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Nokodazol Hücre Döngüsü Eş
Zamanlaması İçin Kullanılabilir mi?

ÖZET Amaç: Soma hücreleri için hücre döngüsü; G1, S ve G2 aşamalarından oluşan interfaz ve bunu
izleyen mitoz fazından (M-fazı) oluşur. İn vitro kültür ortamındaki hücreler aynı hücreden köken
alsalar bile genellikle hücre döngüsünün farklı aşamalarında bulunurlar. Bazı proteinlerin, genlerin
veya çeşitli hücre bileşenlerinin özgün değişikliklerini araştırmak için, olabildiğince çok sayıdaki
hücrenin hücre döngüsünün aynı aşamasında tutulması yani hücre eş zamanlaması gerekir. Bu
amaçla, mikrotübülüs depolimerizasyonu yaptığı bilinen bir benzimidazol türevi olan nokodazolun
hücre eş zamanlaması için kullanımını araştırdık. Gereç ve Yöntemler: 0,3 µM nokodazol in vitro kül-
türü yapılan Vero hücrelerinin eş zamanlaması için kullanıldı. Nokodazol verilmeyen grup kontrol
grubu olarak kabul edilirken; 6, 12 veya 18 saatlik nokodazol verilen grup deney grubunu oluşturdu.
Etkinin geri dönüşümünün kontrol edildiği gruptaki hücreler ise nokodazol ile kültürden sonra yı-
kanıp nokodazol içermeyen medyumla 6, 12, 24 veya 48 saat inkübe edildiler. Çeşitli kültür dö-
nemlerinden sonra hücreler tespit edilip mikrotübülüsleri (anti α+β tubulin antikoru sonrası FITC)
ve çekirdekleri (7-AAD) fluoresan madde ile işaretlendi. Preparatlar konfokal mikroskopta ince-
lendi. Nokodazol uygulanan ve kontrol grupları istatistiksel olarak değerlendirildi. Bulgular:Noko-
dazolun zamanla bağlı olarak hücreleri mitozda tuttuğunu saptadık. Özellikle mitozdaki hücrelerde
yıkılmış mikrotübülüsler izlendi. Nokodazol kültür ortamından uzaklaştırıldığında, hücreler mito-
zlarını tamamladılar ve interfaz aşamasına geçtiler. Nokodazol etkisinin geri dönüşüm döneminin 12.
saatinde hücrelerin neredeyse tamamının (%99) interfazda olduğu izlendi. Bu bulgu nokodazolun
Vero hücrelerini eş zamanladığını göstermektedir. Bunun yanında nokodazolun Vero hücrelerinin
apopitozisini de uyardığını gördük. Sonuç: Uygun doz ve süredeki nokodazolun kültürdeki Vero
hücrelerinin eş zamanlaması için uygun bir madde olduğunu saptadık. 
Anah tar Ke li me ler:Hücre döngüsü; mikrotübülüs; nokodazol
ABS TRACT Objective: Cell cycle for somatic cells is composed of interphase including G1, S and
G2, and the M phase. In vitro cultured cells usually exist at various cell cycle phases even though they
originated from one mother cell. To analyze specific variations of some proteins, genes or other cel-
lular components it is essential to keep the cells at or bring them to the same cell cycle phase at the
maximum level; this is called cell synchronization. Thus, we analyzed the use of benzimidazole de-
rivative nocodazole, a microtubular depolymerizating agent, for cell synchronization. Material and
Methods: To synchronize in vitro cultured Vero cells 0.3 µM nocodazole was used. When untreated
cells were considered the control group, the experiment group consisted of cells that were treated
with nocodazole for 6, 12 or 18 hours. In the recovery group, following nocodazole treatment, cells
were washed and cultured in nocodazole-free medium for 6, 12, 24 or 48 hours. After culture peri-
ods, cells were fixed and microtubules (after anti α+β tubulin antibody, FITC) and nuclei (7-AAD)
were labeled with fluorescent material. Slides were observed with a confocal microscope and the
results were statistically analyzed. Results: Nocodazole kept the cells at mitosis, time dependently.
Disrupted microtubules were seen in the cells particularly during mitosis. When nocodazole was re-
moved from the culture medium, cells completed their mitosis and resumed to the interphase stage.
At 12 hours of recovery, almost all cells (99%) were in the interphase. This result indicates that noco-
dazole synchronizes Vero cells. Besides, we also observed that nocodazole induced apoptosis in Vero
cells. Conclusion: We noted that nocodazole administration at the appropriate time and dose might
be used successfully to synchronize the cells in culture.
Key Words: Cell cycle; microtubules; nocodazole
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üc re hat tı (cell li ne) bir hüc re den mi toz -
lar la ço ğal mış hüc re se ri le ri ni ta nım lar.
Olu şan yav ru hüc re ler ge no tip ve fe no tip

ola rak bir bir le riy le ay nı özel lik le ri gös ter mek le bir-
lik te bu hüc re ler hüc re dön gü sü için de ay nı ev re -
de bu lun maz lar. Bu ne den le bir hüc re hat tı nın
ka rak te ri (lag, log, pla to faz la rı, 2’ye kat lan ma za-
man la rı gi bi) o kül tür de ki hüc re le rin ta ma mı dik-
ka te alı na rak be lir le nir.1,2 Yi ne ay nı ne den le,
özel lik le çe şit li ilaç la rın ve ya de ği şik amaç lar la kul-
la nı lan kim ya sal la rın hüc re dön gü sü ne ve/ve ya mi -
toz me ki ği ne et ki le ri nin araş tı rıl dı ğı ça lış ma lar da,
kim ya sa lın kul la nı la ca ğı sü re yi op ti mi ze et mek için
kül tür or ta mın da ki hüc re ler den ola bil di ğin ce çok
sa yı da hüc re nin ay nı hüc re dön gü sü aşa ma sın da ol-
ma sı is te nir ve bu iş lem hüc re eş za man la ma sı (cell
synchro ni za ti on) ola rak ad lan dı rı lır.1,3,4 Hüc re eş
za man la ma sı hüc re dön gü sün de ki öz gün bir aşa-
ma yı ve bu aşa ma da ki olay lar ile et ken le ri ça lış mak
için ge rek li dir. Ör ne ğin, mi toz için ge rek li bir pro-
te i ni ya da bu pro te i ni kod la ya cak ge nin et kin leş -
me si ni hüc re dön gü sü nün fark lı aşa ma la rın da
iz le mek için hüc re le rin ço ğun lu ğu nu ay nı aşa ma da
tut mak he def le nir.5

So ma hüc re le ri için hüc re dön gü sü in ter faz ve
mi toz ol mak üze re 2 ana aşa ma dan olu şur. Bun lar -
dan in ter faz, hüc re dön gü sü için de ge nel lik le da ha
uzun sü re ye ya yıl mış olup G1, S ve G2 alt aşa ma la -rın dan olu şur ken; mi toz ise sı ra sıy la pro faz, me ta -
faz, ana faz ve te lo faz alt aşa ma la rın dan olu şur.6
Özet le in ter fa zın G2 aşa ma sın da hüc re ken di ni mi-to za ha zır la mak ta dır. Mi to zun ilk aşa ma sı olan pro-
faz da; kro mo zom yo ğun la şır, çe kir dek za rı
par ça la nır, çe kir dek çik ler kay bo lur, sen tro zom 2’ye
bö lü ne rek her bir sen tri yol/mik ro tü bü lüs or ga ni ze
edi ci mer kez ay rı lıp ku tup la ra yö ne lir.  Me ta faz da
kro mo zom lar or ta hat ta di zi lir, bu nu iz le yen ana-
faz da ise ar tık mik ro tü bü lüs ler ara cı lı ğıy la ku tup -
la ra çe ki len kro mo zom lar iz le nir. Pro faz dan
me ta fa za ge çiş aşa ma sı olan pro me ta faz da, pro faz
aşa ma sın da hüc re için de da ğı nık ola rak bu lu nan
kro mo zom la rın me ta faz pla ğı nı oluş tur mak için
dü zen len me si ger çek le şir. Mi toz me ki ğin de ki ki-
ne to kor mik ro tü bü lüs le ri kro mo zom  la rın ki ne to -
kor böl ge le ri ne tu tu na rak ya vaş ya vaş me ta faz
pla ğı nı oluş tur mak için kro mo zom la rı dü zen ler ler.6

İş te bu yüz den hüc re le ri eş za man la mak için bel ki
de en uy gun za man mi toz aşa ma sı dır. Çün kü mi -
toz me ki ği ve il gi li dü zen le yi ci pro te in ler te mel
ola rak mik ro tü bü lüs ler üze rin den ça lı şır ve mik ro -
tü bü lüs ler üze ri ne ya pı la cak et ki, uy gun şekil de ya-
pıl dı ğın da ge ri dö nü şüm sağ la na bil mek te dir.
Mik ro tü bü lüs ler, mik ro fi la man lar ve ara fi la man -
lar la bir lik te hüc re is ke le ti ni oluş tu ran di na mik
pro te in ler olup mi toz dan baş ka, pro te in ve or ga nel
ha re ke ti, ta şın ma sı ve or ga ni zas yo nun da gö rev al-
mak ta dır lar.7-10 Bu gö rev ler mik ro tü bü lüs le rin olu-
şu mu ve/ve ya yı kı mın da et ki li olan kim ya sal ve
fi zik sel ajan lar la dü zen le ne bil mek te; bu nun ya nın -
da bu ajan lar tıp ta kan ser te da vi sin de hüc re bö lün -
me si ni en gel le me et ki sin den do la yı
kul la nıl mak ta dır.11-13

Biz bu ça lış ma da; mik ro tü bü lüs de po li me ri -
zas yo nu yap tı ğı bi li nen no ko da zo lun ba şa rı lı bir
hüc re eş za man la ma sı yap mak için kul la nı la bi lir
olup ol ma dı ğı nı, iyi bi li nen ve çok kul la nı lan bir
hüc re hat tı olan Ve ro hüc re le rin de araş tır dık.14,15
Ça lış ma la rı mız gös ter di ki; 0.3 µM doz ve 12 sa at -
lik no ko da zol in kü bas yo nu nu iz le yen 12 sa at lik no-
ko da zol suz dö nem den son ra hüc re le rin çok bü yük
bir ço ğun lu ğu in ter faz aşa ma sın da bu lun mak ta dır.
Bu so nuç hüc re eş za man la ma sı için no ko da zol kul-
la nı la bi le ce ği ni gös ter mek te dir.

GEREÇ VE YÖNTEMLER
KĐM YA SAL LAR
Di me til sül fok sit için de 10 mg/mL’lik çö zel ti si alı-
nan no ko da zol (No co da zo le, Methyl [5-(2-thi eny -
lcar bonyl)-1H-ben zi mi da zol-2-yl] car ba ma te,
M.A.= 301,32, saf lık > %99, Sig ma Che mi cal Co.,
MO, ABD) hüc re kül tür or ta mı için de çö zü le rek
0,3 µM (100 ng/mL)’lik ça lış ma çö zel ti si ha zır lan dı
ve bu doz son ra ki de ney ler de kul la nıl dı.
MĐ TO TĐK HÜC RE KA RAK TE RĐ NĐN SAP TAN MA SI
Ve ro hüc re le ri (ATCC, Ma nas sas, VA, ABD) %10
ora nın da fö tal da na se ru mu (fe tal calf se rum, Gib -
co BRL, MD, ABD) içe ren Dul bec co’ nun Mi ni mum
Es sen ti al Me di um-Ham’s F-12 (DMEM Ham’s F-
12, Sig ma Che mi cal Co., MO, ABD) or ta mı için de
75 cm2’lik hüc re kül tür kap la rı na (Gre i ner Bi o-
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One, Fric ken ha u sen, Al man ya) eki le rek 37°C sı-
cak lık ta, %5 CO2-%95 ha va ka rı şı mı içe ren in kü -ba tör de in kü be edil di. Hüc re le rin ekil me si ni
iz le ye rek, 3 de fa alt kül tür le ri ya pı la rak lag, log ve
pla to faz la rı ve hüc re nin sa yı sı nı 2’ ye çı kar ma za-
man la rı (HİÇZ, do ub ling ti me) hüc re sa yı mı ya pı -
la rak sap tan dı.16 Da ha son ra %100 kül tür
doy gun lu ğu na (conf lu ency) eri şen hüc re ler %0.04
trip sin-%0.02 ED TA (Bi oc hrom AG, Ber lin, Al-
man ya-App lic hem GmbH, Darm stadt, Al man ya)
ile kül tür ka bın dan kal dı rı la rak için de 1.2 cm çap -
lı la mel ler bu lu nan 24 ku yu cuk lu kül tür ka bı na
(Fal con, Frank lin La kes, NJ, ABD) 1500 hüc re/cm2
ola cak şekil de ekil di.
NO KO DA ZOL ET KĐ SĐ NĐN ARAŞ TI RIL MA SI, HÜC RE ĐŞA RET -
LEN ME LE RĐ VE MĐ TOZ ĐNDEK SĐ (MĐ)
No ko da zo lun et ki si ve bu et ki nin ge ri dö nü şüm lü
olup ol ma dı ğı hüc re le rin 6, 12 ve 18 sa at lik no ko -
da zol ile in kü be edil me si ve in kü bas yon son ra sı no-
ko da zo lun uzak laş tı rı lıp no ko da zol suz kül tür
or ta mı için de 6, 12, 24 ve 48 sa at lik in kü bas yon la -
rı son ra sı araş tı rıl dı. Bu nun için no ko da zol in kü -
bas yon la rı son ra sı ve no ko da zo lun uzak laş tı rıl dı ğı
grup lar ve kon trol gru bu ola rak hiç ilaç ek len me -
yen grup MTSB-XF ile (%2.4 for mal dehy de, %0.5
Tri ton X-100, 1 mM pac li ta xel, 10 U/mL ap ro ti nin
ve %50 de u te ri um oxi de) 20 dk. sü re sin ce 37°C sı-
cak lık ta tes pit ve eks trak te edil di.17

Hüc re ler da ha son ra fa re mo nok lo nal an ti α +
β tu bu lin an ti ko ruy la (mo u se mo noc lo nal an ti α +
β tu bu lin an ti body, Sig ma Che mi cal Co., MO,
ABD) 90 dk., 37 ºC’de ve son ra FITC kon ju ge edil-
miş fa re ye kar şı ke çi an ti ko ruy la (FITC con ju ga ted
go at an ti mo u se an ti body, Jack son Im mu no Re se -
arch La bo ra to ri es, PA, ABD) in kü be edil di. Pre pa -
rat lar her aşa ma dan son ra fos fat tam pon lu tuz
(phosp ha te buf fe red sa li ne, PBS, Sig ma Che mi cal
Co., MO, ABD) so lüs yo nuy la yı kan dı lar. Kro mo -
zom lar 90 dk. bo yun ca 10 µM 7-AAD (Ami no ac ti -
nomy cin-D, Sig ma Che mi cal Co., MO, ABD) ile
işa ret len di ve en so nun da 1 µg/mL Ho echst 33258
(Poly sci en ce, Ni les, Il li no is, ABD) içe ren PBS/gli se -
rol med yu muy la ka pa tıl dı.18 Mik ros kop göz lem le -
ri iki la zer (488 nm Ar gon iyon ve 543 nm He-Ne)
bu lun du ran Ze iss LSM 510 Me ta kon fo kal mik ros -

ko bun da (Ze iss, Je na, Al man ya) ya pıl dı. Mİ, en az
1000 hüc re sa yıp şu denk lem le he sap lan dı: Mİ =
(mi toz da ki hüc re sa yı sı/top lam hüc re sa yı sı) ×
100.16 Kon fo kal mik ros ko bun da 0.68 µm ka lın lık ta
ar dı şık op tik ke sit ler alı na rak gö rün tü ana liz prog-
ra mın da mik rog raf lar de ğer len di ril di. Apo pi to zis;
hüc re bü züş me si, kro ma tin yo ğun laş ma sı ve apo-
pi to tik ci sim le rin var lı ğı gi bi hüc re ve çe kir dek
mor fo lo ji le ri nin in ce len me siy le de ğer len di ril -
di.19
Đsta tis tik sel ana liz 
Bul gu lar bil gi sa yar ta ban lı SPSS prog ra mı (sü rüm
10.0; SPSS Inc., Chi ca go, Il li no is, ABD)  ile ana liz
edi le rek de ğer len di ril di. Her bir de ney 3 kez tek-
rar lan dı ve böy le ce bir bir le riy le tu tar lı olup ol ma -
dı ğı araş tı rıl dı. Da ha son ra her bir grup için bu 3
de ney so nu cu nun de ğer le ri nin arit me tik or ta la ma -
sı ve bun lar ara sın da ki stan dart sap ma bu lun du.
Ve ri ler, her bir grup için alı nan or ta la ma ± stan dart
sap ma ola rak be lir til di (Tab lo 1). Kon trol ve ilaç
uy gu la nan grup lar ara sın da ki 6, 12 ve 18 sa at lik in-
kü bas yon lar son ra sı fark lı lık lar ör nek le min bu lun -
du ğu o sa at te mel alı na rak iki li de ney grup la rı
şek lin de (kon trol gru bu ile ilaç uy gu la nan her bir
grup için po zi tif-ne ga tif hüc re le rin kar şı laş tı rıl ma -
sı na gö re) ki-ka re tes ti ya pı la rak kar şı laş tı rıl dı ve
p< 0.05 an lam lı ola rak de ğer len di ril di. Bu nun ya-
nın da ila cın uzak laş tı rıl ma sı son ra sı et ki nin ge ri
dö nü şüm lü olup ol ma dı ğı ve hüc re eş za man la ma -
sı, 6, 12, 24 ve 48. sa at ler için kon trol ve ilaç gru-
bun da ki Mİ’ ler iki li ola rak ki-ka re tes tiy le
kar şı laş tı rı la rak grup lar ara sı an lam lı lık olup ol ma -
dı ğı ana liz edil di. 

BULGULAR
ĐN VĐT RO VE RO HÜC RE SĐ KA RAK TER LE RĐ NĐN
SAP TAN MA SI
Ve ro hüc re le ri nin kül tür yo ğun lu ğu %100’e ulaş tı -
ğın da kül tür or ta mın da ki hüc re yo ğun lu ğu nun 1 x
105 ± 5 x 103 hüc re/cm2 ol du ğu iz len di. Hüc re le rin,
1:4 ora nın da alt-kül tü rü nün ya pıl ma sı nı iz le yen ilk
12-18 sa at te lag fa zı nı ge çip log fa zı na gir di ği sap-
tan dı. Log fa zın da HİÇZ ’nin 22 ± 4 sa at ol du ğu 86
± 6 sa at te pla to fa zı na ulaş tı ğı gö rül dü. 
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NO KO DA ZO LUN MĐK RO TÜ BÜ LÜS LER VE HÜC RE
DÖN GÜ SÜ ÜZE RĐ NE OLAN ET KĐ LE RĐ
Kon trol ve no ko da zol grup la rı nın Mİ’ le ri, her bir
de ney sa a ti için ay rı ay rı sap tan dı. Ay nı de ney ler
top lam 3 kez tek rar la na rak ay nı grup la rın Mİ so-
nuç la rı nın arit me tik or ta la ma sı alın dı ve stan dart
sap ma la rı sap tan dı, Mİ de ğer le ri bu 3 gru bun or ta -
la ma sı ± stan dart sap ma ola rak ifa de edil di (Tab lo
1). Kon trol gru bun da alt kül tür iş le min den son ra -
ki 12 sa a ti iz le yen, ilk 12 sa at te Ve ro hüc re le ri nin
Mİ’ si %1.5 ± 0.3 ola rak sap ta nır ken (Şekil 1A, 1B)
18-36. sa at ler ara sın da %0.8 ± 0.2 ola rak; 6, 12 ve 18
sa at lik no ko da zol in kü bas yo nu son ra sı hüc re le rin
Mİ’ le ri sı ra sıy la %0.2 ± 0.1,  %4.1 ± 0.3 ve %5.7 ±
0.4 ola rak sap tan dı (Şekil 1A, 1B). Mi toz da ki hüc-
re le rin mi toz fi gür le ri in ce len di ğin de kon trol gru-
bun da ki hüc re le rin %0.3 ± 0.1’nin pro faz da, %0.9

± 0.2’si nin me ta faz da, %0.4 ± 0.1’nin ana faz-te lo -
faz da ol du ğu iz le nir ken 6 sa at lik no ko da zol in kü -
bas yo nun da mi toz aşa ma la rın dan %0.2 ±  0.1
ora nın da me ta faz gö rü lür ken yo ğun apo pi to tik ak-
ti vi te ye rast lan dı. 12 ve 18 sa at lik no ko da zol ek len-
me si son ra sı mi toz fi gü rü 12 sa at için %2.6 ± 0.4
pro faz, %1.2 ± 0.1 me ta faz ve %0.8 ± 0.1 ana faz-te -
lo faz şek lin de iken 18 sa at için %3.7 ± 0.3 pro faz,
%1.4 ± 0.2 me ta faz ve %0.6 ± 0.1 ana faz-te lo faz
şek lin dey di (Şekil 2). Kul la nı lan yo ğun luk ta ki no-
ko da zo lun in ter faz hüc re le ri nin mik ro tü bü lüs le ri -
ni et ki le me di ği, öte yan dan mi to za ye ni gir miş,
pro faz aşa ma sın da ki hüc re le rin mik ro tü bü lüs le ri -
ni de po li me ri ze et ti ği iz len di. Bu de ği şik lik mik ro -
tü bü lüs le rin kro mo zom lar et ra fın da top lan mış
sey rek kı sa odak lar şek lin de iz len me si ne ne den ol -
du (Şekil 2).
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Belirli zamanlardaki MĐ (ortalama  ±  standart sapma)
Gruplar 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat
K 1.5 ± 0.3 1.5 ± 0.3 1.1 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.7 ± 0.2
6 0.2 ± 0.1 0.9 ± 0.2 0.8 ± 0.3 1.0 ± 0.3 1.0 ± 0.3
12 4.1 ± 0.3 0.4 ± 0.1 0.2 ± 0.2 1.3 ± 0.4 0.6 ± 0.2
18 5.7 ± 0.4 0.3 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.7 ± 0.3 1.2 ± 0.3

TABLO 1: Kontrol grubu ve 6, 12, 18 saat süreyle nokodazol uygulanan grupların ilaç sonrası (0. saat) ve ilacın uzak-laştırılıp nokodazolsuz medyumda 6, 12, 24 ve 48 saat süreyle izlenmesi sonrası MĐ’leri (her bir deney grup ve zamanının 3kez tekrarlanması sonrası aritmetik ortalamaları ± standart sapmaları olarak) gösterilmektedir.

ŞEKĐL 1: A) 6, 12 ve 18 saat süreyle nokodazol inkübasyonları sonundaki mitotik indeksler (MĐ). Özellikle 12. ve 18. saatteki MĐ’lerin kontrollere oranla oldukça
arttığı görülüyor. B) 6, 12, 18 saat süreyle nokodazol ile inkübe edilen hücrelerin nokodazolun yıkanıp uzaklaştırılması sonrası 6, 12, 24 ve 48. saatlerdeki
MĐ’leri. p< 0.05, a: Kontrolle; b: 6. saatle karşılaştırıldığında.



NO KO DA ZOL ĐLE HÜC RE EŞ ZA MAN LA MA SI
No ko da zol et ki si nin ge ri dö nü şüm lü olup ol ma dı -
ğı nı gör mek ve hüc re eş za man la ma sı için uy gun
za ma nı sap ta mak ama cıy la hüc re le rin 6, 12 ve 18
sa at lik no ko da zol in kü bas yon la rı ya pı lıp no ko da -
zol yı ka nıp uzak laş tı rıl dık tan son ra 6, 12, 24 ve 48
sa at lik ilaç sız or tam için de kül tür le ri ya pıl dı. Mi -
toz fi gür le ri iz le ne rek Mİ’ le ri sap tan dı (Şekil 1B, 2).
Bu na gö re, 6 sa at lik no ko da zol ile in kü bas yon son-
ra sı no ko da zo lun uzak laş tı rıl dı ğı 6, 12, 24 ve 48. sa-
at ler de ki Mİ’ ler sı ra sıy la %0.9 ± 0.2, %0.8 ± 0.3,
%1.0 ± 0.3, %1.0 ± 0.3 ol du. Bu du rum 12 sa at lik
no ko da zol son ra sı ilaç sız or tam la ay nı sü re ler de
kül tür edi len hüc re ler için; %0.4 ± 0.1, %0.2 ± 0.2,
%1.3 ± 0.4, %0.6 ± 0.2 olur iken; 18 sa at lik no ko -
da zol son ra sın da ki ilaç sız or tam la yu ka rı da be lir ti -
len sü re ler de ki kül tür so nun da Mİ’ ler %0.3 ± 0.1,
%0.3 ± 0.1, %0.7 ± 0.3, %1.2 ± 0.3 ol du (Tab lo 1). 18
sa at no ko da zol uy gu la ma sı son ra sı no ko da zo lun 6
sa at sü rey le uzak laş tı rıl dı ğı grup ve kon trol gru bu
ara sın da (p< 0.007); 12 ve 18 sa at no ko da zol uy gu -
lan ma sı nı iz le yen 12 sa at sü rey le no ko da zol suz in-
kü bas yon grup la rıy la kon trol gru bu ara sın da (p<
0.02; p< 0.02, sı ra sıy la) ve 12 sa at no ko da zol uy gu -

la ma sı nı iz le yen 24 sa at lik no ko da zol suz in kü bas -
yon gru buy la kon trol gru bu ara sın da (p< 0.02) an-
lam lı fark lı lık ol du ğu iz len miş tir. Bu so nuç lar
ışı ğın da; hüc re le rin %99.8’inin in ter faz da ol du ğu,
12 sa at lik no ko da zol son ra sı no ko da zo lun uzak laş -
tı rıl dı ğı 12 sa at lik in kü bas yo nun en et ki li eş za m-
an la ma yön te mi ol du ğu be lir len di (Şekil 1B).

TARTIŞMA
Hüc re dön gü sü nün fark lı faz la rın da bu lu nan me-
me li hüc re le ri nin ço ğun lu ğu nu ay nı faz da tut ma
ye te ne ği (hüc re eş za man la ma sı) hüc re dön gü sü
bo yun ca ger çek le şen önem li bi yo kim ya sal olay la rı
an la mak için ge rek li dir.20 Hüc re le ri sal la mak (sha -
ke-off), se rum mik ta rı nı azalt mak ve hid rok si ü re,
afi di ko lin ve me tot rek sat gi bi çe şit li kim ya sal la rın
kul la nı mı hüc re eş za man la ma sı için da ha ön ce uy-
gu la nan yön tem ler dir.21-24 An cak bu yön tem le rin
he men hep si hüc re ler de ka lı cı fi zik sel ve ya me ta -
bo liz ma de ği şik lik le ri oluş tur duk la rı için gü nü -
müz de pek ter cih edil mez ler. So no da’ nın
ça lış ma sın da hüc re ler san tri füj yön te miy le eş za-
man la na rak G1, S ve ya G2 faz la rı na, ar dı şık no ko -
da zol ve mi mo sin kul la nı mıy la da G1-S aşa ma sı na
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ŞEKĐL 2: 12 saatlik nokodazol uygulaması sonrası profaz ve interfazdaki hücrelerin ardışık olarak 0.68 µm aralıkla alınmış konfokal mikrografları. Yeşil sinyal:
Mikrotübülüsler (anti α + β tubulin antikoru ve sonrası FITC), Kırmızı sinyal: Çekirdek (7-AAD). Mikrotübülüslerin interfaz hücrelerinde sitoplazma içinde yaygın
olduğu, mitozdaki hücrelerde ise (oklar) çekirdek etrafında kısa mikrotübülüs uzanımları olarak bulunduğu izlenmekte. Bar: 20 µm. 



ulaş tı rıl mış, an cak so nuç ta yan et ki le rin den do la yı
ilaç kul la nı mı nın ter cih edil me me si ge rek ti ği be-
lir til miş tir.5 La zer akım si tof lu o ro met ri tek ni ği kul-
la nı la rak HTC hüc re le ri nin (ka ra ci ğer kar si nom
hüc re le ri) kol se mid, hid rok si ü re ve no ko da zol var-
lı ğın da hüc re dön gü sü in ce len miş; kol se mi din tek
ba şı na ya da hid rok si ü re ve no ko da zol var lı ğın da
me ta faz aşa ma sın da ki hüc re le rin bi ri ki mi ne ne den
ol du ğu ve bir DNA po li me raz in hi bi tö rü olan afi di-
ko li nin no ko da zol ile bir lik te hüc re le ri G1-S sı nı -
rın da eş za man la dı ğı iz len miş tir.25 Bi zim
ça lış ma mız da, kül tü re edi len Ve ro hüc re le ri ni eş
za man la mak için kul la nı lan no ko da zo lun 6, 12 ve
18 sa at lik de ği şen sü re ler de ki et ki le ri ve bu et ki le -
rin ge ri dö nü şüm lü olup ol ma dı ğı araş tı rıl dı. Cho
ve ark. He La hüc re le ri üze ri ne 100 ng/mL no ko da -
zo lun et ki le ri ni araş tır dık la rın da; G2-M fa zın da ki
hüc re sa yı sı nın ve bu nun ya nın da hüc re apo pi to -
zi si nin art tı ğı nı sap ta mış lar dır.26Mİ 6 sa at lik in kü -
bas yon so nun da %45, 12 sa at so nun da %75, 18 ve
24. sa at ler de ise %90 ola rak bil di ril miş tir. Bu bul -
gu no ko da zo lun He La hüc re le ri ni eş za man la dı ğı -
nı gös ter mek te dir. Oy sa bi zim ça lış ma mız da ay nı
doz ve sü re de ki no ko da zo lun Ve ro hüc re le ri nin
Mİ ’ ni, her ne ka dar art tır mış ol sa da en faz la %6’la -
ra çı kar dı ğı iz len miş tir. Bu fark lı lık bir kan ser hüc -
re hat tı olan He La hüc re le riy le, Ve ro hüc re le ri nin
ya pı sal fark lı lık la rın dan kay nak la nı yor ola bi lir. Öte
yan dan Co o per ve ark. ta ra fın dan ya yın la nan bir
ça lış ma da, no ko da zo lun hüc re eş za man la ma sı için
kul la nıl ma sı nın uy gun ol ma dı ğı be lir til mek te dir.27
Araş tır ma cı lar L1210, yü ze ye ya pış ma yan (no nad -
he rent), fa re lö se mi hat tı üze ri ne 0.01 ve 1 µg/mL
yo ğun luk ta ki no ko da zo lun 19 sa at sü rey le et ki si ni
de ğer len dir dik le rin de 1 µg/mL’lik no ko da zo lun
hüc re bü yük lü ğü nü art tır dı ğı ve DNA içe ri ği nin
no ko da zol ile in kü be edil me yen ler den fark lı ol du -
ğu nu be lirt mek te dir ler. Her iki grup ara sın da bu
fark lı lı ğın ol ma sı no ko da zo lun iyi bir hüc re eş za-
man la yı cı ol ma dı ğı şek lin de yo rum lan mış tır. Bu-
nun la be ra ber, no ko da zo lun uzak laş tı rı la rak hüc re
eş za man la ma sı ya pıl ma sı nı da hüc re bü yük lü ğü,
DNA pa ter ni gi bi çe şit li hüc re ka rak ter le ri ni de ğiş-
tir di ği ge rek çe siy le ka bul et me mek te dir ler. An cak,
on la rın ça lış ma la rın da kul la nı lan no ko da zol do zu
bi zim kul lan dı ğı mız doz ile kar şı laş tı rıl dı ğın da 10

kat da ha yük sek tir. No ko da zo lun dü şük doz la rı nın
ise ay nı et ki ye sa hip olup ol ma dı ğı be lir til me miş tir.
Ay rı ca Co o per ve ark .nın ça lış ma sın da hüc re ola rak
bir kan ser hüc re tü rü nün kul la nıl ma sı ne de niy le,
nor mal hüc re tü rün den fark lı lık gös te rip gös ter -
me ye ce ği de açık de ğil dir. Ay nı eki bin di ğer 2 ça-
lış ma sın da me me li hüc re le ri nin se rumsuz
bı ra kıl ma sı nın da hüc re le ri eş za man la mak için uy -
gun ol ma dı ğı ifa de edil mek le bir lik te ide al bir eş
za man la ma yön te mi de öne ril me miş tir.28, 29 Sa ma ke
ve Smith ise no ko da zo lu ya rık lan ma (cle a va ge) aşa-
ma sın da ki sı ğır em bri yon la rı nın hüc re dön gü sü nü
dur dur mak ve blas to mer le ri eş za man la mak için
kul lan mış lar dır.30 0.4 µg/mL ve üze ri yo ğun luk ta ki
no ko da zo lun hüc re bö lün me si ni dur dur du ğu nu,
no ko da zo lun uzak laş tı rıl ma sın dan son ra ise ya rık -
lan ma ev re sin de dur mak ta olan em bri yon la rın ge-
li şim le ri ne de vam et tik le ri ni, 3-5 sa at için de
in ter faz aşa ma sı na geç ti ği ni ve 6 sa at son ra DNA
sen te zi nin ye ni den baş la tıl dı ğı nı sap ta mış lar dır.
Öte yan dan, her ne ka dar hüc re sa yı sı ve zo na pel-
lü si da dan çık ma (hatc hing) ora nı azal mış ol mak la
bir lik te blas to sist aşa ma sı na ulaş ma oran la rı an lam -
lı şekil de et ki len me miş tir. Araş tır ma cı lar bu so nuç-
lar ışı ğın da no ko da zo lun sı ğır em bri yon la rı nı eş
za man la mak için kul la nı mı nı öner mek te dir ler.30

Bes wick ve ark. 0.16-16 µM yo ğun luk la rın da -
ki no ko da zo lun kro nik lem fo si tik lö se mi hüc re le -
rin de Bcl-2 eks pres yo nu nu bas kı la ya rak apo pi to zi si
uyar dı ğı nı ve bu nun kas paz ile iliş ki li ol du ğu nu
gös ter miş ler dir.31 İke ga mi ve ark.nın ça lış ma la rın -
da no ko da zo lun zeb ra ba lı ğı em bri yon la rın da me-
ta faz da hüc re le ri dur dur du ğu ve kas paz yo la ğı
üze rin den apo pi to zi si art tır dı ğı iz len miş tir.32 Ben-
zer şekil de, biz de, 6. sa at te çok da ha yo ğun ol mak
üze re no ko da zol uy gu la ma sı nı iz le yen hüc re mor-
fo lo ji le ri nin in ce len me si so nu cun da apo pi to tik
hüc re ölü mü nün art tı ğı nı sap ta dık. Ko ok ve ark. da
no ko da zo lun Rat-1 hüc re le rin de mor fo lo jik de ği -
şik lik ler, DNA frag man tas yo nu ve so nun da hüc re
ölü mü ne  yol aça rak apo pi to zi si uyar dı ğı nı; nor-
mal de yas sı olan hüc re le rin yu var lak laş tı ğı nı ve
tüm bu de ği şik lik le rin p130cas, p125 ve pak si lin gi -
bi fo kal adez yon pro te in le riy le iliş ki li ol du ğu nu ve
bcl-2 ile bu de ği şik le rin en gel len di ği ni gös ter miş -
ler dir.33
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No ko da zo lun hüc re eş za man la ma sı nı sağ la -
ma sı mik ro tü bü lüs le ri de po li me ri ze edi ci et ki sin -
den kay nak lan mak ta dır. Böy le ce hüc re ler mi to zu
ta mam la ya ma mak ta dır.14,15 De Bra ban der ve ark.
PTK2 hüc re le ri nin 1 ya da 10 µg/mL doz da ki no ko -
da zol ile in kü bas yo nun özel lik le sen tro mer le iliş ki -
li mik ro tü bü lüs le rin kay bı na ne den olup sa de ce
si top laz ma için de bir iki böl ge de mik ro tü bü lüs var-
lı ğı nın bu lun du ğu nu, an cak ila cın uzak laş tı rıl ma -
sın dan son ra ki ne to kor ve sen tro mer böl ge le rin de
gi de rek ar tan oran da kü çük mik ro tü bü lüs bi ri ki mi -
nin iz len di ği ni sap ta mış lar dır.34 Ay rı ca ki ne to kor
nük le as yo nu nun sa de ce me ta faz aşa ma sın da ki yo-
ğun laş mış kro mo zom lar la iliş ki li ol du ğu nu, bu na
kar şın pro faz da ki kro mo zom lar la iliş ki si nin çok az
ol du ğu nu da bil dir miş ler dir. Yi ne ay nı ça lış ma da
dü şük doz (0.1 µg/mL) no ko da zo lun var lı ğın da hüc-
re le rin mi toz da kal dı ğı, mik ro tü bü lüs le rin ki ne to -
kor ve sen tro zom la iliş ki li kı sa ya pı lar ola rak
iz len di ği, no ko da zo lun uzak laş tı rıl ma sın dan son ra
ise bu kı sa mik ro tü bü lüs ler den nük le as yon la uza dı -
ğı ve böy le ce hüc re nin dön gü sü nün kal dı ğı yer den

sür dü ğü be lir til miş tir.34 Biz de ça lış ma mız da ay nı
doz da ki no ko da zo lun in ter faz hüc re le rin de mik ro -
tü bü lüs le ri an lam lı bir şekil de et ki le mez ken mi to za
gi ren hüc re ler de mik ro tü bü lüs le ri nin de po li me-  ri -
zas yo nu na bağ lı çe kir dek et ra fın da top la nan kı sa
ya pı lar ola rak bu lun du ğu nu sap ta dık.

Özet le, bu ça lış ma Ve ro hüc re hat tı nın eş za -
man la ma sı için uy gun doz ve sü re de ki no ko da zol
uy gu la ma sı nın kul la nı la bi le ce ği ni gös ter miş tir. Bu-
nun la bir lik te no ko da zo lun apo pi to zi si de uyar dı ğı
göz ar dı edil me me li, apo pi to zi sin ya pı la cak ça lış -
ma nın so nuç la rı nı et ki le me si ola sı lı ğı var sa hüc re
eş za man la ma sı için no ko da zol yön te mi ter cih edil-
me me li dir. 
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