Coulter)
4.1.4. Ovositlerin kiiltiirii
4.1.4.1. Mikroenjeksiyon

1. Gamet kiiltiir ortam1 (G-IVF™ Plus, Vitrolife)

Mineral yag1 (Ovoil™, Vitrolife)

60 mm capli steril polistren hiicre kiiltiir kaplar1 (Orange Scientific)
Invert mikroskop (Olympus)

Mikromanipiilator (Eppendorf)

Yagl mikroenjektér (CellTram®, Eppendorf)

Tutucu mikropipet (Holding®™, Origio)

e B e

Enjeksiyon mikropipeti (ICSI®, Origio)
4.1.4.2. in vitro matiirasyon

1. Gamet kiiltiir ortam1 (G-IVF™ Plus, Vitrolife)
2. Stereomikroskop (Nikon)
3. Inkiibatér (Sanyo)

4.1.5. Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde immiinofliioresan isaretlemeler
4.1.5.1. Fiksasyon

1. Yikama ¢ozeltisi (D-PBS): PBS (Sigma, P4417), 0,6 mM CaCl, 2H,0 (Sigma, C7902),
0,5 mM MgCl,-6H,0 (Sigma, M2393)

2. Saf metanol (Scharlau, ME0301)

3. PBS (Sigma, P4417)

4. %?2 NaN3 (Sigma, S2002)
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4.1.5.1. Cogalan hiicrelerin isaretlenmesi

1. Monoklonal anti-ki-67 fare IgG (Sigma, A8604), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 1:100
seyreltme

2. FITC (Fluorescein Isothiocyanate) konjuge keci anti-fare IgG (Jackson
ImmunoResearch, 115-095-166), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 1:100 seyreltme

4.1.5.2. DNA kiriklarimmin isaretlenmesi
1. In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche, 11 684 795 910)
4.1.5.3. Fosfotidilserin molekiillerinin isaretlenmesi

1. Monoklonal anti-annexin-V fare IgG (Sigma, A8604), PBS (Sigma, P4417) icinde 1:20
seyreltme

2. FITC (Fluorescein Isothiocyanate) konjuge keci anti-fare IgG (Jackson
ImmunoResearch, 115-095-166), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 1:100 seyreltme

4.1.5.4. NQO1 proteininin isaretlenmesi

1. Monoklonal anti-NQO1 fare IgG (Cell Signaling, 3187), PBS (Sigma, P4417) icinde
1:50 seyreltme

2. FITC-konjuge kegi anti-fare IgG (Jackson ImmunoResearch, 115-095-166), PBS
(Sigma, P4417) i¢inde 1:100 seyreltme

4.1.5.5. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi
1. 7-AAD (7-aminoactinomycin D, Sigma, 9400), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 10 uM
4.1.5.6. Goriintiilleme

1. PBS (Sigma, P4417)

2. Kapatma ¢ozeltisi: 1:1 PBS (Sigma, P4417):Gliserol (Sigma, G5516), 1 ng/mL Hoecsht
33258 (Sigma, H6024)

3. Lam (Citoglass)

4. Lazer taramali konfokal mikroskop (Carl Zeiss)
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4.1.6. Ovositlerde immiinofliioresan isaretlemeler

4.1.6.1. Fiksasyon

1.

Mikrotiibiiliis stabilize edici karisim (5X):

PIPES (Sigma, P1851) 15,12 g
MgCl,-6H,0 (Sigma, M2393) 0,51¢g
EGTA (Ethylene Glycol Tetraacetic Acid, Applichem, A0878) 0,48 g
dH,O 100 mL

2. Mikrotubulis stabilize edici fiksatif:

S O

Mikrotiibiiliis stabilize edici karisim (5X) 2 mL
D,O 5mL

1 M DTT (1,4-Dithio-DL-threit(ol), Applichem, A2948) 10 uL
1 mg/mL paklitaksel (Sigma, T7402) 10 uL
1 mg/mL aprotinin (Sigma, A6279) 1 pL
Formaldehit (Sigma, F1635) 540 pL
%10 Triton (Sigma, X100) 100 uL

Toplam hacim distile suyla 10 mL’ye tamamland.

Tek kuyucuklu steril polistren hiicre kiiltiir kab1 (Orange Scientific)
72 kuyucuklu steril polistren hiicre kiiltiir kab1 (Greiner)

PBS (Sigma, P4417)

%2 NaNj3 (Sigma, S2002)
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4.1.6.2. Mayoz meKkiginin isaretlenmesi

. Monoklonal anti-a-tiibiilin fare IgG (Sigma, T9026), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 1:100

seyreltme

. Monoklonal anti-B-tiibiilin fare IgG (Sigma, T4026), PBS (Sigma, P4417) icinde 1:100

seyreltme

. FITC-konjuge ke¢i anti-fare IgG (Jackson ImmunoResearch, 115-095-166), PBS

(Sigma, P4417) i¢inde 1:100 seyreltme

4.1.6.3. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi

1.

7-AAD (Sigma, 9400), PBS (Sigma, P4417) icinde 10 uM

4.1.6.4. Goriintiileme

. PBS (Sigma, P4417)

Kapatma ¢ozeltisi: 1:1 PBS (Sigma, P4417):Gliserol (Sigma, G5516), 1 pg/mL Hoecsht
33258 (Sigma, H6024)

Lam (Citoglass)

12 mm ¢aph yuvarlak lamel (Electron Microscopy Sciences)

Lazer taramali konfokal mikroskop (Carl Zeiss)

4.1.7. Ovaryum dokusunda immiinofliioresan isaretlemeler

4.1.7.1. Fiksasyon

A

Paraformaldehit (Sigma, 158127)
Siikroz (Sigma, S7903)
Poli-L-lizin (Sigma, P8920)
Kriyomatriks (Shandon, 6769006)
Lam (Citoglass)

Kriyomikrotom (Shandon)

4.1.7.2. DNA kiriklarimmin isaretlenmesi

1.

PAP-Pen (Sigma, Z377821)
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2.

In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche, 11 684 795 910)

4.1.7.3. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi

1.

7-AAD (Sigma, 9400), PBS (Sigma, P4417) i¢inde 10 uM

4.1.7.4. Goriintiileme

. PBS (Sigma, P4417)

Kapatma ¢ozeltisi: 1:1 PBS (Sigma, P4417):Gliserol (Sigma, G5516), 1 pg/mL Hoecsht
33258 (Sigma, H6024)
Lamel (Citoglass)

Lazer taramali konfokal mikroskop (Carl Zeiss)

4.1.8 Vero ve MCF-7 hiicrelerinde Western Blot analizleri

4.1.8.1. Protein izolasyonu

S A

. Yikama cozeltisi (D-PBS): PBS (Sigma, P4417), 0,6 mM CaCl,-2H,0 (Sigma, C7902),

0,5 mM MgCl,-6H,0 (Sigma, M2393)

Hiicre lizis ¢ozeltisi: 100 mm ¢apli polistren hiicre kiiltiir kab1 (Biochrom) i¢in 100 pL
Cell Extraction Buffer (Invitrogen, FNNOO11), 2 uL Protease Inhibitor Coctail (Sigma,
P2714)

Scrapper (Orange Scientific)

Vorteks (IKA)

Ultrasonikator (Sonopuls)

Sogutmali santrifiij (Hettich)

-80°C derin dondurucu (Snijders Scientific)

4.1.8.2. Protein miktarimin hesaplanmasi

Ll

Cell Extraction Buffer (Invitrogen, FNN0O11)

10.000 mg/mL BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma, A9418)
BCA (Bicinchoninic Acid, Sigma, BCA1-1KT)

96 kuyucuklu steril polistren hiicre kiiltiir kab1 (Orange Scientific)
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5. Spektrofotometre (Thermo Scientific)
4.1.8.3. Proteinlerin jel elektroforezle ayristirilmasi
1. pH: 8,8 Tris HCI ¢ozeltisi (4X):

Tris (Bio-Rad, 161-0716) 18,15 ¢g

dH,O 40 mL

1 N HCI ¢ozeltisiyle pH 8,8’e ayarland1 ve distile suyla toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

SDS (Sodium Dodecyl Sulphate, Bio-Rad, 161-0302) 04¢g

2. pH: 6,8 Tris HCI ¢ozeltisi (4X):

Tris (Bio-Rad, 161-0716) 6,05 ¢

dH,O 40 mL

1 N HCI ¢ozeltisiyle pH 6,8’e ayarland1 ve distile suyla toplam hacim 100 mL’ye

tamamlandi.

SDS (Bio-Rad, 161-0302) 0,4¢g

3. Ayristirma jeli:

pH: 8,8 Tris HCI ¢ozeltisi (4X) 3,75 mL
37,5:1 Acrylamide:Bis (Bio-Rad, 161-0146) SmL
dH,O 6,25 mL
TEMED (Tetramethylethylenediamine, Bio-Rad, 161-0800) 10 uL
%10 APS (Ammonium Per Sulphate, Bio-Rad, 161-0700) 50 uL

4. Toplama jeli:
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pH: 6,8 Tris HCI ¢ozeltisi (4X) 650 uL

37,5:1 Acrylamide:Bis (Bio-Rad, 161-0146) 1,25 mL
dH,O 3,05 mL
TEMED (Bio-Rad, 161-0800) 5uL
%10 APS (Bio-Rad, 161-0700) 25 uL

5. Elektroforez ¢ozeltisi (5X):

Tris (Bio-Rad, 161-0716) 9¢
Glisin (Bio-Rad, 161-0718) 432 ¢
SDS (Bio-Rad, 161-0302) 3g
dH,O 600 mL

pH’1n 8,3-8,6 araliginda oldugu kontrol edildi, pH ayar1 yapilmadi, pH 6l¢iimiinden

sonra toplam hacim distile suyla 1000 mL’ye tamamlandi.

1 mm bosluklu kalin ve 12,5 cm x 6,5 cm x 1,5 mm ince camlar (Bio-Rad)

. Jel dokme standi1 (Bio-Rad)
. Protein ladder (Bio-Rad, 161-0324)
10. Laemmli tamponu (2X) (Sigma, S3401)

6
7. 10 kuyucuklu 1 mm jel tarag: (Bio-Rad)
8
9

11. Manyetik karistiric1 (Jenway)

12. pH metre (Jenco)

13. Mini Protean® dikey elektroforez sistemi (Bio-Rad)
14. Gii¢ kaynag1 (Bio-Rad)

4.1.8.4.immiinoblotlama

1. Blotlama ¢o6zeltisi (10X):
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Tris (Bio-Rad, 161-0716) 3g

Glisin (Bio-Rad, 161-0718) 143 ¢

dH,O 700 mL

pH’1n 7,8-8 araliginda oldugu kontrol edildi, pH ayar1 yapilmadi.

Saf metanol (Scharlau, ME0301) 200 mL

Distile suyla toplam hacim 1000 mL’ye tamamlandi.

Nitroseliiloz membran (Bio-Rad)

Siinger (Bio-Rad)

Kurutma kagidi (Bio-Rad)

Ponceau-S (Sigma, P3504)

TBS (Tris Buffered Saline) ¢ozeltisi (10X):

A T

Tris (Bio-Rad, 161-0716) 60,55 ¢

NaCl (Sigma, S7653) 80,66 g

dH,O 800 mL

1 N HCI ¢ozeltisiyle pH 7,4’e ayarland: ve distile suyla toplam hacim 1000 mL’ye

tamamlandi.

7. Yikama ¢ozeltisi (TBS-T): TBS ¢ozeltisi (1X), %0,01 Tween-20 (Bio-Rad, 170-6531)

8. Bloklama ¢ozeltisi: TBS-T, %5 yagsiz siit tozu (Pinar)

9. Monoklonal anti-NQOI1 fare IgG (Cell Signaling, 3187), bloklama c¢ozeltisi icinde
1:1000 seyreltme

10. Monoklonal anti-B-aktin fare IgG (Abcam, ab8226), bloklama ¢dzeltisi iginde 1:1000
seyreltme

11. Peroksidaz-konjuge keci anti-fare IgG (Bio-Rad, 172-011), bloklama ¢dzeltisi i¢inde
1:3000 seyreltme

12. Kemoluminesan substrat (Sigma, CPS-1-60)
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13. Film (Amersham, 28906837)

14. Developer (Electron Microscopy Sciences, 74961-01)
15. Fiksatif (Elecron Microscopy Sciences, 74962-01)

16. Stripping Buffer (Pierce, 21059)

17. Hiperfilm kaset (Bio-Rad)

18. Manyetik karistiric1 (Jenway)

19. pH metre (Jenco)

20. Sallayic1 (Daigger)

21. Mini Trans-Blot® blotlama sistemi (Bio-Rad)

22. Gii¢ kaynag (Bio-Rad)

4.2. Yontem

4.2.1. Dikumarol c¢ozeltisinin hazirlanmas1 ve fizyolojik pH’da c¢oziiniirliigiiniin

kontrolii

1. 10 mM stok dikumarol ¢ozeltisi pH: 11,9 kiiltiir ortaminda, pH: 7,3 kiiltiir ortaminda ve
pH: 7,3 gamet kiiltiir ortaminda 100 kat seyreltildi.
2. Spektrofotometrik 6l¢iimler 562 nm dalga boyunda yapildi (Sekil 4.2.1.1.).
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Sekil 4.2.1.1. Dikumaroliin Farkli Kiiltiir Ortamlar1 ve pH’larda Coziiniirliik Grafigi

pH: 11,9 kiiltir ortamimda 100 pM dikumarol (yesil egri), pH: 7,3 kiiltiir ortaminda 100 uM
dikumarol (kirmizi egri) ve pH: 7,3 gamet kiiltiir ortaminda 100 uM dikumarol ¢6zeltilerinin
birbirine yakin absorbans degerlerine sahip oldugu gozlendi. ilerleyen deneylerde in vitro
dikumarol uygulamalar1 diisiik pH’li kiiltiir ortamlarinda giivenle yapildi.

4.2.3. Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinin kiiltiirii, sayimi ve canlilik analizleri
4.2.3.1. Vero ve MCF-7 hiicrelerinin kiiltiirii, sayimi ve canhlik analizleri

1. Vero veya MCF-7 hiicreleri sivi azot tankindan 37°C’ye ayarli calkalamali su
banyosuna alindi.

2. Hiicreler ¢oziiniir ¢oziinmez konik tiipe aktarildi. Tiipe 5 mL kiiltiir ortam1 eklendi ve
hiicreler 150g’de 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

3. Hiicre pelleti 10 mL kiiltiir ortamuyla karistirildi ve 75 cm? kiiltiir kabina alindu.

4. Hiicreler 37°C ve %5 COs’e ayarl inkiibatorde kiiltiire edildi. Kiiltiir ortam1 pH takibi
yapilarak yaklasik 24 saatlik araliklarla degistirildi.

5. %80-90 konfluensiye ulasan hiicreler D-PBS’le yikand.

6. Hicreler 3 mL Tripsin-EDTA’yla 37°C’de 5 dk. tutularak kiiltiir kabi yiizeyinden
kaldirildi ve konik tiipe aktarildi. Tiipe 9 mL kiiltiir ortami1 eklendi ve hiicreler 150g’de
5 dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilda.

7. Hiicre pelleti kiiltiir ortamiyla karistirildi. 1 mL hiicre slispansiyonu hiicre sayimi ve
canlilik analizi i¢in ayrildi.

8. Hiicre biiyiikliikleri Vi-cell® cihazina Vero hiicreleri i¢in 15-20 pm, MCF-7 hiicreleri

icin 20-25 pm olarak tanimlandi ve 1 mL kiiltiir ortamina diisen hiicre sayis1 belirlendi.
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9.

Canhilik oranlar tripan mavisi yontemiyle belirlendi. Tripan mavisi yontemi Vi-cell®
cihaziyla su sekilde uygulandi: 1 mL hiicre silispansiyonu 0,1 mL %0,4’liik tripan

mavisi ¢ozeltisiyle karigtirildi. Canli hiicreler renksiz, 6lii hiicreler mavi renkte izlendi.

10. Hiicre sayist deney planina uygun olarak ayarlandi ve hiicreler uygun hiicre kiiltiir

kaplarina alind1 (bkz. 5.1.,5.2.,5.3.,5.4.,5.5. ve 5.6.).

4.2.3.2. Graniiloza hiicrelerinin Kkiiltiirii, sayimi ve canlilik analizleri

Graniiloza hiicreleri primer hiicre kiiltiiriiniin ardindan D-PBS’le yikandi (bkz. 4.2.2.).
Hiicreler 3 mL Tripsin-EDTA’yla 37°C’de 5 dk. tutularak kiiltiir kabi yiizeyinden
kaldirildi ve konik tiipe aktarildi. Tiipe 3 mL kiiltiir ortami1 eklendi ve hiicreler 150g’de
5 dk. santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilda.

. Hiicre pelleti kiiltlir ortamiyla karistirildi. 1 mL hiicre siispansiyonu hiicre sayimi ve

canlilik analizi i¢in ayrildi.

Hiicre biiyiikliigii Vi-cell® cihazina 15-50 um olarak tamimlandi ve 1 mL kiltir
ortamina diisen hiicre sayisi1 belirlendi.

Canlilik orani tripan mavisi yontemiyle belirlendi (bkz. 4.2.3.1.9.).

Hiicre sayis1 deney planina uygun olarak ayarlandi ve hiicreler uygun hiicre kiiltiir

kaplarina alind1 (bkz. 5.1.,5.2.,5.3.,5.4.,5.5. ve 5.6.).

4.2.4. Ovositlerin kiiltiirii

4.2.4.1. Mikroenjeksiyon

1.

A T

60 mm capl hiicre kiiltiir kaplarinda 100 pL’lik gamet kiiltiir ortam1 damlaciklari
olusturuldu.

Kiiltiir kabina damlaciklarin iizerini tamamen kapatacak kadar mineral yag: eklendi.
GV evresindeki ovositler damlaciklara yerlestirildi.

Ovosit tutucu mikropipetle sabitlendi.

Ovosit sitoplazmasina enjeksiyon mikropipetiyle deney planma uygun (bkz. 5.8.)

dikumarol dozu enjekte edildi (Sekil 4.2.4.1.1.).
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Sekil 4.2.4.1.1. Mikroenjeksiyon Y dntemi
Tutucu mikropipetle sabitlenen GV evresindeki bir fare ovositine enjeksiyon mikropipetiyle 100
uM dikumarol uygulandi. Objektif: 20x

4.2.4.2. in vitro matiirasyon

1. GV evresindeki ovositler 18 saat boyunca 37°C ve %5 CO,’e ayarl inkiibatorde gamet
kiiltiir ortamui i¢inde inkiibe edildi.

2. 18. saatin sonunda ovositlerin matiirasyon asamalar1 degerlendirildi (bkz. 5.8.).

3. MII evresindeki ovositler segilerek takip eden deneylerde kullanilmak iizere uygun

hiicre kiiltiir kaplarina alind1 (bkz. 5.7.).
4.2.5. Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde immiinofliioresan isaretlemeler
4.2.5.1. Fiksasyon

1. 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda poli-L-lizin kapli yuvarlak lamellere ekili hiicreler D-
PBS’le yikand.

2. Her bir kuyucuga 1 mL metanol eklendi ve hiicreler +4°C’de 10 dk. fikse edildi.

3. Lameller PBS’le iki kez yikand1 ve %0,02 sodyum azidli PBS i¢inde +4°C’de saklandi.

4.2.5.2. Cogalan hiicrelerin isaretlenmesi

1. Lameller 10 pL anti-ki-67 antikoruyla nemli ortamda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
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2. Lameller PBS’le yikandi ve 10 pL fliioresan isaretli sekonder antikorla nemli ortamda

37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
4.2.5.3. DNA kiriklarmin isaretlenmesi

1. DNA kiriklar1 TUNEL yo6ntemiyle isaretlendi.

2. 450 pL substrat (fliloresan isaretli niikleotid) ¢ozeltisi, 50 pL enzim (TdT) ¢ozeltisiyle
karistirildi.

3. Lameller 10 pL karisimla nemli ortamda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

4.2.5.4. Fosfotidilserin molekiillerinin isaretlenmesi

1. Lameller 10 pL anti-annexin-V antikoruyla nemli ortamda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
2. Lameller PBS’le yikandi ve 10 pL fliioresan isaretli sekonder antikorla nemli ortamda

37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
4.2.5.5. NQO1 proteininin isaretlenmesi

1. Lameller 10 pL anti-NQO1 antikoruyla nemli ortamda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
2. Lameller PBS’le yikandi ve 10 pL fliioresan isaretli sekonder antikorla nemli ortamda

37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
4.2.5.6. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi

1. Lameller PBS’le yikand1 ve 10 pL 7-AAD’yle nemli ortamda 37°C’de 30 dk. inkiibe
edildi.

4.2.5.7. Goriintiileme

1. Lameller PBS’le yikandi ve lama damlatilan 3 pL kapatma ¢dzeltisi iizerine kapatildi.
Lamellerin etrafi tirnak cilasiyla ¢ercevelendi.

2. Preparatlar gézlem yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3. Hiicreler lazer taramali konfokal mikroskopta goriintiilendi.

4. Graniiloza hiicrelerinde NQO1 proteininin miktar1 deney gruplari arasinda sinyal
esikleme yoOntemiyle karsilastirildi. Sinyal esikleme yontemi su sekilde uygulandi:

Uygulanan lazer giicli sabit tutuldu. Detektor kazanci (detector gain), arttirict kazanci
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(amplifier gain) ve igne deligi (pinhole) degerleri sinyalin en giiclii alindig1 bolgenin 8
bitlik goriintiisiinde 255. gri degerinden 10-20 sinyal almayi saglayacak yogunluk
(intensity) degerine ayarlandi. 50. gri degerinin iizerindeki toplam yogunluk degeri

(um?®) NQO1 proteininin miktari olarak kabul edildi.
4.2.6. Ovositlerde immiinofliioresan isaretlemeler
4.2.6.1. Fiksasyon

1. Tek kuyucuklu kiiltiir kabina 1 mL mikrotiibiiliis stabilize edici fiksatif eklendi ve
ovositler 37°C’de 30 dk. fikse edildi.
2. Ovositler PBS’le iki kez yikand1 ve %0,02 sodyum azidli PBS i¢inde +4°C’de saklandi.

4.2.6.2. Mayoz meKkiginin isaretlenmesi

1. Ovositler 72 kuyucuklu kiiltiir kabina alindi.

2. Ovositler a-tiibiilin ve B-tiibiilin antikorlarinin toplam 10 pL’lik 1:1 karisimiyla nemli
ortamda 37°C’de 90 dk. inkiibe edildi.

3. Ovositler PBS’le yikandr ve 10 pL fliioresan isaretli sekonder antikorla nemli ortamda

37°C’de 90 dk. inkiibe edildi.
4.2.6.3. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi

1. Ovositler PBS’le yikandi ve 10 pL 7-AAD’yle nemli ortamda 37°C’de 45 dk. inkiibe
edildi.

4.2.6.4. Goriintiileme

1. Ovositler PBS’le yikand1 ve 3 pL kapatma ¢ozeltisiyle lam ve yuvarlak lamel arasina
sikistirildi. Lamellerin etrafi tirnak cilasiyla ¢ergevelendi.
2. Preparatlar goriintiileme yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3. Ovositler lazer taramal1 konfokal mikroskopta goriintiilendi.
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4.2.7. Ovaryum dokusunda immiinofliioresan isaretlemeler

4.2.7.1. Fiksasyon

1. Viicut disina alinan ovaryumlar (bkz. 4.2.2.) %3.5 paraformaldehit i¢ine alind1 ve oda
sicakliginda 24 saat fikse edildi.

2. Ovaryumlar 1.2 M siikroz ¢ozeltisi i¢ine alind1 ve +4°C’de 24 saat inkiibe edildi.

3. Ovaryumlar kriyomatriks i¢ine gdmiildii ve metal yiizey lizerinde -60°C’de donduruldu.

4. Kriyomikrotomun ¢aligma sicakligi -30°C’ye ayarlandi ve poli-L-lizin kapli lamlar

tizerine 10 pum kalinliginda doku kesitleri alindu.

4.2.7.2. DNA kiriklarimin isaretlenmesi

A

Kesitler distile suda 5 dk. bekletildi ve kriyomatriks uzaklastirildi.

Kesitlerin ¢evresi PAP-Pen’le ¢izildi.

DNA kiriklar1 TUNEL yo6ntemiyle isaretlendi.

450 pL substrat ¢ozeltisi, 50 pwwwL enzim ¢ozeltisiyle karistirildi.

Kesitler dokunun {izerini kapatacak kadar karisimla nemli ortamda 37°C’de 1 saat

inkiibe edildi.

4.2.7.3. Hiicre cekirdeginin isaretlenmesi

1.

Kesitler PBS’le yikandi ve dokunun {izerini kapatacak kadar 7-AAD’yle nemli ortamda
37°C’de 30 dk. inkiibe edildi.

4.2.7.4. Goriintiileme

1.

2.
3.

Kesitler PBS’le yikandi ve dokunun iizerini kapatacak kadar kapatma ¢ozeltisiyle lam
ve lamel arasina sikigtirildi. Lamellerin etrafi tirnak cilasiyla ¢ercevelendi.
Preparatlar goriintiileme yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Kesitler lazer taramali konfokal mikroskopta goriintiilendi.
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4.2.8. Vero ve MCF-7 hiicrelerinde Western Blot analizleri

4.2.8.1. Protein izolasyonu

100 mm ¢apl1 hiicre kiiltiir kaplarina ekili hiicreler D-PBS’le yikandi.
Kiiltiir kabina hiicre lizis ¢ozeltisi eklendi ve hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyinden kazinarak

konik tiipe alindi.

. Hiicreler ultrasonikatorde 1 s.’de 5 sinyal gonderilerek mekanik olarak parcalandi.

Hiicreler 1 saat buz tizerinde bekletildi ve 10 dk.’da bir karistirildi.
Hiicreler +4°C’de 15000g’de 10 dk. santrifiij edildi. Siipernatant (protein lizati) bir

sonraki agamaya kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

4.2.8.2. Protein miktarimin hesaplanmasi

1.

10.000 mg/mL BSA c¢ozeltisi Cell Extraction Buffer icinde ardarda 7 kez 1:1
sulandirildi. Her bir sulandirmada azalan konsantrasyonda BSA c¢ozeltileri elde edildi
(swrastyla 5.000 mg/mL, 2.500 mg/mL, 1.250 mg/mL, 625 mg/mL, 312,5 mg/mL,
156,25 mg/mL, 78,125 mg/mL). BSA c¢ozeltileri bilinmeyen protein miktarinin
tayininde standart olarak kullanildi, Cell Extraction Buffer kor (sifir degeri) olarak
kabul edildi.

Protein standartlari, protein lizatlar1 ve Cell Extraction Buffer 200 nL. BCA i¢inde 100
kat seyreltildi ve 96 kuyucuklu kiiltiir kabina aktarildi.

. Kiiltiir kab1 60°C’de 15 dk. inkiibe edildi ve BCA’nin renk degistirmesi saglandi.

Spektrofotometrik dl¢timler 562 nm dalga boyunda yapildi.
Her bir protein lizatinda toplam protein miktar1 protein standartlarinin absorbans

degerlerine gore hesaplandi.

4.1.8.3. Proteinlerin jel elektroforezle ayristirilmasi

Kalin ve ince camlar jel dokme standina yerlestirildi.

. Ayrnistirma jeli kalin cam ve ince cam arasinda olusturulan 1 mm bosluga dokiildi ve

katilasmas1 beklendi.
Toplama jeli ayristirma jeli iizerine dokiildii, jel iizerinde jel taragiyla 10 adet kuyucuk

olusturuldu ve jelin katilagmasi beklendi.
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9.

Her bir protein lizatindan 50 pg protein Laemmli tamponuyla 1:1 oraninda karistirildi.
5 pL protein ladder Laemmli tamponuyla 1:1 oraninda karistirildi.
Protein lizatlar1 ve protein ladder 3 boyutlu yapilarini kaybederek jel {izerinde kolay

hareket edebilmeleri i¢in 90°C’de 5 dk. inkiibe edildi.

. Katilasan jel elektroforez tankina yerlestirildi ve tank elektroforez c¢ozeltisiyle

dolduruldu.

Protein lizatlar1 ve protein ladder her bir kuyucuga 50 pg protein gelecek sekilde
kuyucuklara yiiklendi.

Gii¢ kaynag elektroforez tankina baglandi, 100 V’a ayarland: ve calistirildi.

10. Proteinler jelin en alt ucuna kadar yiiriidiigiinde elektroforez islemi sonlandirildi.

4.2.8.4. immiinoblotlama

© =N w»

10.
11.

12.

13.

Jel +4°C’ye sogutulmus blotlama ¢dzeltisi i¢ine alinarak camlardan ayrildi.

Nitroseliiloz membran, siingerler ve kurutma kagitlar1 blotlama ¢ozeltisi i¢ine alindi.
Siinger lizerine sirasiyla kurutma kagidi, jel, nitroselilloz membran, kurutma kagidi ve
stinger yerlestirildi.

Olusturulan sandvi¢ blotlama tankina yerlestirildi ve tank blotlama ¢dzeltisiyle
dolduruldu.

Tank manyetik karistirici lizerine yerlestirildi.

Gii¢ kaynag elektroforez tankina baglandi, 32 V’a ayarlandi ve ¢alistirildi.

Proteinler jelden membrana aktarilmak iizere gece boyunca +4°C’de tutuldu.

Takip eden tiim inkiibasyonlar oda sicakliginda cam Petri kab1 i¢inde ve sallayict
tizerinde yapildi.

Membran Ponceau-S’de 5 dk. inkiibe edildi ve proteinler kirmizi renkte izlendi.
Ponceau-S membrandan TBS ¢ozeltisiyle (1X) uzaklastirildi.

Membran bloklama ¢ozeltisinde 1 saat inkiibe edildi.

Membran anti-NQO1 antikoruyla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve ardindan
TBS-T’yle 30 dk. yikand.

Membran peroksidaz isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve
ardindan TBS-T’yle 30 dk. yikandi.

Takip eden islemler karanlik ortamda yapildi.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

Membran kemoluminesan substratla 5 dk. inkiibe edildi, kurutuldu ve hiperfilm kaset
i¢cine aktarildi.

Film membranin iizerine gelecek sekilde hiperfilm kaset icine yerlestirildi. 1-5 dk.
boyunca kemoluminesan 1simanin membrandan filme geg¢isi saglandi.

Film sirasiyla developer, fiksatif ve distile sudan gecirildi.

Protein ladder ve deney gruplari film iizerinde asetat kalemiyle isaretlendi.

Membran Stripper Buffer’la 15 dk. inkiibe edildi ve ardindan TBS-T’yle 3 kez 15 dk.
yikandi.

Membran anti-B-aktin antikoruyla oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi ve ardindan
TBS-T’yle 30 dk. yikand.

12-18. asamalar tekrarlandi.

Membran TBS-T i¢inde +4°C’de saklandi.

4.2.9. Verilerin analizi

l.
2.

Western Blot dl¢limleri Image] 1.47v programiyla gerceklestirildi.
Tiim grafikler Graphpad Prism Version 6.0c programiyla olusturuldu. Ortalama
degerler ve standart sapmalar program tarafindan 3 teknik veya 3 biyolojik tekrar esas

aliarak hesaplandi.

. Deney gruplart arasinda farkin anlamliligi SPSS 15.0 (Statistical Package for Social

Sciences) paket programiyla degerlendirildi. Normal dagilim gosteren veriler One-way
ANOVA (Analysis of Varience) ve Fisher’s LSD (Least Significant Difference)
testleriyle, normal dagilim gostermeyen veriler Chi-square (X?) testiyle analiz edildi.

p<0,05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Cogalma Ozellikleri

60 mm kiiltiir kaplarina kiiltiir kab1 basina 20.000 hiicre ekildi. Hiicreler 24, 30, 48, 54, 72

ve 96. saatlerde sayildi. Calismamizda tiim deneyler 3 kez tekrarlandi. Tiim hesaplamalarda

ortalama degerler dikkate alindi.

Vero ve MCF-7 hiicreleri 8. saatte kiiltiir kab1 yiizeyine tutundu. Hiicreler 30. saate kadar
uzayan lag fazinin ardindan /og fazina girdi (Sekil 5.1.1.). Kendini ikiye katlama siireleri
Cizelge 5.1.1.de gosterildigi gibi hesaplandi. Hesaplamalarda log fazi degerleri dikkate
alindi. Buna gore kendini ikiye katlama stiresi Vero hiicreleri i¢in 25 saat, MCF-7 hiicreleri

i¢cin 22 saat olarak belirlendi.

0.20~
Vero
-+ MCF-7

ég 0.151 -+ Graniloza
=
3
o 0.10-
o
:E

0.05+

0.00-

0 24 30 48 54 72 96
Saat

Sekil 5.1.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Zamana Kars1 Cogalma Egrileri

Graniiloza hiicrelerinin ¢ogalma 6zellikleri primer hiicre kiiltiirlinii izleyen ilk pasajda (P;)
degerlendirildi. Hiicreler 10. saatte kiiltiir kab1 ylizeyine tutundu. 24. saatte hiicre sayisi
yaklasik 10 kat azald1 (3+1x10%). Ilerleyen saatlerde hiicre sayis1 artmakla birlikte, bu artig
logaritmik degildi (48, 72 ve 96. saatler igin sirasiyla 3,7ﬂ:2,1><103 , 6,3:|:1,5X103 ve
8+2x10°) (Sekil 5.1.1.). 24. saatten énce hiicre artist izlenmediginden hesaplamalarda ilk 24
saat dikkate alinmadi. Buna gore graniiloza hiicreleri i¢in kendini ikiye katlama siiresi 51

saat olarak belirlendi (Cizelge 5.1.1.).
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Cizelge 5.1.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin

Kendini ikiye Katlama Siirelerinin

Hesaplanmasi
Hiicre tipi 0. saat 24. saat 30. saat 48. saat
Vero
5 20 20,3+4,5 21+4 44,3+15
(x10%)
MCF-7
5 20 18,3+1,2 19,3+0,6 42,748.3
(x10%)
Graniiloza
5 20 3+1 3,342,3 3,7+2,1
(x10%)

Cizelge 5.1.1. (devam) Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Kendini Ikiye Katlama Siirelerinin

Hesaplanmasi

DT: Kendini ikiye katlama siiresi

T: log fazinin basindan itibaren gegen saat cinsinden siire
Xb: log fazinin basinda hiicre sayisi

Xe: 96. saatin sonunda hiicre sayisi

DT=TIn2/
Hiicre tipi 54. saat 72. saat 96. saat
In(Xe-Xb)
Vero
(x10%) 54,7£14,5 73,7£24,7 134,7+42.8 25 saat
MCF-7
(x10°) 63,7+7,1 106£21,2 163,3+15,3 22 saat
Graniiloza
(x10°%) 542 6,3+1,5 8+2 51 saat
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5.2. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Cogalma Ozelliklerine

Etkileri

24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekilen Vero ve MCF-7 hiicrelerine 30. saatte 0 veya
100 uM dikumarol uygulandi. Hiicreler dikumarol uygulamasini izleyen 48. saatte fikse

edildi ve ¢ogalan hiicrelerin belirlenmesi amaciyla anti-ki-67 antikoruyla isaretlendi.

Ki-67 antijeni tipik olarak cogalma ozelligi gosteren interfaz evresindeki hiicrelerde
¢ekirdekcikte, mitozun farkli evrelerinde kromozomlarin etrafinda izlendi. Hiicreler kontrol
gruplarinda ¢ogalma o6zelligi gosterirken 100 uM dikumarol uygulanan gruplarda Ki-67
isaretlenmesi izlenmedi (Sekil 5.2.1. ve 5.2.2.).

7-AAD Ki-67 Birlikte

Sekil 5.2.1. Cogalan Vero ve MCF-7 Hiicrelerinde Ki-67 Ifadesi

Ki-67 antijeni dikumarol uygulanmayan bir Vero hiicresinde mitozun anafaz evresinde, dikumarol
uygulanmayan bir MCF-7 hiicresinde mitozun metafaz evresinde kromozomlarin etrafinda izlendi.
Olcek cubugu: 5 pm

Vero

MCF-7
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Kontrol Dikumarol

Vero

MCF-7

Sekil 5.2.2. Dikumarol Uygulanan Vero ve MCF-7 Hiicrelerinde Ki-67 Ifadesinin Kontrol Grubuna
Gore Degisimi

Ki-67 antijeni dikumarol uygulanmayan kontrol gruplarinda interfaz evresindeki Vero ve MCF-7
hiicrelerinde ¢ekirdekgikte izlenirken, 100 uM dikumarol uygulanan gruplarda hicbir hiicrede
izlenmedi. Yesil sinyal: Ki-67 antijeni, Kirmiz1 sinyal: Cekirdek, Ol¢ek cubugu: 20 pm
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60 mm kiiltiir kaplarina kiiltiir kab1 basina 20.000 hiicre ekildi. Vero ve MCF-7 hiicrelerine
30. saatte 0, 10, 50, 100 veya 200 uM, graniiloza hiicrelerine 30. saatte 0, 50 veya 100 uM

dikumarol uygulandi. Hiicreler dikumarol uygulamasini izleyen 24 ve 48. saatlerde sayildi.

Dikumarol uygulanmayan Vero hiicrelerinin sayis1 24 saatlik kiiltiiriin sonunda yaklagik 2
kat artarken (44,3+15 x10°), dikumarol uygulanan gruplarda hiicre sayisinda kontrol
grubuna gore doza bagli olarak bir diisiis izlendi (10, 50, 100 ve 200 uM i¢in sirasiyla
41,3+14 x10°, 34+11,1 x10°, 29,3+10,5 x10° ve 19,7+3.8 x10%). Bu diisiisiin kontrol
grubuyla 200 pM dikumarol uygulanan grup arasinda anlamli oldugu saptandi (p=0,026).
48 saatlik kiiltiir boyunca dikumarol uygulanmayan Vero hiicrelerinin sayis1 logaritmik
olarak artmaya devam ederken (73,7+24,7 x10°), dikumarol uygulanan gruplarda hiicre
sayist kontrol grubuna gore doza bagl olarak azaldi (10, 50, 100 ve 200 uM i¢in sirasiyla
70+20 x10°, 46,3+16,3 x10°, 32,3+11,2 x10° ve 19+3,5 x10°). Kontrol grubuyla 100 ve 200
uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 48 saatlik kiiltliriin sonunda hiicre sayilar
acisindan anlamh fark izlendi (sirasiyla p=0,013 ve p=0,003) (Cizelge 5.2.1. ve Sekil
5.2.3).

Cizelge 5.2.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda Zamana
Kars1 Cogalma Sonuglari
p<0,05 kontrol grubuna gore hiicre sayisi agisindan anlamli farkin olduguna isaret etmektedir.

0. saat 24. saat
Hiicre tipi
- Kontrol 10 pM 50 pM 100 pM 200 uM
Vero 41,3+14 34+11,1 29,3+£10,5 19,7£3,8
5 20 44,3+15
(x10%) p=0,758 p=0,301 p=0,144 p=0,026
MCF-7 3444 29427 25,7+2,1 23,3+£3,2
5 20 42,7+8,3
(x10%) p=0,045 p=0,005 p=0,001 p<0,001
Graniiloza 22,342 2242
5 20 24,344 - i,
(x10%) p=0,426 p=0,357
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Cizelge 5.2.1. (devam) Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda

Zamana Karg1 Cogalma Sonuglari
p<0,05 kontrol grubuna gore hiicre sayisi agisindan anlamli farkin olduguna isaret etmektedir

48. saat
Hiicre tipi
Kontrol 10 uM 50 pM 100 pM 200 pM
Vero 70+20 46,3£16,3 32,3+11,2 1943,5
s 73,7+24.7
(x10°) p=0,795 p=0,074 p=0,013 p=0,003
MCF-7 70,3£10 48+11,4 3043 22+4 .4
5 106+21,2
(x10°) p=0,004 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Graniiloza 22,323 22,3+1,5
5 23,7+1,2 - -
(x10°) p=0,382 p=0,382
0.15+
I Kontrol
B 10uM
% 010 M 50 uM
E B 100 uM
o 200 uMm
o
5
0.00-

0 24 48
Saat

Sekil 5.2.3. Vero Hiicresi Sayilarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagli Degisim Grafigi

24. saatte kontrol grubuyla 200 pM dikumarol uygulanan grup arasinda, 48. saatte kontrol grubuyla
100 ve 200 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda hiicre sayisi agisindan anlamli fark izlendi.

* p<0,05, ** p<0,01

Dikumarol uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinin sayis1 24 saatlik kiiltiiriin sonunda yaklasik
2 kat artarken (42,7+8,3 x10°), dikumarol uygulanan gruplarda hiicre sayisi kontrol
grubuna gére doza bagli olarak azaldi (10, 50, 100 ve 200 uM igin sirasiyla 34+4 x10°,
29+2.7 x10°, 25,7+2,1 x10°, 19,7+3,8 x10° ve 23,3+3,2 x10%). Kontrol grubuyla dikumarol
uygulanan tim gruplar arasinda 24 saatlik kiiltiirlin sonunda hiicre sayilari acisindan
anlamli fark izlendi (10, 50, 100 ve 200 uM icin sirasiyla p=0,045, p=0,005, p=0,001 ve
p<0,001). 48 saatlik kiiltiir boyunca dikumarol uygulanmayan MCF-7 hiicrelerinin sayis1

logaritmik olarak artmaya devam ederken (106+21,2 x10?), dikumarol uygulanan gruplarda

68




hiicre sayis1 kontrol grubuna gore doza bagh olarak azaldi (10, 50, 100 ve 200 uM igin
sirastyla 70,3+10 x10°, 48+11,4 x10°, 3043 x10° ve 22+4.4 x10%). Kontrol grubuyla
dikumarol uygulanan tiim gruplar arasinda 48 saatlik kiiltiirlin sonunda hiicre sayilari
acisindan anlaml fark izlendi (10, 50, 100 ve 200 uM igcin sirasiyla p=0,004, p<0,001,
p<0,001 ve p<0,001) (Cizelge 5.2.1. ve Sekil 5.2.4.). Hiicre cogalmasinin %50 inhibisyonu
(IC-50) Sekil 5.2.5.°de gosterildigi gibi hesaplandi. Buna gore dikumaroliin IC-50 degeri
Vero hiicreleri i¢in 50 uM, MCF-7 hiicreleri i¢in 40 uM olarak belirlendi.

Dikumarol uygulanmayan graniiloza hiicrelerinin sayisinda 24 saatlik kiiltiir sonunda bir
artis izlenmezken (24,344 x10%), dikumarol uygulanan gruplarda hiicre sayis1 kontrol
grubuna gére azaldi (50 ve 100 pM igin sirasiyla 22,3+2,1 x10° ve 2242 x10°). Kontrol
grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 24 saatlik kiiltiiriin sonunda
hiicre sayilar1 agisindan anlamli fark izlenmedi (sirastyla p=0,426 ve p=0,357). 48 saatlik
kiiltiir boyunca dikumarol uygulanmayan graniiloza hiicrelerinin sayisinda bir degisiklik
gozlenmezken (23,7+1,2 x10°), dikumarol uygulanan gruplarda hiicre sayis1 kontrol
grubuna gére azaldi (50 ve 100 pM igin sirasiyla 22,342.3 x10° ve 22,3+1,5 x10°). Kontrol
grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 48 saatlik kiiltiiriin sonunda
hiicre sayilar1 agisindan anlamh fark izlenmedi (sirasiyla p=0,382 ve p=0,382) (Cizelge
5.2.1. ve Sekil 5.2.6.).

0-157 B Kontrol
M 10 uM
S 0.10- M 50 uM
E @ 100 uM
o 200 M
5

0.00-

Saat

Sekil 5.2.4. MCF-7 Hiicresi Sayilarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagli Degisim Grafigi
24. ve 48. saatte kontrol grubuyla dikumarol uygulanan tiim gruplar arasinda hiicre sayis1 agisindan
anlamli fark izlendi. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Sekil 5.2.5. Dikumaroliin Vero ve MCF-7 Hiicreleri igin IC-50 Degerinin Hesaplanmasi

Degisen dikumarol dozlarinin logaritmik degerlerine karsilik gelen hiicre sayilariyla dogrusal bir
grafik olusturuldu. Buna gére Vero hiicreleri igin 32,2x10°, MCF-7 hiicreleri igin 30,7x10° hiicreye
karsilik gelen dikumarol dozlarinin logaritmik degerleri sirasiyla 1,564 (50 uM) ve 1,438 (40 uM)
olarak hesaplandi.

0.037 B Kontrol

M 50 uM
& 100 uM

Hiicre (x10°)

0 24 48
Saat

Sekil 5.2.6. Graniiloza Hiicresi Sayilarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagli Degisim Grafigi
24 ve 48. saatlerde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda hiicre sayis1 agisindan
anlaml fark izlenmedi.

5.3. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinde Mitoza Etkileri

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basmna 20.000 hiicre ekildi. Vero ve MCF-7
hiicrelerine 30. saatte, graniiloza hiicrelerine 24. saatte 0, 50 veya 100 pM dikumarol

uygulandi. Hiicreler dikumarol uygulamasini izleyen 24. saatte fikse edildi ve hiicre
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cekirdekleri 7-AAD’yle isaretlendi. Her bir deney grubundan en az 1000 hiicre sayilarak

bunlarin i¢indeki mitotik hiicre sayisi (mitoz indeksi) belirlendi.

Vero hiicrelerinde mitotik hiicre sayilar1 kontrol grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol
uygulanan gruplar arasinda benzerdi (sirasiyla %0,9+0,17, 9%0,93+0,25 ve %1,02+0,23).
Gruplar arasinda mitotik hiicre sayis1 agisindan anlamli fark izlenmedi (50 ve 100 uM igin

strastyla p=0,858 ve p=0,539) (Cizelge 5.3.1. ve Sekil 5.3.1.a.).

Cizelge 5.3.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda Mitotik
Hiicre Sayis1 Sonuglari

p degerleri gruplar arasinda mitotik hiicre sayisi agisindan anlamli farkin olmadigina isaret
etmektedir.

Hiicre tipi Kontrol 50 uM 100 pM
0,93+0,25 1,02+0,23
Vero (%) 0,9+0,17
p=0,858 p=0,539
0,7+0,26 0,9+0,1
MCEF-7 (%) 0,66+0,15
p=0,833 p=0,175
0,03£0,06 0,07+0,12
Graniiloza (%) 0,01+0,01
p=0,604 p=0,315

Dikumarol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde mitotik hiicre sayilar1 kontrol grubuna yakindi
(0, 50 ve 100 uM igin sirastyla 9%0,66+0,15, %0,7+0,26 ve 9%0,9+0,1). Gruplar arasinda
mitotik hiicre sayisi acisindan anlamli fark izlenmedi (50 ve 100 uM ig¢in sirasiyla p=0,833

ve p=0,175) (Cizelge 5.3.1. ve Sekil 5.3.1.b.).

Graniiloza hiicrelerinde mitotik hiicre sayilar1 kontrol grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol
uygulanan gruplar arasinda benzerdi (sirasiyla %0,01+£0,01, %0,03+0,26 ve %0,07+0,1).
Gruplar arasinda mitotik hiicre sayis1 agisindan anlamli fark izlenmedi (50 ve 100 uM igin

strastyla p=0,604 ve p=0,315) (Cizelge 5.3.1. ve Sekil 5.3.1.c.).
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a.Vero

1.51

Mitotik hiicre (%)

Kontrol 50 yM 100 uM

b.MCF-7

1.5+

Mitotik hiicre (%)

Kontrol 50 uM 100 uM
c.Graniiloza
0.25+
& 0.204
o
G 0.154
He=]
=
= 0.104
]
= (.05
0.00-
Kontrol 50 uM 100 pM

Sekil 5.3.1. a.Vero, b.MCF-7 ve c.Graniiloza Hiicrelerinde Mitotik Hiicre Sayilarimin Dikumarol
Dozuna Bagli Degisim Grafigi

Kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda mitotik hiicre sayis1 agisindan anlaml fark
izlenmedi.
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5.4. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Canlihk Oranlarina

Etkileri

60 mm kiiltiir kaplarina kiiltiir kab1 basina 20.000 hiicre ekildi. Vero ve MCF-7 hiicrelerine
30. saatte 0, 10, 50 100 veya 200 uM, graniiloza hiicrelerine 24. saatte 0, 50 ve 100 uM
dikumarol uygulandi. Hiicrelerin canlilik oranlari dikumarol uygulamasini izleyen 24 ve

48. saatlerde belirlendi.

Vero hiicrelerinde kontrol grubuyla 10 ve 50 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 24
saatlik kiiltiirlin sonunda canlilik oranlar1 acgisindan fark izlenmezken (sirasiyla %87+4,
%88+7 ve %82+4), 100 ve 200 uM dikumarol uygulanan gruplarda canlilik oranlar
kontrol grubuna gore doza bagli olarak azaldi (sirasiyla %67+10 ve %63+9). Kontrol
grubuyla 100 ve 200 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 24 saatlik kiiltiiriin sonunda
canlilik oranlar agisindan anlamh fark saptandi (p=0,016, p<0,001 ve p<0,001). Kontrol
grubuyla 10 ve 50 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 48 saatlik kiiltiiriin sonunda
canlilik oranlar1 agisindan fark izlenmezken (sirasiyla %88+4 ve %79+4), 100 ve 200 uM
dikumarol uygulanan gruplarda canlilik oranlar1 kontrol grubuna gére doza bagli olarak
azald1 (swrasiyla %61+12 ve %60+12). Kontrol grubuyla 100 ve 200 pM dikumarol
uygulanan gruplar arasinda 48 saatlik kiiltiiriin sonunda canlilik oranlar1 agisindan anlaml

fark izlendi (sirasiyla p=0,003 ve p=0,002) (Cizelge 5.4.1. ve Sekil 5.4.1.).

Cizelge 5.4.1. Vero ve MCF-7 Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda Zamana Kars1 Canlilik
Sonuglari

p<0,05 kontrol grubuna gdre canlilik oranlari agisindan anlamli farkin olduguna isaret etmektedir.
0. saat 24. saat
Hiicre tipi - Kontrol 10 pM 50 uM 100 uM | 200 pM
Vero 88+7 82+4 67+10 6349
87+6 87+4
(%) p=0,876 p=0,407 p=0,006 p=0,002
MCF-7 92+1 8742 79+1 66+5
91+1 91+1
(%) p=0,740 p=0,016 p<0,001 p<0,001
Graniiloza 80+17 79+15
81+18 84+10 - -
(%) p=0,721 p=0,681
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Cizelge 5.4.1. (devam) Vero ve MCF-7 Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda Zamana Karsi
Canlilik Sonuglar1
p<0,05 kontrol grubuna goére canlilik oranlar1 a¢isindan anlaml farkin olduguna isaret etmektedir.

48. saat
Hiicre tipi Kontrol 10 pM 50 pM 100 pM 200 pM
Vero 88+5 79+4 61+12 6012
88+4
(%) p=0,957 p=0,205 p=0,003 p=0,002
MCF-7 o141 90+1 86+2 60+9 51+6
+
(%) p=0,752 p=0,243 p<0,001 p<0,001
Graniiloza 75+13 %79+14
7615 - -
(%) p=0,910 p=0,843
1 -
00 Il Kontrol
B 10uM
9 B 50 uM
= M 100 uM
% I 200 uM
©
(&)

0 24 48
Saat

Sekil 5.4.1. Vero Hiicrelerinin Canlilik Oranlarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagli Degisim
Grafigi

24. ve 48. saatte kontrol grubuyla 100 ve 200 pM dikumarol uygulanan gruplar arasinda canlilik
oranlar1 agisindan anlamli fark izlendi.

MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuyla 10 uM dikumarol uygulanan grup arasinda 24 saatlik
kiiltiirlin sonunda canlilik oranlar1 agisindan fark izlenmezken (sirasiyla %91+1 ve %92+1),
50, 100 ve 200 uM dikumarol uygulanan gruplarda canlilik oranlar1 kontrol grubuna gore
doza bagli olarak azaldi (sirasiyla %87+2, %79+1 ve %66+5). Kontrol grubuyla 50, 100 ve
200 pM dikumarol uygulanan gruplar arasinda 24 saatlik kiiltiiriin sonunda canlilik oranlari
acisindan anlaml fark saptandi (p=0,006 ve p=0,002). Kontrol grubuyla 10 ve 50 uM
dikumarol uygulanan gruplar arasinda 48 saatlik kiiltliriin sonunda canlilik oranlari

acisindan fark izlenmezken (sirasiyla %91+£1, %90+1 ve %86+2), 100 ve 200 pM

74




dikumarol uygulanan gruplarda canlilik oranlar1 kontrol grubuna goére doza baglh olarak
azald1 (swrastyla %60+9 ve %51+6). Kontrol grubuyla 100 ve 200 uM dikumarol uygulanan
gruplar arasinda 48 saatlik kiiltiiriin sonunda canlilik oranlar1 agisindan anlaml fark izlendi

(swrasiyla p<0,001 ve p<0,001) (Cizelge 5.4.1. ve Sekil 5.4.2.).

Dikumarol uygulanan graniiloza hiicrelerinde 24 saatlik kiiltiiriin sonunda canlilik oranlar1
kontrol grubuna yakindi (0, 50 ve 100 pM igin sirasiyla %84+10, %80+17 ve %79+15).
Gruplar arasinda canlilik oranlar1 agisindan anlamli fark izlenmedi (50 ve 100 pM igin
sirastyla p=0,721 ve p=0,681). 48 saatlik kiiltiirlin sonunda canlilik oranlari kontrol
grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda benzerdi (sirasiyla %76+15,
%76x13 ve %79+14). Gruplar arasinda canlilik oranlar1 acisindan anlamli fark izlenmedi

(50 ve 100 puM igin sirastyla p=0,910 ve p=0,843) (Cizelge 5.4.1. ve Sekil 5.4.3.).

100~
I Kontrol

M 10uM
& 50 uM
I 100 uM
[ 200 uM

Canlilik (%)

0 24 48
Saat

Sekil 5.4.2. MCF-7 Hiicrelerinin Canlilik Oranlarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagli Degisim
Grafigi
24. saatte kontrol grubuyla 50, 100 ve 200 pM dikumarol uygulanan gruplar arasinda, 48. saatte

kontrol grubuyla 100 ve 200 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda canlilik oranlar1 agisindan
anlaml fark izlendi.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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0 24 48
Saat

Sekil 5.4.3. Graniiloza Hiicrelerinin Canlilik Oranlarinin Dikumarol Dozu ve Zamana Bagh
Degisim Grafigi

24 ve 48. saatlerde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda canlilik oranlar
agisindan anlamli fark izlenmedi.

5.5. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinde Apopitotik Hiicre

Oliimiine Etkileri

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basmna 20.000 hiicre ekildi. Vero ve MCF-7
hiicrelerine 30. saatte, graniiloza hiicrelerine 24. saatte 50 ve 100 uM dikumarol uygulandi.
Hiicreler dikumarol uygulamasini takiben 24. saatte fikse edildi. Apopitotik hiicrelerde
olmasi beklenen DNA kiriklar1t TUNEL yontemiyle saptandi. Sonuglar 100 pM dikumarol
uygulanan gruplarda farkli bir yontemle de dogruland (Sekil 5.5.1.).

Dikumarol uygulanan Vero hiicrelerinde apopitotik hiicre sayisi kontrol grubuna gore doza
bagl olarak artmasina karsin (0, 50 ve 100 uM i¢in sirasiyla %1,05+0,84, %13,33+10,96
ve %18,66+12,5), gruplar arasinda anlamh fark izlenmedi (50 ve 100 uM igin sirasiyla
p=0,169 ve p=0,066) (Cizelge 5.5.1., Sekil 5.5.1 ve 5.5.2.a.).
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7-AAD TUNEL Birlikte

Vero

MCF-7

Sekil 5.5.1. Dikumarol Uygulanan Vero ve MCF-7 Hiicrelerinde TUNEL Isaretlemeleri

Vero hiicrelerinde 100 pM dikumarol uygulanan grupta hiicre ¢ekirdeginde yogun miktarda DNA
kirig1 izlendi. MCF-7 hiicrelerinde 50 uM dikumarol uygulanan grupta saglikli ¢ekirdeklerde TUNEL
isaretlenmesi izlenmezken, kirik DNA uglar1 apopitotik hiicrelere 6zgii ¢ekirdek morfolojisiyle uyumlu
bir goriiniim sergiledi. Ol¢ek cubugu: 5 pm
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Dikumarol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde apopitotik hiicre sayis1 kontrol grubuna gore
doza bagli olarak artt1 (0, 50 ve 100 uM icin sirasiyla %0,4+0,1, %3,66+1,52 ve %9,5+1,5).
Kontrol grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda apopitotik hiicre
sayist acisindan anlaml fark izlendi (sirasiyla p=0,018 ve p<0,001). (Cizelge 5.5.1., Sekil
5.5.1.ve 5.5.2.b.).

Graniiloza hiicrelerinde apopitotik hiicre sayilar1 kontrol grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol
uygulanan gruplar arasinda benzerdi (sirasiyla %0,1+0,1, %0,03+0,01 ve %0,03+0,01).
Gruplar arasinda apopitotik hiicre sayis1 agisindan anlamli fark izlenmedi (50 ve 100 uM

i¢in sirastyla p=0,665 ve p=0,665) (Cizelge 5.5.1. ve Sekil 5.5.2.c.).

Cizelge 5.5.1. Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinin Degisen Dikumarol Dozlarinda Apopitotik
Hiicre Sayis1 Sonuglari
p<0,05 kontrol grubuna gdre apopitotik hiicre sayisi agisindan anlamli farkin olduguna isaret

etmektedir.

Hiicre tipi Yontem Kontrol 50 pM 100 pM
13,33£10,96 18,66+12,5
TUNEL 1,05+0,84
Vero p=0,169 p=0,066
(%) 12+1
Annexin-V 8+1 -
p=0,480
3,66+1,52 9,5+1,5
TUNEL 0,4+0,1
MCF-7 p=0,018 p<0,001
(%) 36+1
Annexin-V 1+1 -
p<0,001
0,0340,01 0,03+0,01
TUNEL 0,1+0,1
Graniiloza p=0,665 p=0,665
(%) 0,1+0,1
Annexin-V 0,01+0,01 -
p=1,000

78




a.Vero

30+

20+

10+

Apopitotik hiicre (%)

Kontrol 50 pM 100 uM

b.MCF-7

- -
(=} (3]
1 1

Apopitotik hiicre (%)
g

Kontrol 50 uM 100 pM

c.Graniiloza

0.25~

0.20-

0.15-

Apopitotik hiicre (%)

Kontrol 50 uM 100 pM

Sekil 5.5.2. a.Vero, b.MCF-7 ve ¢.Graniiloza Hiicrelerinde Apopitotik Hiicre Sayilarinin Dikumarol
Dozuna Bagli Degisim Grafigi (TUNEL)

Vero ve graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda DNA
kiriklar agisindan anlamhi fark izlenmezken, MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuyla 50 ve 100 uM
dikumarol uygulanan gruplar arasinda DNA kiriklar1 agisindan anlamli fark izlendi.

p<0,05, *** p<0,001



Apopitotik hiicrelerde hiicre zarinin i¢ ylizeyinden dis ylizeyine tasman ve bdylece
Annexin-V proteinleri tarafindan taninan PS molekiilleri anti-annexin-V antikoruyla
isaretlendi. Her bir deney grubundan en az 1000 hiicre sayilarak bunlarin igindeki

apopitotik hiicre sayis1 belirlendi (Sekil 5.2.2.).

Annexin-V isaretlemelerine goére 100 pM dikumarol uygulanan Vero hiicrelerinde
apopitotik hiicre sayis1 kontrol grubuna gore artmasina karsin (0 ve 100 uM i¢in sirasiyla
%8+1 ve %12+1), gruplar arasinda anlaml fark izlenmedi (p=0,480) (Cizelge 5.5.1. ve
Sekil 5.5.4.a.).

100 uM dikumarol uygulanan MCF-7 hiicrelerinde apopitotik hiicre sayisi kontrol grubuna
gore artt1 (0 ve 100 uM i¢in sirastyla %1+1 ve 36+1). Bu artigin gruplar arasinda anlamh
oldugu saptandi (p<0,001) (Cizelge 5.5.1. ve Sekil 5.5.4.b.).

Graniiloza hiicrelerinde apopitotik hiicre sayilar1 kontrol grubuyla 50 ve 100 uM dikumarol
uygulanan gruplar arasinda benzerdi (0 ve 100 uM igin sirasiyla 0,01+£0,01 ve 0,1+0,1).
Gruplar arasinda apopitotik hiicre sayist agisindan anlamli fark izlenmedi (p=1,000)

(Cizelge 5.5.1. ve Sekil 5.5.4.c.).

7-AAD Annexin-V Birlikte

Sekil 5.5.3. Dikumarol Uygulanan Graniiloza Hiicrelerinde Annexin-V Isaretlemeleri
Graniiloza hiicrelerinde 100 uM dikumarol uygulanan grupta PS molekiilleri anti-Annexin-V
antikoruyla isaretlendi. Olcek cubugu: 5 pm
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a.Vero

Apopitotik hiicre (%)

Kontrol 100 uM

b.MCF-7

40~ ok

30+

20+

10+

Apopitotik hiicre (%)

Kontrol 100 M

c.Graniiloza
0.25+
0.20-
0.154

0.10-

Apopitotik hiicre (%)

0.05+

0.00-
Kontrol 100 uM

Sekil 5.5.4. Dikumarol Uygulanan a.Vero, b.MCF-7 ve ¢.Graniiloza Hiicrelerinde Apopitotik Hiicre
Sayilariin Kontrol Grubuna Gore Degisimi (Annexin-V)

Vero ve graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuyla 100 pM dikumarol uygulanan grup arasinda
Annexin-V isaretlenmesi agisindan anlaml fark izlenmezken, MCF-7 hiicrelerinde kontrol grubuyla
100 uM dikumarol uygulanan grup arasinda Annexin-V isaretlenmesi agisindan anlamli fark

izlendi.
*** p<0,001



5.6. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinde NQO1 ifadesine Etkileri

24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk basmna 20.000 hiicre ekildi. Vero ve MCF-7
hiicrelerine 30. saatte, kumulus-ovosit komplekslerine 24. saatte 0 veya 100 uM dikumarol
uygulandi. Hiicreler dikumarol uygulamasini izleyen 24. saatte fikse edildi. Hiicreler anti-

NQOTI antikoruyla isaretlendi.

Vero hiicrelerinde kontrol grubunda ve 100 pM dikumarol uygulanan grupta NQO1 ifadesi

izlenmedi.

Dikumarol uygulanmayan ve 100 pM dikumarol uygulanan MCF-7 hiicrelerinin biiyiik
cogunlugunda NQOI1 ifadesi saptandi (Sekil 5.6.1.). Western Blot yontemiyle
karsilagtirildiginda gruplar arasinda NQO1 proteininin miktar1 agisindan fark izlenmedi

(Sekil 5.6.2.).

MCF-7 KOK

Sekil 5.6.1. MCF-7 ve Graniiloza Hiicrelerinde NQO1 Ifadesi

Dikumarol uygulanmayan MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde NQO1 proteininin sitoplazmada
yaygin olarak bulundugu saptandi. Yesil sinyal: NQO1 proteini, Kirmiz1 sinyal: Cekirdek, Ol¢ek
¢ubugu: 20 um
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Vero Vero MCF-7

Kontrol 100 uM Dik Kontrol 100 uM Dik

30 kDa ‘ ‘
(NQO1) -

o

42 kDa
(B-aktin)

MCF-7

Sekil 5.6.2. Dikumarol Uygulanan Vero ve
MCF-7 Hiicrelerinde NQO1 Proteininin Miktar1
(Western Blot)

Soldan saga sirasiyla Vero kontrol, Vero 100
uM dikumarol, MCF-7 kontrol ve MCF-7 100
pM dikumarol gruplarinda NQO1 (30 kDa) ve
B-aktin (42 kDa) proteinleri isaretlendi. Gruplar
arasinda B-aktin proteinin miktar1 esitti. Vero
hiicrelerinde NQO1 ifadesi izlenmezken, MCF-7
hiicrelerinde gruplar arasinda NQO1 proteininin
miktar1 agisindan fark saptanmadi.

Dikumarol uygulanmayan ve 100 uM dikumarol uygulanan graniiloza hiicrelerinin biiyiik

cogunlugunda NQOI1 ifadesi saptandi (sirasiyla 1033488 pmz ve 1307+272 ;,Lmz) (Sekil

5.6.1). Sinyal esikleme yontemiyle karsilagtirildiginda (bkz. 4.2.5.7.4.) kontrol grubuyla

100 uM dikumarol uygulanan grup arasinda NQO1 proteininin miktar1 agisindan anlamli

fark izlenmedi (p=0,300). (Sekil 5.6.1. ve 5.6.3.).

2000~
E
3 1500+
]
e 1000
2
-
o
G 500+
Z
0-

Kontrol

100 uM

Sekil 5.6.3. Dikumarol Uygulanan Graniiloza Hiicrelerinde NQO1 Ifadesinin Kontrol Grubuna

Gore Degisimi

Kontrol grubuyla 100 uM dikumarol uygulanan grup arasinda NQOI1 proteininin miktar1

agisindan anlamli fark izlenmedi.
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5.7. Dikumaroliin Ovosit Mayoz Mekigine Etkileri

MII evresindeki 20 sayida ovosite 1 saat boyunca 0 veya 100 uM dikumarol, 20 sayida
ovosite de 1 saat boyunca 0 veya 5 uM paklitaksel uygulandi. Ovositler dikumarol
uygulamasini izleyen 1. saatte fikse edildi. Mayoz mekigi a-tiibiilin ve p-tiibiilin

antikorlartyla isaretlendi.

100 uM dikumarol uygulanan ovositlerde mayoz mekigi kontrol grubuna benzer olarak fic1
goriinlimiinii korurken, kromozomlarin orta hat boyunca diizenli dizilimde oldugu izlendi 5
uM paklitaksel uygulanan ovositlerde mekik yapisi izlenmezken, mikrotiibiiliislerin

sitoplazmaya dagilmis pek ¢ok odak olusturdugu ve kromozomlarin orta hattan saptigi

belirlendi (Sekil 5.7.1.).
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7-AAD a-B-tiibilin Birlikte

Dikumarol Kontrol

Paklitaksel

Sekil 5.7.1. Dikumarol ve Paklitaksel Uygulamalarinin Mayoz Mekigine Etkileri
Dikumarol uygulanmayan ve 100 uM dikumarol uygulanan gruplarda mayoz mekigi fi¢1 goériiniimiinde
ve kromozomlar orta hat boyunca diizenli dizilimdeydi. 5 uM paklitaksel uygulanan grupta

sitoplazmada ¢ok sayida mikrotiibiiliis odag: gozlenirken, kromozomlarin orta hattan saptigi dikkat
cekti (»). Ol¢ek cubugu: 10 pm
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5.8. Dikumaroliin Ovosit Matiirasyonuna Etkileri

GV evresindeki 20 sayida ovosite kiiltlir ortami icinde, 20 sayida ovosite de
mikroenjeksiyon yoluyla 0 veya 100 pM dikumarol uygulandi. Ovositler dikumarol
uygulamasini izleyen 18. saatte matiirasyon asamalarina gore degerlendirildi. Her bir deney

grubu i¢in 20 ovosit kullanildi.

18 saatlik kiiltlirlin sonunda GV evresindeki ovosit sayisi kontrol grubuyla 100 pM
dikumarol uygulanan gruplar arasinda benzerdi (swrasiyla %12,7£5,9, %11+2,6 ve
%7,5+10,6). Gruplar arasinda GV evresindeki ovosit sayist ag¢isindan anlamli fark
izlenmedi (kiiltiir ortam1 ve mikroenjeksiyon gruplari icin sirastyla p=0,624 ve p=0,295)

(Cizelge 5.8.1. ve Sekil 5.8.1.).

Cizelge 5.8.1. Farkli Yontemlerle Dikumarol Uygulanan Ovositlerde Matiirasyon Sonuglari
p degerleri gruplar arasinda ovosit sayisi agisindan anlamli farkin olmadigina isaret etmektedir.

Deney grubu GV (%) MI (%) MII (%)
Kontrol 12,7+5,9 29,7+13.8 57,7£19,4
11+2,6 25,7+6 63,3£8.6

Kiiltiir ortami

p=0,624 p=0,540 p=0,538

7,5+£10,6 40,5+7,8 52428

Mikroenjeksiyon

p=0,295 p=0,500 p=0,548

Tiim gruplarda MI evresine ulasan ovosit sayisi benzerdi (kontrol, kiiltiir ortami ve
mikroenjeksiyon gruplart i¢in sirastyla %29,7+13,8, %25,7+6 ve %40,5+7,8). Kontrol
grubuyla 100 pM dikumarol uygulanan gruplar arasinda MI evresine ulasan ovosit sayisi
acisindan anlamh fark izlenmedi (sirasiyla p=0,540 ve p=0,500) (Cizelge 5.8.1. ve Sekil
5.8.1.).

MII evresindeki ovosit sayist kontrol grubuyla 100 puM dikumarol uygulanan gruplar
arasinda benzerdi (sirasiyla %57,7+19,4, %63,3£8,6 ve %52+2,8). Gruplar arasinda MII
evresindeki ovosit sayist agisindan anlamli  fark izlenmedi (kiiltiir ortami ve
mikroenjeksiyon gruplart i¢in sirasiyla p=0,538 ve p=0,548) (Cizelge 5.8.1. ve Sekil
5.8.1.).
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Sekil 5.8.1. Farkli Yontemlerle Dikumarol Uygulanan Ovositlerin Matiirasyon Oranlar1
Kontrol grubuyla 100 uM dikumarol uygulanan gruplar arasinda GV, MI ve MII evrelerindeki
ovosit sayilart agisindan anlamli fark izlenmedi.

21 giinlik disi BALB/c farelere intraperitoneal olarak 0 veya 32 mg/kg dikumarol
uygulandi. Ovaryumlardan biri parcalanarak GV evresindeki ovositler izole edildi.
Ovositler 18 saat boyunca gamet kiiltiir ortaminda inkiibe edilerek matiirasyon asamalarina

gore degerlendirildi.

Elde edilen GV evresindeki ovosit sayis1 kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol uygulanan
grup arasinda benzerdi (sirasiyla %14+4,2 ve %13+4,2).

18 saatlik kiiltlirlin GV evresindeki ovosit sayist kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol
uygulanan gruplar arasinda benzerdi (sirasiyla %21+9,9 ve %22,5+10,6). Gruplar arasinda
GV evresindeki ovosit sayist acisindan anlamli fark izlenmedi (p=0,205) (Cizelge 5.8.2. ve
Sekil 5.8.2.).

Cizelge 5.8.2. Dikumarol Uygulanan Farelerde Ovosit Matiirasyonu Sonuglari
p degerleri gruplar arasinda ovosit sayisi agisindan anlamli farkin olmadigina isaret etmektedir.

Deney grubu GV (%) MI (%) MII (%)
Kontrol 21+9.9 35489 44420
22,5+10,6 28+10 51£19,8
Dikumarol
p=0,200 p=0,070 p=0,205
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Tiim gruplarda MI evresine ulasan ovosit sayist benzerdi (sirastyla %35+9,9 ve %28+9,9).
Kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol uygulanan grup arasinda MI evresine ulagan ovosit

sayist acisindan anlaml fark izlenmedi (p=0,070) (Cizelge 5.8.2. ve Sekil 5.8.2.).

MII evresindeki ovosit sayist kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol uygulanan grup
arasinda benzerdi (sirastyla %44+19,8 ve %51+19,8). Gruplar arasinda MII evresindeki

ovosit sayist acisindan anlamli fark izlenmedi (p=0,205) (Cizelge 5.8.2. ve Sekil 5.8.2.).

Tiim gruplarda mayoz mekiginin fi¢1 goriiniimiinde oldugu ve kromozomlarin orta hatta

diizenli dizildigi izlendi (Sekil 5.7.1./Kontrol).

100- B Kontrol

_ B Dikumarol
é 80+
2 601
©
(7]
B 404
2
(@] 20-

o-

GV Mi Mil

Sekil 5.8.2. Dikumarol Uygulanan Farelerde Ovosit Matiirasyonu Oranlar1
Kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol uygulanan gruplar arasinda GV, MI ve MII evrelerindeki
ovosit sayilart agisindan anlamli fark izlenmedi.

5.9. Dikumaroliin Ovaryum Dokusunda Apopitotik Hiicre Oliimiine Etkileri

21 giinlik disi BALB/c farelere intraperitoneal olarak 0 veya 32 mg/kg dikumarol
uygulandi. Ovaryumlardan biri fikse edilerek DNA kiriklar1 TUNEL yontemiyle saptandi.
Her bir doku kesitinden en az 1000 hiicre sayilarak bunlarin i¢cindeki apopitotik hiicre sayisi

belirlendi.

Aym doku kesitinde baz1 folikiillerde apopitotik hiicreler izlenirken bazi folikiillerde
apopitotik hiicreye rastlanmadi. Kontrol grubuyla 32 mg/kg dikumarol uygulanan grup
arasinda apopitotik hiicre sayis1 agisindan fark izlenmedi (p=0,230) (Sekil 5.9.1.).
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7-AAD TUNEL Birlikte

Sekil 5.9.1. Dikumarol Uygulanan Farelerin Ovaryum Dokusunda TUNEL isaretlemeleri

32 mg/kg dikumarol uygulanan farelerin ovaryum dokusunda DNA kiriklari TUNEL ydntemiyle
isaretlendi. Olgek cubugu: 20 um
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6. TARTISMA VE SONUC

6.1. Dikumaroliin Vero, MCF-7 ve Graniiloza Hiicreleri Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Cesitli kanser hiicre hatlarinda bazi kumarin tiirevlerinin hiicre ¢ogalmasini baskiladigi
bilinmektedir (65-68). Bir kumarin tiirevi olan dikumaroliin hiicre ¢ogalmasini baskilayict
etkisi bir¢ok calismada ele alinmistir. Cullen ve ark. (69) 4 saat boyunca 100 veya 250 uM
dikumarol uygulamasimin insan pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini baskiladigini
bildirmistir. Bir baska calismada 24, 48 veya 72 saat boyunca 50, 100 veya 250 uM
dikumarol uygulanan insan pankreas kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi artan dikumarol dozu
ve inkiibasyon siiresine paralel olarak azalmistir (70). Dikumaroliin benzer etkileri farkli
hiicre hatlarinda da saptanmistir. Tek seferlik 100 uM dikumarol uygulamasi insan
tirogenital kanser hiicrelerinin (71), 4 veya 24 saat boyunca 50 uM dikumarol uygulamasi
insan meme kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini baskilamaktadir (54). Bu bulgularla uyumlu
olarak BALB/c farelerin meme dokusunda olusturulan tiimoérlere tek seferlik 32 mg/kg
dikumarol uygulamasinin 1,5 mM mitomisin-C’nin hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisini
arttirdigr bildirilmistir (72). insan melanoma hiicreleriyle yapilan bir calismada 48 saat
boyunca 25, 50, 100 veya 250 pM dikumarol uygulamasinin hiicre ¢ogalmasinin
diizenleyicilerinden niikleer faktér-cB (NF-(B) aktivasyonunu azalttigi bildirilmistir (73).
Ayni calismada hiicre ¢ogalmasi artan dikumarol dozuna paralel olarak azalmistir.
Calismamizda dikumaroliin Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinin ¢ogalma 6zelliklerine
etkileri incelenmistir. 24 veya 48 saat boyunca 10, 50, 100 veya 200 uM dikumarol
uygulanan Vero ve MCF-7 hiicrelerinin ¢ogalmasi artan dikumarol dozu ve inkiibasyon
siiresine paralel olarak azalmistir (Sekil 5.2.3. ve 5.2.4.). Vero hiicrelerinin ¢ogalmasini
anlamli olarak baskilayan en diisiik dikumarol dozu 24 saatlik kiiltiiriin sonunda 200 uM,
48 saatlik kiiltiiriin sonunda 100 pM olarak belirlenmistir (Sekil 5.2.3.). MCF-7
hiicrelerinin ¢ogalmasini anlamli olarak baskilayan en diisiik dikumarol dozu 24 ve 48
saatlik kiiltiirlerin sonunda 10 pM olarak saptanmistir (Sekil 5.2.4.). Bulgularimiz Cizelge
6.1.1.’de literatiirle karsilastirmali olarak Ozetlenmistir. Brar ve ark. (74) sican solunum
yolu miyositlerinde dikumaroliin hiicre cogalmasina bir etkisi olmadigini bildirmistir.

Calismamizda graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar
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arasinda hiicre ¢ogalmasi agisindan anlamli fark izlenmemistir (Sekil 5.2.6.). Bulgularimiz
literatiirle uyumlu olarak dikumaroliin hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkisinin hiicre tipine gore
degistigini ortaya koymaktadir. Calismamizda Vero ve MCF-7 hiicreleri kiiltiir kosullarinda
hizli ¢ogalan, graniiloza hiicreleri ise yavas cogalan hiicreler olarak tanimlanmistir. Buna gore
dikumaroliin hiicre cogalmasim1 baskilayici etkisi hiicrelerin ¢ogalma hizlariyla iliskili

olabilir.

Dikumaroliin ¢esitli kanser hiicre hatlarinda bazi antikanser ajanlarinin sitotoksik etkilerini
degistirdigi gosterilmistir. 100 uM dikumarol uygulamasi karaciger kanseri hiicrelerinde 10 uM
gemsitabinin (52), tiroepitelyal kanser hiicrelerinde 1 mM doksorubisinin apopitozu uyarici
etkisini arttirmaktadir (53). Watanabe ve ark. (71) 60 pM sisplatinin 10 pM dikumarolle
birlikte uygulandiginda {irogenital kanser hiicrelerinde apopitozu uyardigini bildirmistir. Ayn1
caligmada tek basina sisplatin veya dikumarol uygulamasinin {irogenital kanser hiicrelerinde
apopitozu uyarmadigr gozlenmistir. Calisgmamizda dikumaroliin Vero, MCF-7 ve graniiloza
hiicrelerine sitotoksik etkileri incelenmistir. Watanabe ve ark.’in (71) bulgularina karsin Vero
hiicrelerinin canlilik oranlarinin 24 ve 48 saatlik kiiltiirlerin sonunda 100 pM ve iizeri dozlarda
anlaml olarak diistiigii belirlenmistir (Sekil 5.4.1.). MCF-7 hiicrelerinin canlilik oranlarinin 24
saatlik kiiltiirin sonunda 50 uM ve lizeri dozlarda, 48 saatlik kiiltliriin sonunda 100 uM ve
iizeri dozlarda anlamli olarak distiigii saptanmistir (Sekil 5.4.2.). Her iki hiicre hattinda
apopitotik hiicre sayisi artan dikumarol dozuna paralel olarak artmigtir (Sekil 5.5.2.a., 5.5.2.b.,
5.5.4.a. ve 5.5.4.b). Bu artis yalniz MCF-7 hiicrelerinde anlamli olarak saptanmistir. Lewis ve
ark. (70) bulgularimiza paralel olarak 48 veya 72 saat boyunca 50, 100 veya 250 pM dikumarol
uygulamasinin insan pankreas kanseri hiicrelerinde artan dikumarol dozu ve inkiibasyon
siiresine paralel olarak apopitozu arttirdigini ortaya koymustur. Bir bagka caligmada 4 saat
boyunca 100 veya 250 uM dikumarol uygulanan insan pankreas kanseri hiicrelerinin canlilik
oranlart artan dikumarol dozuna paralel olarak azalmistir (69). Calismamizda graniiloza
hiicrelerinde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda canlilik oranlar1 veya
apopitotik hiicre sayist agisindan anlamli fark izlenmemistir (Sekil 5.4.3, 5.5.5 ve 5.5.8). Bu
bulgular dikumaroliin hiicre ¢ogalmasini baskilayici etkileriyle uyumludur (Cizelge 6.1.1).
Buna gore dikumaroliin sitotoksik etkileri hiicre tipine gore degismektedir ve bu etkilerde

hiicrelerin ¢cogalma hizlar1 belirleyici rol oynuyor olabilir.
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Cizelge 6.1.1. Dikumaroliin Mitotik Hiicreler Uzerine Etkilerinin Literatiirle Karsilagtirmali Olarak
Degerlendirilmesi

Hiicre hatti/tiimor dokusu Doz Siire
3 aylik BALB/c farelerde olusturulan meme Mitomisin-C uygulamasindan 24
32 mg/kg (IP)
dokusu tiimérleri saat dnce

Erigkin Sprague-Dawley si¢anlardan izole
) o 250 uM 48 saat
edilen solunum yolu miyositleri

25,50,100 veya

M1619 insan melanoma hiicreleri 48 saat
250 uM
50, 100 veya
MIAPaca-2 insan pankreas kanseri hiicreleri 4 saat
250 uM
50, 100 veya
MIAPaca-2 insan pankreas kanseri hiicreleri 24, 48 veya 72 saat
250 uM

MDA-MB-468 insan meme kanseri
) 50 uM 4 veya 24 saat
hiicreleri

RT112 insan iiroepitelyal kanser hiicreleri
100 uM Sisplatinle birlikte 24 saat
LNCap insan prostat kanseri hiicreleri

Gemsitabin uygulamasimdan
Chang insan karaciger kanseri hiicreleri 0.1-10 pM
once 4 saat boyunca

RT112 insan iiroepitelyal kanser hiicreleri 100 uM Sisplatinle birlikte 24 saat

Vero Afrika yesil maymunu bobrek epitel
hiicreleri 10, 50, 100 veya

200 pM

MCF-7 insan meme kanseri hiicreleri 24 veya 48 saat

21 giinlik BALB/c farelerden izole edilen
50 veya 100 uM

graniiloza hiicreleri
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Cizelge 6.1.1. (devam) Dikumaroliin Mitotik Hiicreler Uzerine Etkilerinin Literatiirle
Karsilastirmali Olarak Degerlendirilmesi

Eslik eden
Etkisi Yayin Yih
ajan
1.5 uM Mitomisin-C’nin hiicre ¢ogalmasini baskilayici
(72) 1985
mitomisin-C etkisinde artig
- Hiicre ¢ogalmasinda fark yok (74) 1999
NF-B aktivasyonu ve hiicre ¢ogalmasinda doz bagimli
- (73) 2001
azalma
Hiicre cogalmasinda doz bagimli azalma (100 ve 25
- (69) 2003
uM), hiicre 6liimiinde doz bagimli artis (50 ve 100 pM)
Hiicre ¢ogalmasinda doz ve siire bagimli azalma,
- (70) 2004
apopitozda doz ve siire bagimli artig (48 ve 72. saatler)
- Hiicre cogalmasinda azalma (54) 2006
Hiicre cogalmasinda azalma, apopitozda fark yok
60 uM sisplatin (yalniz dikumarol), apopitozda artis (dikumarol ve (71) 2006
sisplatin)
10 uM o : .
Gemsitabinin apopitozu uyarici etkisinde artis (52) 2010
gemsitabin
1 mM
Doksorubisinin apopitozu uyarici etkisinde artig (53) 2010
doksorubisin
Hiicre ¢ogalmasinda ve canlilik oranlarinda doz ve siire
bagimli azalma, apopitozda doz ve siire bagiml artis Aras ve ark.,
Hiicre ¢ogalmasinda, canlilik oranlarinda ve apopitozda yaymlanmamis veri
fark yok
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Literatiirde dikumaroliin hiicre cogalmasin1 baskilayict ve/veya sitotoksik etkileri farkl
mekanizmalarla acgiklanmistir. Brar ve ark. dikumaroliin antikanser etkilerini K vitamini
antagonisti 0zelliginden bagimsiz olarak ortaya koydugunu gostermistir (73). Dikumarol
hiicre i¢i bir oksidorediiktaz olan NQOI1 proteininin inhibitérlerindendir (50, 51). NQO1
ROS’un rediiksiyonundan ve p53 proteininin stabilizasyonundan sorumludur (46-49).
Dikumaroliin normal dokuya gore yiliksek diizeyde NQOI1 ifade eden pankreas kanseri
hiicrelerinde ROS diizeylerini arttirdig1 izlenmistir (70). Karaciger kanseri hiicreleriyle
yapilan bir ¢aligmada dikumaroliin NQO1 ifade eden hiicrelerde ROS diizeyini arttirdigi,
NQOI ifade etmeyen hiicrelerdeyse ROS diizeyini degistirmedigi saptanmistir (52). Matsui
ve ark. (53) dikumarol uygulanan NQOI1 pozitif lroepitelyal kanser hiicrelerinde p53
ifadesinin azaldigin1 ve PARP aktivasyonunun arttigini bildirmistir. Bu bulgular 1s181nda
aragtirmacilar dikumaroliin sitotoksik etkilerini NQO1 proteininin inhibisyonu yoluyla
ortaya koydugunu 6ne siirmiistiir (52, 53, 70). Calismamizda dikumaroliin Vero, MCF-7 ve
graniiloza hiicrelerinde NQOI1 ifadesine etkileri incelenmistir. MCF-7 ve graniiloza
hiicrelerinde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda NQOI1 proteininin
miktar1 acisindan anlamli fark izlenmezken, Vero hiicrelerinde hicbir grupta NQO1 ifadesi
saptanmamustir (Sekil 5.6.1., 5.6.2. ve 5.6.3.). Du ve ark. (54) bulgularimiza paralel olarak
NQOI1 ifade eden ve etmeyen meme kanseri hiicrelerinde dikumaroliin sitotoksik
etkilerinin benzer oldugunu bildirmistir. Ayn1 ¢alismada dikumaroliin ROS diizeyini NQO1
ifadesinden bagimsiz olarak arttirdigi gosterilmistir. Bu bulgular dikumaroliin hiicre
cogalmasimi baskilayict ve sitotoksik etkileriyle g¢elismektedir. Buna gore dikumarol
hiicre ¢ogalmasimmi baskilayic1 ve sitotoksik etkilerini NQO1 varh@indan bagimsiz

olarak ortaya koymaktadir.

Madari ve ark. (20) 10 pM dikumaroliin deniz kestanesi embriyolarinin ilk mitoz
boliinmesini %50 oraninda durdurdugunu bildirmistir. Ayni ¢alismada dikumaroliin in vitro
kosullarda tiibiiline baglanabildigi gdsterilmistir. Jacobs ve ark. (21) dikumaroliin in vitro
kosullarda mikrotiibiiliis depolimerizasyonunu geciktirdigini ortaya koymustur. Bu bulgular
1s1¢1nda arastirmacilar dikumaroliin hiicre cogalmasini mikrotiibiiliis stabilizasyonu yoluyla
baskiliyor olabilecegini 6ne siirmiistiir (20, 21). Paklitaksel gibi bazi antikanser ajanlarinin
mikrotiibiiliis stabilizasyonu bagimli yolaklar iizerinden apopitozu uyardigir gosterilmistir

(75). Jacobs ve ark. (5, 21) buradan yola ¢ikarak dikumaroliin sitotoksik etkilerinin
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mikrotiibiiliis stabilizasyonu 06zelligiyle iliskili olabilecegini belirtmistir. Calismamizda
dikumaroliin Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde mitoza etkileri incelenmistir. Higbir
hiicre tipinde kontrol grubuyla dikumarol uygulanan gruplar arasinda mitotik hiicre sayisi
acisindan anlamli fark izlenmemistir (Sekil 5.3.1.a., 5.3.1.b. ve 5.3.1.c.). Buna gore
dikumarol Vero, MCF-7 ve graniiloza hiicrelerinde mikrotiibiiliis stabilizasyonu

ozelligi gostermemektedir.

6.2. Dikumaroliin Ovositler ve Ovaryum Dokusu Uzerine Etkilerinin

Degerlendirilmesi

Kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bazi antikanser ajanlarinin gonad yetmezligine
neden oldugu bilinmektedir (5-7, 55). Literatiirde dikumaroliin ovositler veya ovaryum
dokusu iizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alisma yoktur. Calismamizda dikumaroliin bir
antikanser ajani olarak ovositler iizerine etkileri incelenmistir. Kontrol grubunda ve in vivo
veya in vitro dikumarol uygulanan gruplarda GV evresindeki ovositlerin biiyiik ¢ogunlugu
MII evresine ulagsmistir. Tiim gruplarda mayoz mekiginin fi¢1 goriiniimiinde oldugu ve
kromozomlarin orta hatta diizenli dizildigi izlenmistir. Siganlarla yapilan bir ¢alismada
sisplatin ve paklitakselin tek basina veya birlikte kullaniminin primordiyal folikiil kaybin
arttirdigy gosterilmistir  (56). Calismamizda paklitaksel uygulanan ovositlerde
mikrotiibiiliislerin sitoplazmaya dagilmis pek ¢cok odak olusturdugu ve kromozomlarin orta
hattan  saptigi  belirlenmistir. Buna gore dikumarol mayoz boéliinmeyi
engellememektedir ve ovositler iizerinde paklitaksele benzer sitotoksik bir etki
gostermemektedir. Brachet ve ark. (57) cocukluk ¢agi kanserlerinin prokarbazin ve
biisiilfan kombinasyonuyla tedavisinde erken menopoz belirtilerinin geri doniisiimsiiz
olarak arttigini bildirmistir. Bir baska ¢alismada ¢ocukluk ¢agi kanserlerinde rokarbazin,
klorambusil, vinblastin veya prednizolon tedavisinin gonad fonksiyonlarinin kaybina neden
oldugu gosterilmistir (58). Koyama ve ark. (59) lenfomanin siklofosfamidle tedavisinin
kanda FSH diizeylerini degistirdigini ve amenoreye neden oldugunu bildirmistir. Aym
calismada tedavi sonrasi alinan over biyopsilerinde folikiil veya ovosite rastlanmamuistir.
Calismamizda in vivo dikumarol uygulamasinin fare ovaryumunda apopitotik hiicre
6limiinii uyarmadigi gosterilmistir. Bu bulgu dikumaroliin disi ireme sistemi hiicrelerinden

graniiloza hiicrelerine etkileriyle uyumludur. Buna gore disi lireme sistemi hiicrelerinde
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dikumaroliin hiicre ¢ogalmasim baskilayici/sitotoksik etkilerini gostermedigi

soylenebilir.
6.3. Sonug

1) Calismamizda dikumaroliin Vero ve MCF-7 hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini baskiladigi,
canlilik oranlarin1 diisiirdiigii ve apopitotik hiicre 6liimiinii uyardig1 gosterilmistir. Doz ve

stire bagimli bu etkiler dikumarol uygulanan graniiloza hiicrelerinde izlenmemistir.

2) Fare ovositleriyle yaptigimiz ¢aligsmalar in vivo veya in vitro dikumarol uygulamasinin
ovosit matiirasyonunu engellemedigini ortaya koymustur. Dikumarol uygulanan MII
evresindeki ovositlerde mayoz mekigi ve kromozom morfolojileri normal goriiniimiinde

izlenmistir.

3) In vivo dikumarol uygulanan farelerin ovaryumlarinda apopitotik hiicre éliimiinde bir

artisa rastlanmamustir.

Dikumaroliin disi iireme sistemi hiicrelerine hiicre cogalmasim baskilayic1 ve
sitotoksik etkilerinin olmamasi kanser tedavilerinde dogurganhgin korunmasi

yoniinden 6nemlidir ve klinik uygulamalarda bir boslugu kapatacak niteliktedir.

Elde ettigimiz bulgular dikumaroliin ideal bir antikanser ajam1 oldugunu ortaya

koymaktadir.

Literatiirde dikumaroliin antikanser etkileri farkli hipotezlerle agiklanmistir. Bunlardan ilki
dikumaroliin apopitotik hiicre oliimiinii NQO1’in inhibisyonu yoluyla uyardigini one
siirmektedir (52, 53, 70). ikinci hipoteze gore dikumarol hiicre cogalmasmi mikrotiibiiliis
stabilizasyonu yoluyla baskilamaktadir (20, 21). Calismamizda her iki hipotez de su
gerekcelerle reddedilmistir:

1) Dikumaroliin apopitotik hiicre Oliimiinii arttirmis oldugu Vero hiicrelerinde NQO1

ifadesi izlenmemistir.

2) Dikumaroliin hiicre ¢cogalmasini baskiladigi Vero ve MCF-7 hiicrelerinde mitotik hiicre

sayisinda kontrol grubuna gore bir artis saptanmamustir.
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3) Dikumarol uygulanan GV evresindeki ovositler kontrol grubuna benzer olarak
mikrotiiblilislerin  polimerizasyon ve depolimerizasyon dinamiklerinin siirekliligini

gerektiren 1. mayoz boliinmeyi tamamlamis ve 2. mayozun metafaz evresine ulasmistir.

Buna karsin calismamizda dikumaroliin hiicre cogalmasini baskilayicr ve sitotoksik

etkilerinin hiicrelerin ¢cogalma ozellikleriyle iliskili oldugu gosterilmistir.

Ilerleyen calismalarda bu iliskiyi diizenleyen molekiiler mekanizmalarm aydilatiimasi

literatiire 6nemli katki saglayacaktir.
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