OZET

Bu calismada topoizomeraz Il inhibitorlerinden olan ve genellikle
memelilerde antikarsinojenik ilag olarak kullanilan Etoposidin farkh
konsantrasyonlarinin Allium cepa (sogan) meristematik dokusuna etkileri
incelendi.

Allium cepa tohumlarinin kok uclarina, Dimetilsulfoksit iginde
hazirlanan 0,1pg/ml, 1pg/ml, 10pug/ml ve 100pg/ml konsantrasyonlarindaki
Etoposid uygulandi. Meristematik dokunun mikroskobik analizleri ezme
preparat yontemiyle aseto-orsein boyasi kullanilarak gergeklestirildi.

Calismalar sonucunda doz gruplarinda etoposid miktarinin artigina
bagh olarak bazi toksik etkiler bulundu. Etoposidin 0,1pg/ml, 1pg/ml,
10pug/ml ve 100pg/ml doz gruplarinin kdk buyumesine olumsuz etkisi
sirasiyla %9.64, %12.66, %27.71, %88.56 olarak saptandi. istatistiksel
olarak, 100pg/ml doz grubunda anlamh sekilde bayimenin azaldidi1 bulundu
(p=0,056). Etoposid konsantrasyonu arttikga, mitotik indeksler de sirasiyla
%10.15, %7.32, %2.6 ve %0.4 oranlarinda azalma oldugu, buna karsin
mitoz evrelerindeki anormalliklerin artiginin, konsantrasyonun dogrudan
artisina bagli olmadidi saptandi. 1.Doz grubunda en sik nikleusu olmayan
hacreler belirlenirken [I.Doz grubunda en sik anafazda kromozom kopruleri
ve mikronukleus olusumlari goézlendi. Ill. Doz grubunda ise en c¢ok
kromozomlarda yapisma anormalligi goruldu. Mitotik indeks ve kok uzamasi
arasinda bir iligki tespit edilemedi.

Elde edilen sonuglar, memeli topoizomeraz Il inhibitorleri galismalariyla
kiyaslandiginda, bu enzimin Allium cepa bitkisinin gelisiminde de dAnemli
oldugu saptandi. Yapilan bu galisma etoposidin herbisit olarak kullaniminda
ortaya c¢ikacak tehlikenin boyutunu gdéstermesi bakimindan da 6nemlidir.
Kullanilacak dozlarin miktarlarina dikkat edilmedigi takdirde etoposidin bitki
dokularinda (bu calisma igin Allium cepa’da) meydana getirdigi zararl
etkileri hayvanlar ve insanlarda da benzer sekilde ortaya ¢ikacaktir.



ABSTRACT

In this study, the effects of different concertrations of Etoposide, which
is a topoisomerase |l inhibitor and usually used as an anticarcinogenic
medicine for mammals, have been investigated using Allium cepa root-tip

meristematic tissue.

Concentrations of 0,1ug/ml, 1pg/ml, 10pug/ml and 100ug/ml were used
for dilutions of Etoposide in  Dimethyl sulfoxide (DMSQO). Microscopic
meristematic tissue analysis were carried out fallowing aceto-orcein squash
procedure.

As a result, some toxic effects have been observed depanding on the
increase of Etoposide concentration. Negative effect of Etoposide on root
growth in  0,1ug/ml, 1pg/ml, 10pg/ml and 100ug/ml dose groups were
estimated in percentages of %9.64, %12.66, %27.71 and %88.56,
respectivectively. In dose group 100ug/ml, the growth was found to be
significant (p=0,056). It was also concluded that, mitotic index decrease in
percentages of %10.15, %7.32, %2.6 and %0.4 with the increase of
Etoposide concentrations. However, mitotic abnormalities were found not to
be depended on the increase in concentrations directly. In the Dose group |,
some cells which in lack of dense nucleus were observed. In the Dose group
I, some chromosome bridges in anaphase and micronucleus were
determined. In the Dose group lll, some chromosomal stickiness have been
decected. No correlation was found between mitotic index and root growth,
here in.

In  comparison with the previous results of mammalian
Topoisomerase |l inhibitor studies, it was concluded that, this enzyme is
important in development of Allium cepa also. It has been emphisized in this
study that, using Etoposide as an herbicite is risk-taking. In case of not
taking into account of suitable dosage for Etoposide to be used, some toxic
effects seen on plants might also be seen on animals and human beings.
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1. GIRIS

Kanser son yillarda Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan konulardan
biridir. Calismalar bir taraftan kanserin molekuler biyolojisi Uzerinde
yogunlasirken diger taraftan da kemoterapotiklerle ilgili arastirmalar
yapilmaktadir. Bu hastalik hlcre ¢ogalmasini, budylUmesini hizlandiran
(onkogenler) ve hicre dongulerini yavaslatan (timoér supresor) genlerdeki bir

dizi bozulmadan kaynaklanir.

Kanserin olusum mekanizmalari molekuler duzeyde aydinlatiimaya
cahsilarak, hicre dongusunun farkhh evrelerinde mudahale sanslari
denenmektedir. Kanser terapisinde cerrahi ve radyoterapi gibi

uygulamalarin yani sira kemoterapide siklikla kullaniimaya baslanmistir.

Kanser kemoterapisinde ¢esitli ajanlar kullaniimaktadir ( Sumner , 1992).
Amagc hicrenin gogalmasini engellemektir. Cogalmanin engellenmesi DNA'nin
replikasyonuyla birlikte hicre dongusunun cesitli kademelerinde yer alan pek
¢ok enzimin gorevini inhibe etmekle gerceklesir. Fakat bu inhibisyon sadece
kanser hucrelerini etkilemekle kalmaz normal hicreleri de olumsuz etkiler.
Antikarsinojenik  ajanlarin  normal hucreleri de etkilemesi o ajanin
genotoksisitesini gostermektedir. Bu noktada onemli olan antikarsinojenlerin,
genotoksik etki derecelerini belirlemek amaci ile insan ve hayvan doku

kultirlerinde denenmesidir.

Doku kultiru olduk¢a pahali ve hassas c¢alisma gerektiren bir alandir.
Oysa ki bazi antikarsinojen maddelerin Allium cepa meristematik dokularinda
da anormal mitotik gelismelere neden oldugu bilinmektedir (Dayan et al., 1999;
Dayan and Watson, 1999).



Ayrica bitki ve hayvan hucrelerinin genetiksel gelisiminde bir takim farklar
olmasina ragmen ana mekanizma aynidir. Bu nedenle bitkilere uygulanacak
antikarsinojenik maddenin genotoksik etkilerinin memeli hucrelerine paralel

sonuglar vermesi beklenebilir (Bangi et al., 1979).

Antikarsinojen ajanlarin genotoksik etkilerini belirlemek igin bitki
bioassay’ lerinin kullanilmasi, ucuz ve kolay olmasi acgisindan doku

kalturanden daha avantajlidir.

Tum bunlarin yani sira yuksek bitkilerde de farkh sebeplerden
kaynaklanan timoérler meydana gelmektedir. Bdoylece hem hayvan hem de
bitki hicrelerinde ortak nokta olan, kromozom materyalini teskil eden DNA
molekulinun yapisi, replikasyonu...gibi iglevler; bu tur olaylarda gorev alan
enzimler; bu enzimlere etki eden antikarsinojen, antiviral, herbisit (yabanci ot
oldurucu) nitelikteki kimyasal maddeler 6nem kazanmakta ve hassasiyetle

incelenmesi gerekmektedir.

1.1.DNA’nIn Yapisi ve Replikasyonu

DNA, 5 -3 fosfodiester baglar ile baglanmis iki polintkleotid
zincirinden meydana gelmis olup, sarmal yapidadir (Watson and Crick,
1953; Crick et al., 1979).

DNA molekulinun, benzerini yaparak ¢ogalmasina replikasyon denir.
Bu noktada Watson ve Crick (1953) modelinin en blyuk Onemi
komplementerlik ilkesiyle kalitsal bilginin esleme sirasinda eksiksiz
replikasyon mekanizmasina, fiziksel ve kimyasal verilere dayanarak bir
aciklama getirmesidir. DNA zincirlerinin kargilikli bazlarinin komplementerligi
ilkesinin replikasyon suresince uygulanmasi sonucu, baz siralarinin (ve
dolayisiyla kalitsal bilginin) dogru bir sekilde yeni DNA zincirlerine

aktariimasi saglanir. Ayrica DNA'nin replikasyonu kalitsal bilginin, hicre



bdlinmesi (mitoz) sonunda, eksiksiz olarak ve esit paylarda yeni kusaklara

aktarilmasini mumkdun kilar.

Watson ve Crick (1953) modeline gore DNA molekulu i¢in baslica iki
replikasyon mekanizmasi s6z konusudur:
1. Koruyucu (konservatif) mekanizma; ana DNA molekalinin
batunligunu korumasi kosuluyla onun esi ikinci bir DNA molekulu olusur.
2. Yari koruyucu (semikonservatif) mekanizma; replikasyon sirasinda
DNA molekulunun iki zinciri birbirinden ayilarak her bir zincir Uzerinde ana

tamamlayici olan (komplementer) yeni zincir olusur.

DNA Replikasyonu pek ¢ok proteinin birlikte calismasini gerektirir.

Bunlar;

1. Nukleozid trifosfat polimerizasyonunu katalize etmek igin “DNA
primase” ve “DNA polimeraz’,

2. Kopya edilebilmesi icin DNA heliksinin agiimasina yardim eden “DNA
helikaz” ve “single-strand binding proteinler’ler ,

3. Kesikli sentez edilmis geciken-zincir DNA fragmentlerinin aralarini
kapatmak icin RNA primerlerini yikan bir enzim ve “DNA ligaz”,

4, Karigiklik problemlerini ve helikal sariimalari serbest birakmak igin
‘DNA Topoizomeraz’lar,

5. Bir replikasyon orjininde spesifik DNA sequenslerine baglanan ve bu
bdlgede  bir replikasyon catalinin olusmasini katalize eden “baslatici

proteinler” dir.

ilk olarak DNA'da replikasyon catalinin basladi§i yerde bir “orjin”
noktasi bulunmaktadir. Sentezin baglayacagi bu orjin “spesifik” hucre
proteinleri tarafindan taninmakta ve replikasyon bu noktadan baslamaktadir.
Replikasyon c¢atalinda DNA sentezinin baslamasi i¢cin DNA ¢ift sarmalin
acllmasi gerekir. “Helikaz” enzimi, DNA c¢ift sarmalinda her bir baz ciftinin

birbirinden ayrilmasi igin DNA Uzerinde ilerler .



Acllan cift ipligin tekrar birlesmesini engellemek amaciyla “single-
strand proteinler” kesikli sentez edilen DNA ipligine baglanir. Bu agsamada
“‘DNA Binding” proteinler gorev alir. DNA sentezinin baglamasi igin bir primer
RNA gerekmektedir ve bunu sentezlemek icin “DNA primaz” helikaz
enziminin arkasina yerlesir. “DNA polimeraz” enziminin de eklenmesiyle

replikasyon igin gerekli enzim kompleksi tamamlanmis olur (Sekil 1.1.).

Replikasyon Orjini

I
‘—@; Baslatic1 Protein
'

DNA Heliksi

DNA Helikaz

Primer RNA

DNA Polimeraz

Sekil 1. 1. DNA Replikasyonunu Baslatan Proteinler (Alberts, 1994).

DNA replikasyonunda onemli bir problem DNA’nin helikal yapisindan
kaynaklanan sarilma problemidir (sekil 1.2.). DNA’nin yapisindaki ikKi

polindkleotid zinciri birbirlerinin ve ortak bir eksenin etrafinda sarilarak saga



dogru doénen bir heliks meydana getirirler. Fakat tabiatta bulunan DNA
molekdllerinin bir ¢cogu bu yapidan farkl olarak halkasal sekildedirler.
Serbest 3’ veya 5 uglar yoktur. Bakteri, mitokondri, kloroplast ve bazi
virislerdeki DNA’lar bdyle halkasal molekillere 6rnektir. Okaryotlardaki
dogrusal (lineer) DNA ise yogunlasma (kondansasyon) sirasinda meydana
gelen birbirleri Uzerine katlanmalardan (helezonlagsmalarindan) dolayi
halkasal bir hal alirlar. iste bu halkasal DNA molekiilleri dogrusal DNA'dan
farkh olarak super donum vyaparlar. Super donum olusmasi DNA

molekulinun birbiri Gzerinden gegen bir ¢cok ilmekler vermesi demektir.

Cift zincirli halkasal DNA kendi eksenine gore acilacak sekilde
cevrilirse negatif super donum, burulacak sekilde cevrilirse pozitif super
donum meydana gelir. Negatif super donum olugsmasina dogal DNA'da
rastlanir. Bunlarda stuper donim saga dogru doner. Pozitif siper donumlere
dogada rastlanmaz , bunlar sola dogru donerler. Stiper donim olugsmasi ¢ok
bayuk DNA’larin kendilerini ¢cok kiguk hacimlerde paketlemelerini saglar . 3’
veya 5 wuglar agikta kalirsa dogrusal DNA molekulleri stuper donum

yapamaz.

Super donim yapmis DNA’nin replikasyon c¢atalinda her 10 baz gifti,
DNA sarmalinin komple bir donugune denk gelir. Bu nedenle bir replikasyon
catalinin hareket etmesi igin hizla rotasyon olmasi gerekir. Boylece super
donum yapisina sahip bir DNA molekiulinde bazi mekanik problemlerin
ortaya cikacagi dusinilebilir. Oncelikli olarak negatif siper dénimlerin
giderilmesi icin DNA’daki lokal replikasyon bolgesinde bulunan zincirler
aralanmahdir. Boyle bir durum replikasyon kadar transkripsiyon iginde
heliksin acgilmasini, olay sirasinda goérev alacak enzimlerin iglemlerini
kolaylastirir. Fakat uzun kromozom Kkollari i¢in bu, ¢ok fazla ener;ji

harcanmasi demektir ( Stryer, 1994).



Sekil 1. 2. DNA Replikasyonu Esnasinda Olusan Sarilma Problemi
(Alberts,1994).

DNA dzerindeki zincirleri aralamak, kiriklar olusturmak ile kromatin
ipliginin acilmasi ve replikasyonun saglanmasi igin alternatif yolda
“Topoizomeraz” enzimleri gorev yapmaktadirlar (Wang, 1985; Wang, 1996)
(Sekil 1. 3.).

Eukaryotik hucre DNA'lari kromatin iplikgikleri boyunca nukleozom adi
verilen yapilarda 6zel organizasyona sahip olduklari icin DNA sentezinin
binlerce orijin noktasindan ayni anda bagladigi ve bu sentezin iki yone dogru

devam ettigi bilinmektedir.
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Sekil 1. 3. Okaryotlarda DNA Replikasyonu (Cooper, 1997)

1.2. Hiicre Ddngiisii ve Mitotik indeks

1.2.1. Hiucre Dongusu

Her hidcrenin yasam suresinde bdlinme olmayan uzun bir interfaz
evresi ile bir bélinme evresi (mitoz bélinme) vardir (sekil 1. 4.). Buna hlicre
dongusu, hucre periyodu da denilmektedir. Hicre dongusu her hdcre tipinde
farkli surede ve farkli sekildedir. Bu dongu icinde degigik olaylarin yer aldigi

farkli evreleri mevcuttur.
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Sekil 1. 4. (a) Okaryotik Hiicre Déngusu ; (b) iki Hiicre Dénglsi Arasinda DNA
Miktarindaki Degisim (Temizkan,1999).

G1 evresi : Senteze hazirlik dénemidir. Mitoz sonucu olugan ogul
hicrelerde, daha sonraki bolinmeye hazirlik olmasi igin, yeni DNA zincirinin
yap! taslarinin sentezi, RNA sentezi ve diger iglemler ile ilgili enzimlerin
yapildigi, DNA replikasyonuna hazirlik dénemidir. Sresi kanser hticrelerinin

cogalma hizina gore degigir.

S evresi : DNA'nin sentez ve replikasyon doénemidir. Hicre
metabolizmasi en aktif donemindedir. RNA sentezi devam eder, protein
sentezi ise maksimum seviyededir. Hucre bu doneminde antimetabolik

ilaglara gok duyarhdir.



G2 evresi : Mitoza hazirhk donemidir. DNA sentezi durur. Fakat
mitotik iplikgiklerin olusmasi igin 6zel m-RNA’larin ve bunlara uyan
proteinlerin sentezi devam eder. Bu donemde tamir olaylari 6nemlidir,

metabolik aktiviteler azalmis durumdadir ve ddnem sonunda mitoz baslar.

M evresi : G2'yi takiben mitozun meydana geldigi donemdir. Mitozda

profaz, metafaz, anafaz ve telofaz safhalari gergeklesir.

Organizmanin tum hdcreleri ayni zamanda mitotik aktivite
g6stermezler. Bir kismi, uzun ya da kisa bir sire dinlenmede kalmaktadir.
Bu dinlenme evresi Go olarak tanimlanir. Go evresinde olan , yani bélinme
potansiyeline sahip fakat bir sure icin bolinmeyen hucreler, timor kitlesinin

hicre havuzunu olusturabilirler.

G1 evresindeki diploid (2C) kromozom sayisi DNA sentezinden sonra
iki katina (4C) gikmaktadir. interfazda DNA’si iki katina ¢ikmis olan
kromozomlar uzunluguna olarak iki kromatide ayrilir ve bunlardan her biri

yavru hlcrelere giderler.

Dikkat edilmesi gereken nokta hicre bolinmesi basladiginda
kromatin iplikgikleri ilmekler yaparak yapilarini yogunlastirir ve kromozomlar
meydana gelir (sekil 1. 5.). Ornegin bir metafaz kromozomundaki DNA
baslangictaki boyuna gore yaklasik 5000 kat kisalmis durumdadir. Yapilan
calismalarda boyle bir organizasyon igin histon ve histon olmayan
proteinlerin buyuk rolunun oldugunu fakat bunlar yok edilse dahi ¢iplak
DNA’nin metafaz kromozomlarinin i¢ kismini olusturan protein yapidaki bir
iskelete tutunmus durumda kaldigi gézlenmistir. iskelet proteinleri toplam
kromatin proteinlerinin %1’ini kapsar. Bunlar arasinda en iyi taninmig

olanlarindan biri Topoizomerazlardir (Cook, 1995).
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Histonlar ~ DNA gift sarmali .

DNA ¢ift sarmalinin
kisa bolomi
(bes doniig)

Kromatin
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Sikica paketlenmig
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kromatin ipligi

Kromozom
béliminin bir
pargasi

Metafaz

kromozomunun
ogun bir
Blami

Metafaz
kromozomu

Sekil 1. 5. Nukleozom ve Metafaz Kromozomunda DNA (Passarge, 1995)
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Ayrica hucre dongusu her canhda farkli oldugu gibi ayni canlinin
hicrelerinde sicakhida bagh olarak da degisebilmektedir (Grant, 1982).
Ornegin Allium cepa igin bu degerler birkag arastirmaci tarafindan 19°C’de
20,5 saat (Nuti and Arcara, 1967), 20°c’de 18,8 saat (Lopez and Gimenez,
1966) ve 21°C’de 23 saat (Matagne, 1968) olarak belirlenmisgtir.

1.2..2. Mitotik indeks

Mitotik Indeks (MI), mitotik aktiviteyi yani hicrelerin bolinme oranini
ifade eder. Mitotik indeks degisik sekillerde hesaplanmakta ise de genellikle

100 hucreye dusen mitoz sayisi olarak kabul edilmistir.

Bazi hastaliklar, enfeksiyonlar, kemoterapide kullanilan antineoplastik
ajanlar (Topoizomeraz inhibitorleri) ve dogum kontrol haplari mitotik indeksin

dusmesine yol acar.

1.3. Kemoterapi ve Antineoplastik Ajanlar

1.3.1. Antineoplastik Ajanlarin Hiicre Dongusiine Etki

Mekanizmasi

Kanser, hucrelerin kontrolsiz bir sekilde ¢cogalmasi ile karakterize oldurtcu
bir hastaliktir. Bugun tipta bilinen 80’i agkin antineoplastik ajandan 50 kadari
kemoterapi alaninda kullaniimaktadir. 1940’larda antimetabolitler, 1950’lerde
kortikosteroidler, busulfan, cycluphoshamide ve takiben diger antikanser
ilaglar bulunup kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda antikanser ilaglarinin
etki mekanizmasinin bilinmesi ve kanser hucre Kkinetiginin ogrenilmesi

kemoterapotik ajanlarin daha bilingli bir tarzda kullaniimasini saglamigtir.



12

Antineoplastik ilaglar patolojik bir sekilde ¢ogalmakta olan kanser
hlcrelerini yok ettikleri gibi hizl bir sekilde ¢cogalmakta olan normal hucreleri
de yok edebilirler. Ayrica bu ilaglarin mutajenik, teratojenik ve karsinojenik
etkileri de vardir. Bu nedenle antineoplastik kemoterapinin ana ilkesi, normal
hicrelere zarar vermeksizin tumoér hicresinin bliylimesini ve ¢odalmasini
durdurmak veya onlari yok etmektir. Kanserli bir hticreyle normal bir hucreyi
birbirinden ayiran spesifik bir karakter olmamasina karsin, genetik,
metabolik, kinetik ve membran farkliliklari ayirt edilebilmektedir. Antikanser
ilaclarin hedefi olan selektif bir sekilde tumor hicresini 6ldiren antikanser
ilact bulunamamigtir. Normal hucreye en az duzeyde etki yapan ilag, kanser
kemoterapisinde ideal ilagtir. Kullanilan ilaglarin hedefi daha ¢ok DNA
sentezi veya fonksiyonlaridir. En buyudk antitimor etkilerini hiicre dongusu
icinde DNA sentezine giden hucreleri inhibe etmek suretiyle yaparlar (Del
Bino, 1990 ).

Cogalma durumundaki timoér hdcreleri Gzerinde antikanser ilaglarin
cogunun etki yerleri bilinmektedir, buna goére siniflandinimalan da su

sekildedir;

Nukleik asit biyosentezinin inhibisyonu
Nukleik asit yapisinin bozulmasi
Protein sentezinin inhibisyonu

Mitozun inhibisyonu

a b 0N =

Hormonal ¢evrenin degismesi (sekil 1. 6.)
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Sekil 1. 6 : Kemoterapodtik ajanlarin etkiledigi

Gilman, 1994).

bdlgeler (Goodman and




14

Kemoterapide kullanilan ilaglar hicre doéngusu fazlarindan birinde
veya birkaginda etkili olmaktadirlar. Buna bagh olarak da bu ajanlar Ug

blayuk grupta toplanirlar (sekil 1. 7.).

1. Hucre déngustne 6zgul etkisi olan ajanlar:

Hicre dongustine spesifik etkisi olan bazi ilaglar toksik etkilerini
dongunun herhangi bir evresindeki hucreler Uzerinde gosterirler. Fakat GO
gibi dinlenme periyodunda olan hucreler Gzerinde bir etkileri yoktur. Normal
ve kanserli hucreler ayni derecede etkilenirler. Karmustin ve Mekloretamin

bu gruba giren ilaglardir.

2. Hucre bolinme fazina 6zgul etkisi olan ajanlar:

Faz bagimh ya da evreye 6zgl antikarsinojenik ilaglar ise sadece o
fazda bulunan hiicreye etkilidir. Ornegin; antimetabolitler S evresinde, mitoz
zehirlerinden Vinkristin M evresinde ve Etopozid ( VP-16) S sonu ve G2

evresindeki hiucrelere etkilidirler.

3. Hucre dongusune 6zgul etkisi olmayan ajanlar:

Hucre dongusulne spesifik olmayanlar ise hem ¢gogalan hem de dinlenme
halindeki hucrelerin  timine toksik etkide bulunurlar. Mitomycin,

Chlorombusil bu gruba giren Antineoplastiklerdendir.
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Bazi ilaglar da (Metotreksat, 5-Fluorourasil, Merkaptopurin) maksimal
sitotoksik etkilerini S evresindeki hucrelerde gosterirken ayni zamanda
hicrenin S evresine girmesine de engel olurlar. Boylece sitotoksik etkilerini
azaltirlar. Bu antikarsinojenik ilaglar S evresinde DNA sentezini inhibe
ederler, fakat G1 ve G2 evrelerinde de RNA sentezini inhibe ettiklerinden, bu
evrelerden S evresine gecisi geciktirerek kendi sitotoksik etkilerini sinirlarlar.

Bu tip ilaglara S evresine 6zgl ancak kendini kisitlayan ilaglar adi verilir.

Vinbhlastine
incristine
olchicife
rigseofulvin

5 FUdR VM-26
Phleomycin
Bleomyci VP-16

Cyclophosphahide

Evresl
Hid i
Actinomycin D Aktfgggigiiog
oremitos Mitomisin
. emito -]
Purine Antagonist ? mast 2,’;3‘;:5333;:“
Hydroxyurea -FUdR° o
Methotrexate
Cyclophosphamide
X = DNA Sentezi
araC,Mitomycin w- Ara ¢
Daunomycin. 12 saat ydroxyurea
6-Thioguanine 5 FU
Methotrexate

Al TEBERRINIGUEERCIAUNERAENLE Ia%lraa'lat

Sekil 1. 7. Antikarsinojenik ilaglarinin Etki Mekanizmasinin Hiicre Déngiisiiniin

Evreleri ile iliskisi (Sipahioglu, 1981)



16

1.3.2. Antineoplastik Ajanlarin DNA Uzerine Etki

Mekanizmasi

A. Alkilleyiciler:

Alkilleyiciler DNA c¢ift zincirinde birden fazla noktaya kovalent bagla
baglanmak suretiyle DNA molekulinu alkillerler. Bu baglanma, bir purin bazi
olan guaninin 7 sayili azot atomu Uzerinden olur. Guanininin 7N’den
alkillenmesi asiditeyi arttirir. Molekulde olugan s6z konusu gelisme, onun
Sitozin yerine Timin ile baz cifti yapmasini tesfik eder. Olusan “anormal baz
cifti” genetik kodun yanlis okunmasina yani replikasyon ve transkripsiyon
sirasinda Guanin’in Adeninmis gibi okunmasina neden olur. Bu olay yeni
DNA zincirinde ve mRNA molekullerinde 6nemli bozukluklara yol agar. En
Oonemlisi ila¢ iki ayri zincir arasinda kopru yapar, ( ¢apraz baglanma

“intercalation” ) bu durumda DNA'nin replikasyonu mimkin olmaz.

B. Bitki Alkoloidleri:

Bu maddeler hucre bolinmesini mikrotubul olusumunu inhibe ederek
mitozda durdurur ve hucrenin 6lumune yol acarlar. Vincrintine, Vinblastin

gibi Vinca alkaloidleri bu gruba dahildir.

C. Antibiyotikler:

Bunlar genellikle Streptomyces grubu mantarlardan elde edilmislerdir.
DNA molekulinin bazlar arasina girerek replikasyona engel olmak suretiyle
timor hdcreler Gzerinde etkili oldugu gibi (Actinomycine-D) DNA'’ya
baglanarak mRNA yapimini  engelleyerek de etki gOsterirler

(Daunorubucine, Doxorubicin, Mithramycin ).
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D. Antimetabolitler:

Bu grup ilaglar etkilerini DNA sentezini etkileyerek gosterdiklerinden,
aktiviteleri hicre dongusunin S evresindedir. Methotrexate pirimidin ve purin
sentezini durdurur. 6-Mercaptopurin ve 6-Thioguanine purin sentezini, 5-
Fluorourasil pirimidin sentezini inhibe eder. Cytosine arabinoside, gerek
sitidilik asidin indirgenmesini, gerekse DNA-polimeraz enzimini inhibe

ettiginden hucre 6limune sebep olur.

E. Enzimler:

En sik kullanilan L-Asparaginaz (L-Asp)'dir. Asparagin essential bir
aminoasittir. Tumor hucreleri L-asparagin kullanamaz. Bu nedenle enzim,
Asparagini Aspartik aside hidroliz ederek Asparagin sentezi yapamayan
hacreleri , ekstrasellliler asparagin depolarini ortadan kaldirarak oldurir.
Boylece protein sentezi bozulur. RNA ve DNA’nin sentezleri engellenmis
olur. L-asparaginaz hlcre doéngusunun postmitotik evresi (G1)ne etki

yaparak zararli olur.

F. Hormonlar :

Bazi tumor hicrelerinin hormonal mikro gevresini bozarak bunlarin
¢ogalmasini engellerler. Bu gruba giren ilaglardan bazilari Tamoxifen,

Mafoxidin, Prednisol’dur.
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G. Mitoz inhibitorleri:

Faza spesifik olan bu ilaclarin hicre oldurtctu etkisi, bunlarin
mikrotubuler proteinlere baglanarak, DNA bagimli enzimleri inhibe edip,
sentezlerini  durdurmalariyla gergeklesir. Bunlara o6rnek: Etoposid,

Teniposide, Vinblastine, Vindesine.

H. Nitrosoure Grubu:

Bu ilaglarin etkisi DNA ve RNA'nin alkillenmesi, amino asitler ve
proteinlerin karbomil transferasyonu seklindedir. Boylece DNA yenilenmesi
imkansiz hale gelir. Bunlara 06rnek: Bischloroethyl, Nitrosourea,

Streptozotocin.

l. Cesitli Sentetik Ajanlar:

Bunlar cesitli etkilere sahip maddelerdir. DNA'y1 inhibe ederek purin
ve protein ile RNA sentezini inhibe ederekde hicre 6liumune sebep olurlar.
Bunlara ornek: Dibromomannitol, Hydroxyurea, Mitotane, Hexamethyl-

melanine.
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1.4. Topoizomeraz Enzimleri ve inhibitorleri

1960’ yillardan 6nce DNA’'nin yapisinin sadece dogrusal oldugu
dusunalurken cift zincirli halkasal genetik materyalin de dogada varoldugu
kegfedildi (Crick et al., 1979) . Bu kesif DNA’nin yapisal (topolojik)
problemlerinin farkina varilmasinda o©nculik etti. Yapisal problemler
baglangi¢ta sadece halkasal materyaller i¢cin s6z konusu olsa da DNA'nin
boyu uzun oldugu icin yapisindaki helezonlagsmalardan dolayl artik

duzlemsel (lineer) genomda da etkili oldugu bilinmektedir.

Bakterilerdeki DNA'nin  yapisal problemi halkasal olmasi
Okaryotlardaki DNA’'nin yapisal problemi de olusturdugu buyuk ilmeklerin bir
arada tutulmasiyla helikal yapiya benzemeleridir. Bu da DNA’'nin Gguncal
(tersiyer) yapisindaki super donumlerle meydana gelmis kivrimlaridir
(sarilma problemi). Sudper doénumler, ¢ift zincirli uzun DNA molekulindn
kendi ekseni etrafinda bukulmesiyle olur. Her bukultste bir super donim

kivrimi meydana gelir.

Negatif slUper donUmler cift sarmaldaki zincirlerin ¢ozilmelerini
(dekondensasyonunu) saglar, boylece zincirlerin ayrilmasina yardim eder.
Pozitif sUper donumler ise c¢ift sarmaldaki zincirlerin birbirlerine yaklasip
yogunlagsmalarini (kondensasyonunu) saglar ve daha siki bir sarima

meydana gelir.

Hucrede replikasyon yapilacagi zaman yogunlasmis DNA iplikgiklerinin
birbirinden ayrilmasi, replikasyon ¢atalinin 6ntndeki ¢ift sarmalin agiri sarih
durumda olmasi gibi yapisal problemlere biyolojik ¢ozim ilk olarak 1971°de
James Wang'in Escherichia coli'de ¢ok bukumlu superhelical DNA’y1 daha

az bukumlu forma donusturebilen bir enzimi saflagtirmasiyla ortaya cikti
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(Wang, 1971). Wang’ Iin yapmis oldugu bu calisma Topoizomeraz

aktivitesinin bilinen ilk ifadesidir.

DNA molekulinin yapisal izomerlerinden birini digerine donustiren,
acuncul  (tersiyer) yapidaki konformasyonu duzenleyen c¢ekirdege 06zgu
enzimlere Topoizomerazlar denir (Gellert, 1981; Sequires, 1991; Berger et
al., 1998; Kornberg, 1992). Genetik sozlugune gore, daha oOnceleri,

“‘gevseten ” (DNA relaxing) , “geviren - donduren ” (swivelase), “centik agip

kapatan (nick-closing), “karisikhdr ¢ézen ” (untangle) ve “burgu acgan”
(untwisting) enzim olarak adlandiriimalarin yerine artik “Topoizomeraz”
terimi kullaniimaktadir (King and Stans, 1990) . Topoizomerazlar igin ,
Osheroff (1998) “diger higbir sinif enzim, genetik materyalin gunlik
yasaminda bu kadar c¢ok cesitli ve genis sorumluluk tasimaz® diye

belitmektedir.

Topoizomerazlar 2 gruba ayrilmaktadir. Topoizomeraz |, DNA’nin
fosfodiester baglarinda gecici tek iplik kiriklari; Topoizomeraz Il ise
fosfodiester baglarinda gecici cift iplik kiriklari olusturur (Sekil 1.8. ve 1.9.).
Bu enzimler okaryotlarda DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda rol oynar
(Wang, 1985 ; Wang, 1996) .

1.4.1. DNA Topoizomeraz | :

Cift heliksi olusturan sarmallardan birini tersinir olarak koparirlar. Hem
nikleaz (zincir koparma) hem de ligaz (zincir baglama) aktiviteleri vardir.
Topoizomeraz | DNA’'nin yariimisg fosfodiester uclarini biraraya getiren
reversibl bir nukleaz gibi hareket eder. DNA zincirinde fosfodiester baginin
yarilmasini da  gergeklestirir. DNA'nin  fosfatina  Topoizomerazin
baglanmasiyla yarilan fosfodiester bagdinin enerjisini elinde tuttugu igin
yarilma reaksiyonu (cleavage reaction) geriye dontsumltdir. Centigin

kapanmasi hizli olur ve ek bir ATP harcanmasini gerektirmez (Sekil 1.8.).
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DNA Cift Sarmali

DNA Topoizomeraz I’in
Fosfata Baglanir

Fosfodiester Bagi
Kopar

DNA Zinciri Kendi
Etrafinda Doner

Kopan Fosfodiester
Bag1 Yeniden Olusur

DNA Topoizomeral I
Serbest Kalir

Sekil 1. 8.DNA Topoizomeraz | Enziminin isleyis Mekanizmasi

(Alberts,1994)
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Topoizomeraz |, gegici tek iplik kingina ( = ¢entige, yarigina ) neden
olur. Bunu yaparken ATP’ye bagiml degildir. Birbirine bagh olarak ¢entigin
bulundugu yerde her iki ipligin serbestce rotasyonuna izin verir, bir firdondu
noktasi gibi ¢entigin karsisindaki fosfodiester bagi kullanilir. DNA heliksinin
geriliminden kurtulmasi igin birikmis olan stper donumler rotasyon ile agilir.
Boylece DNA replikasyonu catalin biraz 6nunde yalniz kisa bir heliks
parcasinin rotasyonuyla olugsabilir. DNA transkripsiyonu esnasinda
kargilasilan benzer problemler de bu yolla ¢ézulur (Potmesil, 1988 ; Shin,
1990 ; Zucker, 1991) .

Tip | Topoizomerazlar E.coli’de sadece negatif super donuUmleri
acarken (Berger et al., 1998) Ookaryotlarda hem negatif hem pozitif super
donumleri acarlar (Wang, 1996).

1.4.2. DNA Topoizomerazll :

DNA’nin replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon gibi iglevlerinin
dogru gerceklesmesi hayatin devamlihgl acgisindan 6nem arz etmektedir.
DNA'nin bu iglevlerinde gorev alan birgcok enzim olmasina ragmen onemli
roli olanlardan biri de Topoizomeraz Il enzimidir. Kisaca Topoizomeraz I,
hicrenin gogalmasi igin gereklidir (Uemura and Yanagida, 1984; Holm et al.,
1985).

Bu enzimler DNA cift heliksine sikica baglanir ve her iki sarmalda gegici
olarak cift iplik kiriklarini olustururlar. Topoizomeraz Il, Topoizomeraz I'den
farkh olarak ayrica ATP’ye ihtiya¢ duyar (Wang, 1985; Potmesil, 1988; Shin,
1990; Preston , 1990; Vizan , 1991; Zucker, 1991).

DNA Topoizomeraz |l enzimlerini iki ¢ift sarmalin birbiri Gzerine denk
geldigi yerdeki kromozom bolgeleri aktive eder. Boyle bir caprazlasmig

bdlgeye Topoizomeraz Il baglandiginda;
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- DNA’da bir gegis olusturmak igin ¢ift sarmal gegici olarak kirilir,
-Bu kiriktan diger cift sarmal gecer,

-Kirik tekrar kapanir ve Topoizomeraz || DNA’'dan ayrilir.

Bu yol ile baglanmig iki DNA halkasinin ayrilmasi Topoizomeraz Il
etkisiyle gerceklesmis olur (Wang et al.,, 1992; Wang and Roca, 1994;
Wang, 1996) (sekil 1. 9.).

Ayrica Topoizomeraz Il, DNA replikasyonu esnasinda sarmallarin ig
ice girerek karigiklik olugturabilece@i yapisal problemleri engeller. Mutant
maya hucrelerinde normal Topoizomeraz II'nin yerine 37° C’de inaktive
olmus hali kullanildiginda, Mutant maya hucreleri kromozomlarinin mitozda
hala birbirine sariimisg olarak kaldigi ve ayriimadidi goértulmuastir (Albert,
1994). Bu caligmaya bagli olarak denilebilir ki; karmasik bir dugumu agmak
nasil imkansizsa, Topoizomeraz Il enzimi olmadan karismis kromozomlari

ayirmak da o kadar imkansizdir.

DNA Topoizomeraz Il, ozellikle mitotik kromozom yogunlagmasi ve
ayrimi i¢in gereklidir. Topoizomeraz Il DNA replikasyonu sirasinda kardes
kromatidlerin DNA zincirleri arasindaki adeta dugum haline gelmis DNA
sarmalinda ki yogunlagmalarin ¢ogu, kardes kromatidleri bir arada tutanlar
harig, mitoz bolunmeden Once ¢ozulmelidir. Yoksa kromozomlar

bireysellesemez ve sonra da dogru olarak ayrilamaz (Wang, 1985).

Kromozomlarin ana hicreden yavru hicrelere dogru iletilebilmesi igin
DNA’nin replikasyonunun tam ve dizgun olmasi gerekmektedir. Kromozom
ayrimi sadece replikasyon sonucu olugsmus kardes kromatidler arasindaki
DNA i¢ baglarinin kopmasindan etkilenir. Cift zincirli DNA molekullerini
¢ozme (dekondanse) yetenegdi ile replikasyonu yapilmis kromozomlarin
ayrilmasini katalizleyen enzim olan Topoizomeraz |Il, iyi korunmusg

homodimerik, c¢ekirdek proteinidir. Hem mayozda, hem de mitozda
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kromozomlarin ayrilmasi igin gereklidir (Cozzarelli, 1990; Wang et al., 1990)

@D

k ° Tip II DNA Topoizomeraz

t
Enzim Cift Sarmala
Baglanir
Cift Sarmal Gegici Olarak
Kirlir
Kiriktan Diger Cift Sarmal
Geger
O © Kirik Tekrar Kapanir
DNA Topoizomeraz II
Serbest Kalir

Sekil 1. 9. DNA Topoizomeraz Il Enziminin isleyis Mekanizmasi

(Alberts, 1994)

s
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Biyolojik 6nemi olan bircok fonksiyondan sorumlu olan DNA
Topoizomeraz Il enzimi DNA’'nin hucre dongusu boyunca gecirdigi yapisal
degisikliklerin kontrolinden de sorumludur (Markovits, 1987). Erken mitozda
kromozomlarin yogunlasmasi (Hsiang, 1988), ge¢ mitozda kromatidlerin
ayrilmasi (Holm et al., 1989), G1 evresinde ¢dzulme (Musk, 1990), S evresi
suresince replikasyon (Koshl, 1996), G2 evresini takiben ¢ézulme ve gen
ekspesyonuna 0zgu bdlgelerin ¢ozulmesinde goérev alir (Gangloff et
al.,1999).

Okaryotik kromozomlarin kromatin ipliginin bolgesel iplikler halinde
organize oldugu ve bunlarin da kromozom yapilanmasini gergeklestiren bir
seri capraz bag proteini tarafindan birarada tutuldugu duistntlmektedir.
Metafaz kromozomlarinin yapisal butunligduni saglayan bu yapi iskelet
proteinleri SC1 ve SC2 adi verilen yuksek molekul agirlikl iki proteindir
(Lewis and Laemmli, 1982) . Bunlardan SC1 Topoizomeraz |l olarak

tanimlanmigtir. (Earnshaw et al., 1985; Gasser et al., 1986)

Scaffold-associated regions (SAR) adi verilen DNA elementleri AT den
zengin bolgelerdir (Paulson, 1977). Topoizomeraz Il bu bolgelere Ozellikle
baglanmaktadir. SAR bdlgeleri kromozom yogunlasmasi icin gereklidir
(Earnshaw et al., 1985) .

Topoizomeraz |, Topoizomeraz II'nin aksine hlcre dongusune bagli bir
enzim degildir. Hucre gelisiminin farkl evrelerinde degisiklige yol agmaz, bu
nedenle antineoplastik ilaglarin gelistiriimesinde Topoizomeraz II'den daha
fazla hedef olarak kullanilirlar (Shinha, 1995).
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Lésemi hastalarinin kan hicrelerinde  normale goére daha fazla
Topoizomeraz |l aktivitesi vardir. Ayrica Topoizomeraz | ve Topoizomeraz |l
aktiviteleri birgok tumor dokusuna kiyasla yumurtalik timor dokusunda daha

yuksektir (Dingemans , 1998) .

Topoizomeraz Il inhibitorleri kemoterapiden bagka uygulama alanlarina
da kaymaktadir. Nitekim viruslerin kodladigi en kuguk Topoizomeraz II'nin
bulunmasiyla (Oleg, 2000) Topoizomeraz |l aktivitelerinin alani okaryotik
virolojiye dogru genislemistir. Okaryotik Topoizomeraz Il sinifi enzimlerinin

genel dzellikleri bu en kuglk Uyenin karakterize edilmesiyle ortaya ¢gikmistir.

Topoizomeraz |l buatin 6karyotlarda varolan bir enzimdir (Holm et al.,
1985). Buna baglh  olarak, bitkilerde de Topoizomeraz Il enzimleri
biyokimyasal olarak karakterize edilmigtir (Carballo et al,. 1991; Kieber et al.,
1992; Moreno and Espina, 1995). Ayrica Topoizomeraz Il genleri bazi Pisum
ve Arabidopsis bitki turelerinden izole edilmis (Reddy et al., 1999; Xie and
Lam, 1994) ve bunlar hicrelerin ¢ogalabilmeleriyle (proliferasyon)

iligkilendirilmiglerdir.

1.4.2.1. Topoizomeraz Il enziminin siniflandirilmasi ve adlandiriimasi

Cesitli  kaynaklardan  saflastinlmig 2000 dolayinda enzim
bulunmaktadir. Bilinen enzim sayisi her gegen gun hizla arttigindan dolayi
Ozel isimlerin vyeterli olamayacagd: anlasiimistir.1956 yilinda kurulan
Uluslararasi Enzim Komisyonu (NC-IUBMB, International Union of
Biochemistry and Molecular Biology on the Nomenclature and Classification
of Enzyme-Catalysed Reactions) toplanarak her birisi ¢esitli gruplara sahip
enzim iglevlerini 6 ana grupta toplayan bu siniflama sistemini meydana
getirmigtir. Bdylece enzimlerin katalize ettikleri tepkimeyi tanimlayan, formal

ad ve bireysel siniflandirma numaralari verilmigtir.
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Topoizomerazlar bu siniflandirma da izomerazlar (Optik ve geometrik
izomerlerin birbirlerine dénisme reaksiyonlarini katalize eden enzimler)

grubuna girerler.

DNA Topoizomeraz |l enziminin adi ilk olarak Gellert (1981) tarafindan
yayinlanmisgtir. Ardindan 1984 tarihinde Uluslararasi Enzim Komisyonu

tarafindan EC 5, 99, 1, 3 sistematik adiyla kabul edilmistir.

Buradan EC  harfleri : Enzim komisyonunu ifade eder.
Numaralandirmada yer alan ilk say! (5) enzim sinifini (6 siniftan 5.si olan
izomerazlan), ikinci sayr (99) alt sinifini, Gglncd sayr (1) alici grubu-

akseptorl, dordincu sayi (3) enzime ait seri numarasini gosterir.

1.4.2.2. Topoizomeraz Il enziminin gesitleri

Maya ve Drosofila tek tip Topoizomeraz II'ye sahipken memeli
hicrelerinde iki ayri Topoizomeraz |l izoformu mevcuttur. Bunlar
Topoizomeraz lla ve Topoizomeraz |I’dir (Drake et al., 1987). Agirliklar
sirayla 170 kDa ve 180 kDa’dur (Chung et al., 1989) .

Hucre dongusu sirasinda Topoizomeraz lla ve Topoizomeraz I3 farkl
regule edilirler ve farkli fonksiyonlari oldugu dusunulmektedir (Austin and
Marsh, 1998). Topoizomeraz lla ‘nin seviyesi hicre déngusunun S ve G2
evrelerinde belirgin olarak artar, mitozdan sonra azalir (Heck et al., 1988;
Prosperi et al., 1994). Bu nedenle kromozom yogunlagsmasi ve birbirlerine
bagli kardes kromozomlarin ayrimi ig¢in gerekli oldugu, ayrica hucrenin
¢ogalmasinda 0zel bir isaretleyici oldugu kabul edilmektedir (Heck and
Earnshaw, 1986; Wang, 1996). Aksine, Topoizomeraz IIf’'nin seviyeleri ise
hicre donglsunde az dalgalanir ama bunlar da hicre dongusine

bagimhidirlar. Topoizomeraz |IB, antikarsinojen ilaglarin hedefi olmakla
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beraber (Errington, 1999) hicresel fonksiyonlari henuz tam anlamiyla
bilinmemektedir (Prosperi et al., 1994; Meyer et al., 1997) .

Tumor hucrelerinde Topoizomeraz lla ve Topoizomeraz I3 arasindaki
iliski incelendiginde, bu hucrelerin kontrolsiz ¢odalmalari ne kadar ¢ok ise
Topoizomeraz lla’nin seviyesinin de o kadar yuksek oldugu gorulmustar.
Kemoterapiden onceki ve sonraki oOrnekler kiyaslanmigs ve azalmis
Topoizomeraz lla seviyelerine rastlanmistir. Topoizomeraz I3 da ise bdyle

bir oranti belirlenmemistir (Dingemans, 1998; Perrin et al., 1998) .

Prokaryotlarda (E.colide) negatif super donumleri DNA'ya tanitan,
Topoizomeraz Il sinifindan bir enzim de DNA Giraz enzimidir, 1976’da
Gellert tarafindan bulunmustur. Bu enzim DNA’ya dakikada yaklasik 100
super donum tanitabilir. Giraz, baglandigi DNA bdlgesinde 6ncelikle pozitif
super donum yaparak negatif super donum olusumunu tesvik eder
(Cozzarelli, 1990). Bu islem icin ATP’nin hidroliziyle acida cikan enerjiyi
kullanir. ATP olmadigi zaman da sadece negatif siper donumleri agabilir. E.
coli’de DNA Giraz iki tip alt Gniteden olusan bir tetramerdir. Alt Unitelerden

herbiri antibiyotikler igin bir hedetftir.

1.4.3. Topoizomeraz Enzimlerinin inhibitorleri ve isleyis

Mekanizmasi

Topoizomerazlar ¢ok sayida ve klinik agidan yiksek degerde sitotoksik
ilaglar icin énemli bir hedef olarak kesfedilince, 1980’lerde alana tamamen
yeni bir boyut eklendi. Bu ilaglar en etkili, en kapsamli ve eldesi en kolay
olan kinolonlardan; timor tedavisinde yaygin olarak kullanilan antikarsinojen
ilaglarindan biri olan Etoposide kadar uzanmaktadir (Osheroff , 1998) (sekil
1.10.).
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Sekil 1.10. DNA Topoizomeraz Enzimlerinin inhibitérleri (Brutlag,

2000)

Kemoterapide kullanilan antitimor ilaglarinin buyuk bir kismi etkilerini

Topoizomeraz | veya Il enzimini inhibe ederek gosterirler (Markovits, 1987;

Bae, 1991; Lemoine et al., 1994). Topoizomeraz | inhibitorleri DNA sentezini

cabucak ama

tam olmayacak sekilde bloke ederler.

Bu ylzden

Topoizomeraz | inhibitdrleri cok sayida DNA kiriklarina yol agan tipik olarak

DNA’ya hasar veren ajanlardan degildir. CinkU hlcrede bir onarim cevabini

induklemez. Bu “enzim aracili DNA kiriklar1” inhibitor oldugu surece stabil bir

halde kalir,
Camptothecin (CAMP)

Del Bino, 1990; Poot, 1992; Pommier, 1998).

inhibitor cekildiginde ise kiriklar g¢abucak baglanmaktadir.

Topoizomeraz I'in inhibitéridir (Kaufmann, 1989;




30

Topoizomeraz Il inhibitérleri DNA ¢ift sarmalinda bazlar arasina enine
yerleserek, ¢apraz bag olusturmak suretiyle etkili olurlar. Bu tur inhibitorlerin
DNA (zerinde ki nukleotid sira secimi ile ilgili ok az sey bilinmektedir.
Ayrica Topoizomeraz Il inhibitdrleri “Topoizomeraz 1I-DNA komplekslerini”
stabilize hale getirerek de Topoizomeraz |l enzimini bloke edebilirler
(Hsiang, 1988; Markovits, 1989; Drake, 1991).

DNA Topoizomeraz Il inhibitdrleri insan lenfositleri ile muamele

edildiginde su etkiler gorulmustur :

1- Mitoza girigin inhibisyonu (interfazda kalma)
2
3

4- Kromozom ayrilmasi inhibisyonu (Zucker, 1991; Sumner, 1992 ).

Kromozom kirilma ve yeniden dizenlenmesi

Kromozom yogunlagsmasi inhibisyonu

Bunlarin yani sira kardes kromatid degisimi oraninda artisa ve yuksek
dozlarda hicre olumune (apoptozise) neden olur (Hsiang, 1988; Pommier
and Zwelling, 1983; Kaufmann, 1989; Downes, 1991; Nersessian, 1991) .

Topoizomeraz inhibitorleri duguk konsantrasyonlarda etkisini yalnizca
anafazda gosterir. Bolinme ve yarilma anormallikleri de gézlenebilmektedir.
Yuksek konsantrasyonlarda ise ¢ekirdek ve hucre higbir zaman bolunmeye
tesebbls etmez. Zaman zaman c¢ekirdekli ve c¢ekirdeksiz yavru hucreler

meydana gelebilir (Downes, 1991).

Topoizomeraz Il inhibitorleri  6zellikle kromozomlarin R-bandl
bolgelerini etkiler. Revers-ters bandlama, C-bandlamanin tersidir ve
okromatik bolgeler bandlanir. Bu bolgeler aktif genlerin bulundugu AT’ce

(Adenin ve Timin) zengin bolgelerdir. R bandli bdlgelerde Topoizomeraz
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I’nin  asin etkin olmasi bu bdlgede fazla transkripsiyonun olmasi ile

aciklanabilir (Maraschin, 1990) .

Rekombinasyonda rol alan Topoizomeraz Il inhibitorleri delesyonlara ve
translokasyonlara da neden olmaktadir (Bae, 1991).

Tablo 1’ de genel Topoizomeraz inhibitorleri sunulmustur.

Tablo 1.1. DNA Topoizomeraz Hedefli Antitimér ilag Siniflari ve Yaygin

Olarak Kullanilanlarin Adlari (Lemoine and Neoptolemos., 1994)

Hedef Ila¢ Smifi Yaygin Olarak
Kullamlanlar:
Topoizomeraz | Camptothecins Camptothecin
Topotecan
Topoizomeraz I Anthracyclines Doxorubicin
Daunorubicin
Ellipticines

Ellipticinium acetate

Anthracenediones Mitoxantrone
Bisantrene
Actinomycins Actinomycin D
Epipodophyllotoxins Etoposide (VP-16)

Teniposide
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Adriamycin (ADR), etopozid (VP-16), teniposide(VM-26) ,m-AMSA,

ellipticine Topoizomeraz Il inhibitorlerindendir.

Tam inhibitorler ciddi kromozom hasarina sebep olmaktadirlar. Bunlar
kromatid  kiriklari, DNA  dizini  sirasinin  degismesi, halkalar,
diplokromozomlar, anafaz ve metafazda ayrilmama gibi kromozom
hasarlaridir (Sumner, 1998). Genel olarak inhibitdrlerin meydana getirdigi

hasarli kromozom orani;

- Hucre dongusundeki Topoizomeraz enzim seviyelerindeki degismelere,
- Uygulanan inhibitorin yetenek ve miktarina,
- Zararin ¢esidine ve tamir olup olmamasina bagll olarak degisir
(Backer , 1990).

Topoizomeraz inhibitérlerini, 6zel hedef ve devamlilik mekanizmasina

gore “zehir etkiler”, “rakip etkiler’ ve “karma etkiler” olmak Uzere u¢ gruba

ayirabiliriz (tablo 1.2.).

Topoizomeraz zehirleri kovalent DNA Topoizomeraz reaksiyonu
aracilarini stabilize eden ilaglardir. Enzimin geri donusumund engeller ve
iplik gecit reaksiyonunu inhibe eder. ilacin stabilize ettigi kovalent bagli
kompleks sitotoksik bir lezyon olugturur. Topoizomeraz rakipleri
mekanizmayi sola dodru degistirme yetenegine sahip ilaclardir (tablo 1.2.).
Kovalent bagli DNA Topoizomeraz, reaksiyonun aracilarinin olusumunu
engeller ve iplik gegit reaksiyonunu (yarilabilir kompleksi) inhibe eder (Shin,
1990).

Kullanilan bazi antikarsinojenik ilaglarin etkileri her iki fonksiyonu da

(karma) gOsterebilir. Bazen Topoizomeraz isleyigini zehir olarak inhibe eder.
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Bazen de rakip olarak inhibitor etki gosterir. Bu etkinin DNA bdlgelerine

spesifik oldugu sanilmaktadir (Shin, 1990).

Tablo 1. 2. Topoizomeraz inhibitdrlerinin Etki Sekilleri (Shin, 1990).

TOPOIiZOMERAZ HEDEFLERI

TIiPI ——p KARMA —— p TIPII

RAKIP

Caffeine Proflavine
9-Aminiacredine
Elipticine

m-AMSA

Adriamycin

Actinomycin D

Camptothecin VP-16, VM-29
ZEHIR

Pekcok Topoizomeraz inhibitorleri hicre dongusune 6zglu oldugundan

doéngu duzenindeki bozukluklar, inhibitorler tarafindan meydana gelen DNA
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hasarini takiben hicre 6limu veya hicrenin ilag dayaniklihgr gdstermesi
seklinde sonugclanabilir. Hucrenin gostermis oldugu ilag dayaniklihigina karsi,
Topoizomeraz geninde meydana getirilecek bir mutasyonla degistiriimis
enzim aktivitesi yapilabilir. Bu nedenle, hucreler Topoizomeraz I
inhibitorlerine karsi asiri duyarli hale gelebilir.

Genelde Topoizomeraz IlI'ye hicre boélinmesi sirasinda ihtiyag
oldugundan, kontrolsizce bolinen kanser hucreleri normal bdlunen
hicrelere gore Topoizomeraz II'yi hedef alan ilaglara karsi daha

duyarlidirlar.

Temelde bu tip ilaclarin yaptigi sey normal enzimi DNA'ya hasar veren
bir ajana donusturmektir. Bu yuzden ne kadar ¢ok enzim varsa, ilag o kadar
etkili olur. Bu normal olmayan farmakolojik bir mekanizmadir. Genelde ilaglar
enzimleri belli oranda engeller, fakat Topoizomeraz hedefli ilaglar cogunlukla
enzimi zehire ¢evirmektedir (Liu, 1989; Chen and Liu, 1994; Burden et al.,
1996; Osheroff, 1998) (sekil 1.11.).

Topoizomeraz inhibitorleri DMSO (Dimetilsulfoksit) gibi dipolar ve ¢ok
guglu ¢dzuculerle birlikte kullanilabilmektedir. Boylece hicrenin ilaca karsi
gecirgenliginin artabilecegi ve bu sekilde DNA sentez inhibisyonunu
saglayan dozun etkinliginin de artabilecegi dustntlmuastir (Pommier and
Zwelling, 1983).
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1.5. ETOPOSID

Etoposid (VP-16), Berberidaceae genusundan Podophyllum peltatum
(Mayis Elmasi) bitkisinin yari sentetik  Grunu olup bir alkoloid olan
epipodofilotoksin ila¢  sinifindandir (Wozniak, 1983). Molekll formalu
Co9H32013 olup, ariltetralin yapisina sahip bir bilesiktir. Fakat butin
ariltetralinler 3,4,5 trimetoksifenil halkasi tasirken Etoposid 4-hidroksi-3,5-
dimetoksifenil halkasi tagimaktadir. (Olivia et al., 2002; Perez et al. , 1997)

Bu bilesigin jenerik adi Etoposid olmakla beraber VP-16 , EPEG,

demethyl-epipodophyllotoxin gibi isimler de kullaniimaktadir.

Yari sentetik bitkisel bir UGrin olan Etoposidin ticari degeri oldukc¢a
yuksektir. 1980’de Amerikan tlketicileri bitkisel kaynakl ilaclara 8 milyar
dolar dAdemislerdir (Manuel, 1985). Etoposid, 1985°de Avrupa Kanser
Arastirma ve Tedavi Organizasyonu (EORTC, European organization for

research and treatment of Cancer) tarafindan onaylanmigtir.

1.5.1. Calisma Mekanizmasi :

Topoizomeraz |l inhibitdrl olarak galisan kuguk bir ilag grubuna dahil
olan Etoposid Topoizomeraz II'nin islevini yine Topoizomeraz IlI'ye
baglanarak (noninterkalating) engeller. Topoizomeraz Il, hiicre boélinmesi
sirasinda DNA’nin meydana getirdigi super donumleri ¢ozmek i¢cin, DNA'da
gegici ¢ift zincir kiriklar yaparak DNA zincirlerinin birbiri icinden gegmesini

saglar. islemden sonra kiridi onarmak icin kesik uclari tekrar birlestirir. Bu
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noktada, Etoposid Topoizomeraz IlI'yi yapacag tamir adimini
tamamlamaktan alikoyar. Etoposid DNA -Topoizomeraz Il enzim
kompleksine nonintercalating baglanarak gecici kirilgan formun stabil-kalici
kirilmalara dénusmesini saglar. Boylece Etoposid Topoizomeraz II'yi DNA'ya
hasar veren ajana ¢evirmis olur. Yani bir anlamda Etoposid topoisomeraz

I'yi zehirler. (Lemoine and Neoptolemos, 1994; Osheroff , 1998)

Etoposid hlcre dongusinun evrelerine 6zgu olan kemoterapi ilacidir.
Hucre dongusinin ge¢ S ve G2 evresinde olan hicrelerde baskin aktivite
gosterir. Ozellikle etkisini Topoizomeraz II'yi inhibe edip DNA’ya verdigi
hasarla apoptosise neden olarak da gosterebilir. Apoptosisin induksiyon
mekanizmasi tam olarak agiklanabilmis degildir (Burden et al., 1996; Beck
et al., 2001).

Etoposid kemoterapotik ila¢ olarak kullaniminda doza bagh olarak
agiz, farinks ve mukoza bozukluklarina (stomatit ve Ulsere) neden
olmaktadir. Ayrica cilt Uzerinde kostik (yakici, daglayici) reaksiyonlar
olusturmakla beraber anafilaktik sok gibi alerjik reaksiyonlara sebep

olabilmektedir .

Ayrica Etoposid birgok organda yaptigi toksik etkiden dolayi
arastirmacilarin  dikkatini  gekmektedir. GUnUmize kadar yapilan
calismalarda Etoposidin karsinojen ve teratojen (gelisim bozukluguna neden

olan madde ) oldugu bilinmektedir.

Antikarsinojenlerin normal hucrelerdeki genotoksik etki derecelerini
arastirmada insanlar Uzerine c¢alismalar sinirh oldugundan, hayvanlar
uzerine ¢alismada bir yogunlagma s6z konusu olup, bitkilerde ise ¢ok azdir.
Ayrica, canli sistemleri Uzerine genotoksik ajanlarin sitogenetik etkilerinin
arastirmalari doku kulturinde de yapilabilmektedir. Fakat oldukg¢a pahali bir

yontemdir.
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Antikarsinojenleri  bitkilere uygulama c¢alismalari son yillarda
yayginlasmaya basladigindan, literatirde konuyla ilgili bilgiler azdir. Bu alan
doku kulturine kiyasla oldukga ucuzdur ve sterilizasyon gerektirmez. Her iki
alanda da sitogenetik etkiler arastirildigindan hicresel bazda paralel

sonugclar vermesi beklenir.

Allium cepa elde edilmesi kolay ve c¢ok iyi ¢cimlenmesinden dolayi
kimyasal mutajen test sistemlerinde, sitogenetik calismalarinda siklikla
kullanilmaktadir ve tipik bir bitki biyo-assay’i organizmasidir (Grant, 1994) .
Bitkisel materyal olarak Allium cepa sayica az, morfolojik olarak da blyuk
kromozomlara sahiptir. Butun bir yil boyunca koklenerek bolca mitotik hicre
elde edilebilmesinden dolay! birgok deneyde tercih nedeni oldugu gibi, bu
calismada da tercih edildi. Ayrica bazi antikarsinojen maddelerin  Allium
cepa meristematik dokularinda da anormal mitotik gelismelere sebep oldugu
bilinmektedir (Dayan et al., 1999; Dayan and Watson, 1999; Albian et al.,
2002).

Bitki meristematik dokularinda Topoizomeraz inhibitorid olarak
kullanilan ve karsinojenik olan Etoposid maddesinin, bir bitki biyo-assay
organizmasi olan Allium cepa Uzerinde denenmesi, etkilerinin memelilerdeki
calismalarla kiyaslanmasi, bu etkilerin benzer ve farkl ydnleri olup
olmadiginin gozlenmesi ve hangi doz gruplarinin etkili olabileceginin tesbiti
bu arastirmanin amacini olusturmaktadir. Topoizomeraz Il inhibitdrlerinden
biri olan Etoposid ile Allium cepa meristematik dokulari muamele edilerek
kok gelisim morfolojisi, 1siIk mikroskobunda mitoz anormallikleri ve mitotik
indeks incelendi. Etoposid’in farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi doz
gruplarindaki tohumlardan elde edilen olgumler, kontrol grubundan elde

edilenlerle karsilastirildi.
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2. KONU ILE ILGILIi CALISMALAR

Duncan et al. (1993) Topoizomeraz |l enziminin fonksiyonunu
anlamak igin Topoizomeraz Il mutanth hicreleri izole etmislerdir. Isiya
duyarli olan Topoizomeraz Il mutantlar elde edildiginde kromozom
yogunlagsmasi ve anafazda kromatid ayrimi mayalar tarafindan yapildigini
gOzlemislerdir. Geligsmis Okaryotlarda Topoizomeraz II'nin fonksiyonlarinda
belirgin bir kanita gidilememistir. Cunkl Topoizomeraz |l mutantlari hentz

izole edilememistir.

Okaryotlardaki Topoizomeraz II'nin fonksiyonunu anlamak igin (“DNA-
Topoizomeraz II” kompleksine baglanan ) Epipodophylltoxinler ; Etoposid
(VP-16) , tenipozit (VM-26) ve (DNA ‘ya gapraz baglanan) m-AMSA gibi
Topoizomeraz Il inhibitorleri kullaniimistir. Boylece memeli hicrelerinde G2
evresinde gecikme gdézlenmistir. Bu da, Topoizomeraz II'nin G2 evresinde
rol aldigini gostermektedir. Ayrica Topoizomeraz II'nin inhibe edilmesiyle,
memeli hucrelerinde, anafaz kromatid ayrimini DNA zincir kiriklarindan
bagimsiz 6nledigi  gdzlenmistir. Ozellikle Etoposidin  bazi  memeli
hicrelerindeki (HeLa ve PHK2) mitotik ayrimi engelledigi gdsterilmistir
(Downes, 1991). Bu veriler Topoizomeraz I'nin S evresinde 6Onemli
oldugunu belirtse bile mayadaki mutant Topoizomeraz II'nin bdyle bir ayrimi

engellemedigi ifade edilmistir (Duncan et al., 1993).

Hucre kaltirinde Topoizomeraz Il inhibitorleri ile yapilan ¢alismalarda;
CHO (Cin Hamster Yumurtasi ) hucreleri farkhi ortamlara alinip, farkl
inhibitorlerle 2 saat igleme tabii tutulmustur. Tum inhibitorlerin ciddi
kromozom hasarina sebep oldugu belirlenmigtir. Bu hasarlar; kromatid
kiriklar,  dizinin  sirasinin  degismesi, halkalar, diplokromozomlar,
kromozomlarda kutuplara cekilememe, multipolar kutuplasma, anafaz ve
metafazda ayrilmama gibi kromozom hasarlaridir. Calismalarda metafazl
hicrelerin %30’unun Etoposid ile, % 11’inin Mitoxantron ile ve % 4,7’sinin

Amsakrin ile durakladigi gézlenmistir. Ozellikle Topoizomeraz Il inhibitérleri,
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metafaz anafaz gecisinde kromozom ayrilmasini etkiledigi ortaya

koyulmustur (Sumner, 1998).

CHO hdacreleriyle yapilan galismalardan bazilari da ; DNA tamirinde
Topoizomerazlarin olasi rolu ile ilgilidir. Cortes (2002), arastirmalarinda
CHO mutantli EM9 ve CHO iyonize radyasyona duyarli AA8 hucrelerinin
senkronize kulturleri kullanilarak X-igini tedavisinden sonra DNA tamirinde
Topoizomerazlarin olasi rolund incelemistir. Calismalar sirasinda senkron
kaltarler tercih edilmigtir. ClUnkld asenkron kulturde proliferasyon orani ve
hicre dongu asamasina bagh olarak farkh Topoizomeraz aktiviteleri
bulunabilmekledir (Duguet, 1983). AA8 hlcrelerinde X-isini tedavisinden
sonra Topoizomeraz | ve Topoizomeraz Il aktivitelerinin arttigi, EM9

hicrelerinde ise bdyle bir cevap olusmadigi tesbit edilmistir.

Cortes ve Pastor (2002), EM9 ve AA8 hucreleriyle yaptiklari bagka bir
calismada Topoizomeraz Il inhibitérd olan ICRF-193’'U bu hilcre soylarina
uygulamiglardir. Sonu¢ olarak hem EM9, hem de AAS8 hicrelerinde tamir
hatasi sonucu kromozom ayrilmasi meydana gelmeden hucrelerin ikinci
replikasyona girmesiyle endoreduplikasyon gerceklestigini ve dort paralel

kromatid iceren diplokromozomlu hicreler gézlemlemislerdir.

Pommier (1998) Cin Hamsteri akciger fibroblast (DC3F) hucrelerini
Topoisomeraz inhibitérlerinden Camptothecin (CAMP), Etoposit (VP-16) ve
Amsakrin ile muamele ettigi c¢alismasinda, sonug¢ olarak kromozom
sayllarinda artis goérdigunu rapor etmistir. Bu sayisal anormalliklerin
kromozom segregasyonu sirasinda Topoizomeraz enzimlerinin inhibisyonu
nedeniyle meydana geldigi yorumu yapilmistir. Downes (1991) ise yaptigi
calismada topoisomerase |l inhibitérlerinin memeli hucrelerinde kromozom
segregasyonunu inhibe ettigini ve ylksek konsantrasyonlarda da anafazda

ayrilmalari onledigini rapor etmigtir.
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Katoh (1990) topoisomeraz Il inhibitérlerinden olan ve antibiyotikler
sinifina giren Adriamcyin’i fare invivo deneylerinde uyguladiginda, kromatid
tipi delesyon ve kardes kromatid degisimlerinin (SCE) meydana geldigini
rapor etmistir. Bu ¢alismayi destekleyen bir bagka ¢alisma da fare spermleri
Uzerine yapilmig ve delesyon gibi yapisal anormalliklere rastlanmigtir
(Meistrich, 1990).

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisiinde Baybek (1995) tarafindan 15
saglikli insanin invitro lenfosit kiiltiiriine 0,1 pg/ml ve 0,25 pg/ml Adriamcyin
uygulanmis olup, incelemeler sonucunda mitotik indekste kontrole nazaran belirgin bir
azalma, kromozom bantlamalarinda tiim doz gruplarinda kromozom aberasyonlar1 ve

kardes kromatid degisimi yoniinden anlamli sonuglar bulundugu bildirilmistir.

Okaryotlarda Topoizomeraz |l enzimleri (zerine pek cok calisma
olmasina ragmen simdiye kadar dkaryot organizmaya enfekte olan virise ait
Topoizomeraz tanimlanmamigtir. Oleg (2000) tarafindan viruslerin
replikasyonu sirasinda virUsler tarafindan kodlanmis ilk Topoizomeraz Il
karakterize edilmistir. Chlorella virGsui (PBCV-1) deniz yosununa
bulasmasiyla Topoizomeraz II'ye benzer 120 kDa agirliginda bir proteini
kodladigi bulunmustur. Tipik Topoizomeraz Il enzimleri, ATP’ye bagimh
olarak DNA molekullerinin yapisindaki ¢ozulmeleri gergeklegtirirler. Ayni
sekilde PBCV-1 virlsline ait Topoizomeraz Il enzimi de, kendi DNA’sIinin
¢ozulmelerini ATP bagimli olarak gergeklestirmektedirler. PBCV-1 virasunun
enzimi diger Okaryotik Topoizomeraz enzimlerinden daha kuguk olmasina
ragmen tipik Topoizomeraz II'lerin islevlerinin hepsini yapabilmektedir.
Kisaca bulunan bu rekombinant enzim, tanimlanmig en kuguk Topoizomeraz
[dir (Oleg , 2000).
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Dingemans (1998), tumor ve Topoizomeraz lla ve Topoizomeraz |If3
arasindaki iliskiyi incelendiginde, tUmaorllu hicrelerin kontrolsiiz godalmalari
ne kadar c¢ok ise Topoizomeraz lla’'nin seviyesinin de o kadar yuksek

oldugunu gdstermistir.

Kemoterapiden onceki ve sonraki ornekler bir ¢alismada kiyaslanmis

ve azalmig Topoizomeraz lla seviyelerine rastlanmigtir. Topoizomeraz I3 da

ise bdyle bir oranti belirlenmemistir (Perrin, 1998) .

Bagka bir calismada da (Errington, 1999), akut lenfoblastik I6semi
hicre siralarindaki Topoizomeraz |l ve inhibitér olarak kullanilan,
sitototoksik etkisi olan Doxorubicin ile Etoposid arasinda dogrudan bir
korelasyon gorulmustur. Fakat buna ragmen, Topoizomeraz lla ile boyle bir
korelasyon gosterilememistir. Sonug olarak Topoizomeraz Il inhibitorleri ile
Topoizomeraz II'nin a ve [ izoformlari arasinda ila¢ duyarhliklari henuz
anlasilamamigtir, neoplastik dokulardaki Topoizomeraz lla ve Topoizomeraz

[I3 seviyeleri timor tiplerine gore degisebilir.

Ozellikle prostat kanseri icin kullanilan Etoposidin testis ve akciger
karsinomalarinda, lenfositik olmayan l6semilerde, Hodgkin’s olmayan
lenfomalarda yararli oldugu rapor edilmigtir. Etoposid nadir olarak hastalarda
olumcul olan ikinci derecede kanser meydana getirmigtir. Losemili hastalarin
%5’'inde, Etoposidin ikinci I6semilere yol acgabilecek kromozomal hasarlara

neden oldugu tespit edilmistir (Manuel , 1985).

Beck et al. (2001) calismalarinda hicre dongusunu duzenleyici bir
protein olan Retinoblastoma (Rb) ile Topoizomeraz Il o’nin etkilesimi ve
sonuglari  Gzerine arastrma yapmiglardir. immunfloresan  yéntemi
kullanarak, Hela hucrelerinde yapilan bu deneyde Topoizomeraz lla
enziminin proteini yesil floresans protein (GFP) ile, Retinoblastoma ise

spesifik antikorlarla belirlenmistir. Boylece Topoizomeraz Il o ve
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Retinoblastoma yapilarinin  ndkleusa birlikte yerlestigi  gdsterilmistir.
Topoizomeraz Il a ve Retinoblastoma arasindaki etkilesimin hucresel
dagilimlarinin apoptosise neden olan Topoizomeraz Il inhibitdrleri tarafindan
degistirildigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak protein-protein etkilesimlerininde
hicre devri sinyallemelerinde onemli oldugu, dolayisiyla bu tur etkilegimler

inhibe edildiklerinde 6nemli antikarsinojen olusumlar bulunmustur.

Topoizomeraz inhibitorlerinin kemoterapi ilaglarindan baska uygulama

alanlari da vardir:

Etoposidin antikarsinojen olarak kullaniimasinin yanisira Pfeifer et al.
(1992) doku kultirinde Etoposidi HIV-1 virisune (AIDS’e neden olarak
bulunan ilk viris) uygulamisglardir. Boylece Etoposidin HIV-1'in potansiyel
inhibitord oldugunu bulmusglardir. Etoposidin HIV-1'e kargi inhibisyonu anti-
Topoizomeraz |l aktivitesinden farkh olup, ilacin direkt viris DNA’sina
baglandigini ifade etmiglerdir. Buna karsin diger Topoizomeraz |l

inhibitérlerinin HIV-1 DNA’sini inhibe etmediklerini fark etmiglerdir.

Mizushina et al. (2002) enzim inhibitoru olarak iki yeni Terpenoid ¢esidi
olan Fomitellik asit (FAs) ve Ursalik asit (UA)'in etkilerini arastirmiglardir.
Bunlardan FAs’iIn memeli DNA polimeraz enzim inhibitéri oldugu, UA’nin
ise insan Topoizomeraz | ve II'nin inhibitdrii oldugu bilinmektedir. ilging olan,
DNA polimeraz inhibitoranun (FAs) DNA Topoizomeraz | ve Il igin potansiyel
inhibitdr olmasi ve ayni zamanda DNA Topoizomeraz | ve Il inhibitdrinun de
(UA) DNA polimeraz igin inhibitér olmasidir. Calisma her iki enzim arasinda

bazi yapisal benzerlikler olabilecegini dugundirmektedir.

Topoizomeraz II'nin bakteriyel formunu hedef alan antibiyotikler
uzerine galismalarin yanisira Topoizomeraz II'nin insanlarda ve mikrobiyal
canlilarda bulunan formunu hedef alan antibiyotik, antifungal ve antiparazit

ajanlar da tasarlanmaya  baslanmigtir (Bedows, 1982; Russel and



44

Fenemore, 1986). Yapilan son c¢alismalar arasinda ise bir Topoizomeraz Il
engelleyicisi olan Etoposidin herbisit (yabanci ot 6ldiricu) aktivitesinin

denenmesi de mevcuttur (Roca et al., 1996; Olivia et al., 2002).

Bitkilerde yapilan bir galismada Fukata et al. (1991) Brassica oleracea
(karnabahar) yapraklarindan, kolon kromotografi yéntemi de kullanilarak
ATP-bagimsiz  DNA Topoizomeraz izole etmiglerdir. Karnabahar
Topoizomerazi ve Ispanak Topoizomerazinin negatif super doénumleri
oldugu gibi pozitif siper doénumleri de ¢6zdigu anlasiimigtir. Bu
Ozelliklerinden dolayir karnabahar kloroplastinda bulunan Topoizomeraz
enzimini bu arastiricilar Okaryotik DNA Topoizomeraz | sinifina dahil

etmiglerdir.

Carballo et al. (1991) yaptigi ¢alismada olgunlasmamis Zea mays
(misir) embriyolarinin ¢ekirdek ekstratlarini 2,4 diklorofenoksiasetikasit (2,4-
D) ve bir hormon olan Absisikasit (ABA) ile muamele etmislerdir. Boylece
2,4-D ve ABA'nin Topoizomeraz | ve Topoizomeraz |l Uzerine etkileri
arastirdiklarinda 2,4-D ile igleme sokulmus embriyolarda kontrol grubuna
gore Topoizomeraz Il aktivitesinin % 200 arttigini gézlemislerdir. Fakat ABA
ile muamele edilmis embriyolarda sadece eser miktarda Topoizomeraz Il
aktivitesinin varhigi tesbit edilmis ve ABA, Topoizomeraz | aktivitesinde ise

% 25 sapma rapor edilmistir.

Allium cepa meristematik hucrelerinin Topoizomeraz Il inhibitori olan
ICRF-193 ile muamele edilmesi anafazda kardes kromatidler arasinda
kopruler meydana gelmesiyle sonuglanmistir (Albian et al., 2002). Bu
nedenle kardes kromatidlerin ayrilmasi igin metafazdan anafaza geciste
yogunlagsma sonucu meydana gelen karigikhgin DNA Topoizomeraz I
tarafindan ¢dzulmesi gerektigini belirtmiglerdir. Nitekim metafazdan anafaza
gegiste dzel olarak uretilmis olan ¢ok ¢ekirdekli hicreler ICRF-193’e maruz

birakildiginda anafazda geri kalma goézlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu calismada arastirma materyali olarak secilen Allium cepa (2n=16)
tohumlar Kocaeli ili, Gebze ilgesinde faaliyet gosteren Tohum Sertifikasyon

MuaduarlGgi’'nden temin edildi.

3.2. Metod

Gokmen (1987)’in kullandigi Allium cepa’da kromozom gozlemleri ile
ilgili metod bu c¢alismaya uyarlandi. Sitolojik boya olarak Aseto-orsein
kullanildi.

Topoizomeraz inhibitoru olarak etoposid konsantrasyonlari hazirlandi.
Etoposidin 0,1ug/ml, 1pug/ml, 10pug/ml ve 100ug/ml konsantrasyonlari 1. 11. 111
ve IV. doz gruplan olarak belirlendi. Doz gruplarinin hazirlanmasinda
kullanilan, etoposid ¢ozucusu olan DMSO (Dimetilsulfoksit) ayri bir grup

olarak belirlendi.

3.2.1. Stok Etoposid Sollisyonunun Hazirlanmasi ve Cimlendirme

1. Bu c¢alismada kullanilan 4 farkh etoposid konsantrasyonunun
hazirlanma asamasinda oncelikle 16 mg. toz etopozid 400ul DMSO
(Dimetilsulfoksit) igcinde ¢ozuldia. Boylece A kabindaki stok

sollsyonun son konsantrasyonu 100ug/ml oldu (Sekil 3.1.).
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Stok soliisyon 100ug/ml 10ug/mi 1ug/ml 0,1ug/mi

Sekil 3.1. Doz gruplarinda kullanilan farkl etoposid konsantrasyon-

larinin hazirlanmasi

2. A kabindan 100 pl stok solusyon alinarak B kabina koyulup Uzerine

900ul distile su ilave edildi.

3. B kabindan 100 pl alinarak C kabina koyulup Gzerine 900 pl distile

su ilave edildi.

4. C kabindan 100 pl alinarak D kabina koyulup Gzerine 900 pl distile

su ilave edildi.

5. Her bir kabin iginden 100 pl solusyon alinarak 40ml. distile su ile

karigtirldi.

6. Son konsantrasyonlari; 0,1ug/ml, 1ug/ml, 10pg/ml ve 100ug/ml olan

bu karigsimlarla 4 adet petrinin icindeki pamuklar nemlendirildi.

7. Pamuklarin arasina, oda sicakliginda, isikli ortamda, 7 giin boyunca

distile suda ¢imlendirilen Allium cepa tohumlari aktarildi.



10.

47

Etoposid konsantrasyonlarinin uygulama suresi olarak Allium
cepa’nin bir hiicre dongusinun suresi (yaklasik 24 saat) esas alindi
(Matagne, 1968).

Kok wuclart 1-1,5cm. boyunda kesilerek o-monobromonaftalene
alindi. +4°C’de 16 saat isleme tabi tutuldu. Carnoy c¢ozeltisine

aktarilan kokler preparatlarin hazirlanmasi amaciyla kullanildi.

Etoposidin farkh konsantrasyonlarinin kok buyumesine etkisini
gbzlemek amaciyla, petride birakilan tohumlarin 6 gin daha

cimlenmesi saglandi. Kéklerin boylari élgtlerek grafik cizildi.

3. 2. 2. Dimetil Siilfoksit (DMSO) Kontrol Grubunun Hazirlanmasi ve
Cimlendirilmesi

Dipolar ve ¢ok gugclu bir ¢ézicu olan DMSO (Dimetilstlfoksit), bu
calismada etoposidin ¢ozucusu olarak kullanildi. Koklere verilen
DMSO’nun miktarinda etoposidin 100 pg/ml konsantrasyonunda

bulunan miktar baz alindi.

5. petriye 100 ul DMSO ve 40ml. distile su karisimi ilave edildi.

Distile suda 7 gun boyunca cimlendirilen 30 adet Allium cepa

tohumu 8. glin, 5. petriye alindi.

Allium cepa tohumlari DMSO ile 24 saat muamele edildi.

Kok uglari 1-1,5 cm. boyunda kesilerek a-monobromonaftalene
alindi. +4°C’de 16 saat isleme tabi tutuldu. Carnoy c¢ozeltisine

aktarilan kokler preparasyon igin kullanildi.
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DMSO’nun koék buyumesine etkisini gdzlemek amaciyla, petride
birakilan tohumlarin 6 gun daha c¢imlenmesi saglandi. Koklerin

boylari dlgulerek grafik gizildi.

3. Distile Su Kontrol Grubunun Hazirlanmasi ve Cimlendirilmesi

Distile su kontrol grubunu olusturmak amaciyla 6. petrideki, 7 gin
boyunca c¢imlenmis Allium cepa tohumlarina sadece distile su

verildi.

Petrideki tohumlarin 24 saat daha ¢imlenmesi saglandi

Kok wuclart 1-1,5cm. boyunda kesilerek o-monobromonaftalene
alindi. +4°C’de 16 saat isleme tabi tutuldu. Carnoy c¢ozeltisine

aktarilan kokler preparatlarin hazirlanmasi amaciyla kullanildi.

Distile su kontrol grubundaki kok buyumesini gbézlemek amaciyla,
petride kalan tohumlarin 6 gin daha ¢imlenmesi saglandi. Koklerin

boylari dlgulerek diger gruplarla karsilastirildi ve grafik gizildi.

3. 2. 4. Preparatlarin Hazirlanmasi

Tum gruplardaki, fiksasyon icin Carnoy ¢Ozeltisine aktarilan kokler
24 saat sonra her bir kok 3’er defa olmak uUzere %70 alkolden

gegcirildi.

Kokler boya ve preparasyon yapilana kadar depolamak amaciyla
%70’lik alkolde +4°C’de saklandi. Bu kok uglari mitotik indeks ve

mitozdaki anormalliklerin belirlenmesinde kullanildi.
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Boya olarak Aseto-orsein kullanildi. Bu boya, kromozomlari igerdigi

asetik asitle sigirerek gozlemi kolaylastirdigindan dolayi tercih edildi.

Kontrol ve deney gruplarindan alinan her bir kok ucu bir saat
caminin Uzerine koyuldu, materyalin Uzerini 6rtecek kadar (9 damla
boya+1 damla 1 N HCI) damlatildi. Saat cami kl¢lk alev Ustlinden
3-4 kez gegirildi. Boylece hafif isitma ile boyama hizlandirildi. Kok

uclarinin koyu menekse rengine donustugu gozlendi.

Preparatlarin yapilmasinda ezme preparat yontemi kullanildi. Kok
uclari saat camindan, albuminmayerlenmis lama alindi. Lam Gzerine
yine 1 damla aseto-orsein damlatildi ve 2-3 mm’lik kisim keskin bir

jiletle kuguk pargalara bolundu.

Pargalarin Gzeri lamelle kapatildi ve yanlardan tagan boyanin fazlasi

filtre kagidi ile alindi.

iki kat kurutma kagidi preparat (izerine yerlestirildi. Lameli
oynatmadan, Uzerine kursun kalemin kit tarafiyla vuruldu. Boylece
hdcrelerin  dagilip yassilagsmasi saglandi. Kromozomlarin ayni
dizleme gelmesini saglamak igin kurutma kagidini oynatmadan

lamel Uzerine bagparmakla birkag kere kuvvetlice bastirildi.

Preparatlarda ki hava kabarciklari boya damlatilarak giderildi.

Hazirlanan preparatlarin uzun émurli olmasi igin 1 gece buzlukta
tutuldu. Ardindan lam ve lameller jiletle ayrilip sirasiyla %30, %50,
%70, %90 , %99 alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra sirayla (1:2),
(1:1), (2:1) oranlarinda ki  ksilol:alkol serilerinden gegirilen
preparatlar saf ksilole alindi. Lam ve lameller Uzerine kanada

balsami damlatilarak kapatildi.
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Her bir doz grubu ve kontrol grubu icin hazirlanan preparatlar (x10,

x40 ve x100) blayuttme ile 1sik mikroskobunda incelendi.

Hucrelerin fotograflari Leica Arastirma Fotomikroskobunda ¢ekildi.

Istatistiksel analizler igin SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) for Windows 10.0 programi kullanildi. Calisma verileri
degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama,
Standart sapma, Frekans) yanisira nicel verilerin
kargilastiriimasinda Mann Whitney U test kullanildi. Nitel verilerin
karsilastirlimasinda ise Ki- Kare testi kullanildi. Sonugclarin

anlamhhigi p < 0,05 dizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Topoizomeraz |l inhibitoru olan Etoposidin 0,1ug/ml, 1pug/ml, 10ug/mi
ve 100pg/ml konsantrasyonlari sirasiyla I. 1. lll. ve IV. Doz gruplari olarak
belirlendi. Doz gruplarindaki ve DMSO grubundaki bulgular, kontrol

grubundaki bulgularla kiyaslandi.

41. Farkhh Etoposid Konsantrasyonlarinin Kok

Buyumesine Etkileri

Farkli Etoposid konsantrasyonlarinin her doz grubu igin yapmis
oldugu sitotoksik etkinin derecesini verebilecek parametrelerden biri de kok
buyumesidir. Bu sebeple mitotik indeks; Etoposidin tum doz gruplarinda,

DMSO kontrol ve distile su kontrol gruplarinda hesaplandi.

Distile su kontrol grubundaki koklerin uzunlugu ortalama 3,32 cm olarak
bulundu (Tablo 4. 1.). Bu oran % 100 kdk uzamasi olarak kabul edildi (Sekil
4.1.).

DMSO kontrol grubundaki koklerin uzunlugu ortalama 3,27 cm olarak
bulundu (Tablo 4.1.). Kontrole goére %98,49 kOk uzamasi ve %1,51

oraninda blyumede azalma tespit edildi.

0,1ug/ml Etoposid uygulanan |. Doz grubundaki koklerin uzunlugu
ortalama 3,00 cm olarak bulundu (Tablo 4.1.). Kontrole gore %90,36 kok

uzamasl ve %9,64 oraninda biylimede azalma meydana geldi. (Sekil 4.1.).

1ug/ml Etoposid uygulanan 1. Doz grubundaki koklerin uzunlugu
ortalama 2,9 cm olarak bulundu (Tablo 4.1.). Kontrole gore %87,34 kok

uzamasl ve %12,66 oraninda buyimede azalma meydana geldi (Sekil 4.1.)
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10ug/ml Etoposid uygulanan 1ll. Doz grubundaki koklerin uzunlugu

ortalama 2,4 cm olarak bulundu (Tablo 4.1.).

Kontrole gore %72,29 kok

uzamasl ve %27,71 oraninda buyimede azalma meydana geldi (Sekil 4.1.).

100ug/ml Etoposid uygulanan IV. Doz grubundaki koklerin uzunlugu

ortalama 0,38 cm olarak bulundu (Tablo 4.1.). Kontrole goére %11.44 kok

uzamasl ve %88,56 oraninda buyumede azalma meydana geldi (Sekil 4. 1.).

Tablo 4. 1. Farkl

Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmis Doz

Gruplarinin Buylime Oranlari

Uygulanan Dozlar Ortalama % Buyume |% Buyumede
(Hg/ml) Uzunluk Azalma
(cm.)
Kontrol ( Distile su) |3.32 100 _
Kontrol ( DMSO ) 3.27 98.49 1.51
I.Doz Grubu (0.1) 3 90.36 9.64
ll.Doz Grubu (1) 29 87.34 12.66
lll.Doz Grubu (10) 2.4 72.29 27.71
IV.Doz Grubu(100) 0.38 11.44 88.56




O KONTROL(DISTILE) O KONTROL(DMSO)

O1.poz
M /I1.DOoZ

B1.DoZ
BIV.DOZ
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Sekil 4. 1. Farkh Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmig Doz Gruplarinin

Blyume Oran Histogrami

Tablo 4. 2. Farkh Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmig Doz Gruplarinin

istatistiksel Karsilastiriimasi

Uygulanan Dozlar Mann Whitney U Test o]
(ng/ml)

Kontrol (Distile)- 22,00 0, 975

Kontrol (DMSO)
Kontrol - 1.Doz Grubu (0.1) 20,00 0,886
Kontrol - I1.Doz Grubu (1) 18,00 0,745
Kontrol - lll.Doz Grubu (10) 15,00 0,685
Kontrol -IV.Doz Grubu (100) 9,000 0,056
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Etoposidin Allium cepa Uzerinde sitotoksik etkisi oldugu, konsantrasyon
artigi ile bu etkinin de artmig oldugu belirlendi. Fakat istatistiksel olarak tablo
4. 2. de goruldugu gibi kontrol ve DMSO grubu arasinda anlamh bir farklilik
tespit edilemedi (p >0,05). Kontrol grubu ile I. Doz grubunun blyume
uzunluklarinin ortalamalari arasinda anlamli farkhlik saptanamadi (p >0,05).
Kontrol grubu ile Il. Doz grubu ve lll. Doz grubu arasinda da istatistiksel
olarak anlamli farklihk gozlenmedi (p >0,05). Sadece kontrol grubu ile IV.
Doz grubunun buylime uzunluklari arasinda anlamli farklilik tespit edildi. (p <
0,05).

4. 2. Farkli Etoposid Konsantrasyonlarinin Mitotik

indeks Uzerine Etkileri

Mitotik indeks Uzerine farkli Etoposid konsantrasyonlarinin etkisi
Tablo 4.3.de verilmekledir. Mitotik hicrelerin oranini belirlemek igin, bolunen
hicrelerin sayisi toplam hucrelerin sayisina oranlandi. Deney gruplari
arasinda karsilastirma yapabilmek amaciyla her gruptan 4000 htcre sayildi.
Kontrol distile su grubundaki 4000 hicrede 673 mitoz belirlendi. Kontrol
DMSO grubunda ise 629 mitoz tespit edildi. En disuk Etoposid
konsantrasyonunda (0,1ug/ml) 406, en yuksek Etoposid konsantrasyonunda
(100pg/ml) 16 mitoza rastlandi. Kontrol distile su grubuna gore en dusuk
mitotik indeks IV. doz grubunda olup % 0,4’dur. Kontrol distile su grubuna en
yakin deger, mitotik indeksi % 10,15 olan |. doz grubudur. Il. ve Ill. Doz
gruplarinda da konsantrasyon arttikga mitotik indeksin azaldidi tespit edildi.
Nitekim Il. Doz grubunda bdltinen hucreler 293 iken, Ill. Doz grubunda bu
sayinin 104’e dustigu belirlendi. Mitotik indeksleri de sirasiyla % 7,32 ve %
2,6 olarak bulundu. Sekil 4.2."de doz gruplarina ait mitotik indeks histogrami

sunulmaktadir.
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Tablo 4.3. Farkli Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmis Doz Gruplarinda

Mitotik indeks Degerleri.

Uygulanan Dozlar

Sayilan Hiicre

Boliinen Hiicre

Mitotik indeks

(1g/ml) Sayisi Sayisi (%)
Kontrol (Distile) 4000 673 16.82
Kontrol (DMSO) 4000 629 15.72
I.Doz Grubu (0.1) 4000 406 10.15
I.Doz Grubu (1) 4000 293 7.32

lll. Doz Grubu (10) |4000 104 2.6
IV.Doz Grubu (100) |4000 16 0.4

16,82

15,72

2,6

= ‘ ‘
= -
‘HHHHHHHHHHHH\
| 0,4

OKONTROL ODMSO O/.DOZ A/.DOZ A II.DOZ WIV.DOZ

Sekil 4. 2. Farkli Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmis Doz Gruplarinda

Mitotik indeks Histogrami.
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istatistiksel olarak Etoposid konsantrasyonu ile mitotik indeks
arasinda ters bir orantinin oldugu saptandi. Fakat mitotik indeks ve kok
uzamasi arasinda tam bir iligki tespit edilemedi. Tablo 4. 4. Kontrol grubu ile
DMSO grubu arasindaki bdlinen hicre sayisindaki dususun istatistiksel
olarak anlaml oldugunu gostermektedir ( p <0,01). Kontrol grubu ile |. Doz
grubu arasinda bolunen hucre sayisina gore ileri duzeyde anlaml oldugu
tespit edildi ( p <0,001). Il. Doz grubunda bdlinen hucre sayisinda ki dusus
istatistiksel olarak ileri dizeyde anlamli bulundu ( p <0,001). Ill. Doz
grubunda bdlunen hicre sayisi daha da azaldigindan anlamlihk dizeyinin
daha da yukseldigi goruldi ( p <0,0001). IV. Doz grubu en disik bdlinme
sayisina sahiptir ve kontrole gore en yuksek anlam duzeyinde farklilik
gosterdigi tespit edildi ( p <0,00001).

Tablo 4. 4. Farkli Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmig Doz Gruplarinin
Mitotik indeks Degerlerinin Distile Su Kontrol Grubu ile Istatistiksel

Kargilagtiriimasi.

Uygulanan Dozlar

(ng/ml) Ki — Kare Degeri p
Kontrol (Distile)-Kontrol (DMSO) 9,25 0,010
Kontrol - 1.Doz Grubu (0.1) 76,37 0,001
Kontrol - Il.Doz Grubu (1) 170,01 0,0001D
Kontrol - lll.Doz Grubu (10) 465,82 0,0000T
Kontrol- IV.Doz Grubu (100) 685,52 0,0000T

[IIl p<0,001 ileri dlizeyde anlamli
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4.3. Farkli Etoposid Konsantrasyonlarinin Kromozomlar Uzerine Etkisi ve Mitoz

Safhalarindaki Anormallik Oranlari

Doz Gruplan iginde blyumesini surdiren tohumlarin hacreleri
incelendiginde odalara ayrilmis nukleus, nukleussuz hicreler, nukleusta
morfolojik bozukluklar, iki nukleuslu hlicre, kromozomlarda yapisma ve
baglanti, mikronukleus, kromozomlarda ¢6zulme, anafazda kromozom
koprusu, multipolar metafaz ve anafaz , telofaz kromozomlarinda yapisma

anormallikleri belirlendi.

Tablo 4.5. Etoposidin farkli doz gruplarinin mitoz safhalarindaki anormallik
oranlarina etkisini gostermektedir. Kontrol distile su grubunun profaz evresinde
378 normal, 7 anormal safhada hicre belirlendi. Profaz evresine ait anormallik
orani %1.81°dir. Metafaz safhasinda normal 143 hicre gérulirken, 3 hicrede
anormallik tespit edildi. Metafaz safhasina ait anormallik orani % 2.05'tir.
Anafaz evresinde ise 67 normal, 5 anormal hiucre goruldu. Anafazda anormallik
orani % 6.94’tur. Telofazda anormallik belirlenmemis olup normal hlcrelerin

sayisi 60 olarak bulundu. Telofaz evresinde anormallik orani % O’dir.

Kontrol DMSO’nun Profaz evresinde 357 normal, 13 anormal hucre
belirlendi. Bu evredeki anormallik orani % 3.51 olarak hesaplandi. Metafaz
evresinde ise 140 normal safhada, 3 anormal safhada hticre sayildi. Metafazda
anormallik ylzdesi % 2.09 olarak tespit edildi. Anafaz evresinde bulunan 56
hiacre normal, 10 hlcre ise anormal safhada olup, anormallik orani % 15.15
bulundu. Telofaz evresinde 48 normal, 2 anormal safhada hicre goruldu. Bu

doz grubu icin telofaz evresindeki anormallik orani % 4 olarak tespit edildi.
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Tablo 4. 5. Farklh Konsantrasyonlarda Etoposid Uygulanmis Doz Gruplarinin
Farkli Mitoz Sahalarindaki Anormallik Oranlari (N: Normal, A: Anormal, % :

Anormallik Yuzdesi)

Gruplar Uygulanan Profaz Metafaz Anafaz Telofaz
Dozlar  'N""TA [% [N [A[% |N|A[% |N]|A[%
((ug/ml)

Kontrol _ 378 | 7 | 1.81 [143| 3 | 2.05 67| 5 | 694 60| _ |0

I.Doz 0.1 138 [ 116 | 45.66 | 52 |16 |23.52 |39 |18 |31.57 |25|2|7.40

I1.Doz 1 130 | 43 |24.85| 35 |19 |35.18 |26 |23 |46.93| 9 |5 |35.71

II1.Doz 10 41 | 10 [19.60 | 16 |14 |46.66 | 12| S [29.41 | 5 |1 |16.66

IV.Doz 100 5 2 |2857| 3 |1 25 | _|[3| 100 |2 |_ |0

4.3.1. |. Doz Grubunda Gortulen Anormallikler

0,1ug/ml  konsantrasyonda hazirlanan |. Doz grubunda bulunan
meristematik Allium cepa dokularinda ; metafaz kromozomunda ¢ozulme
(Sekil.4.3.), metafazda incelmis kromozom (Sekil.4.4.), metafaz
kromozomlarinda fragmentasyon ve olusum bozukluklarn (Sekil.4.5.),
nikleussuz hucreler (Sekil.4.6.), nikleusun odalara ayrilmasi (Sekil.4.7.),
c¢ift nukleuslu hiucre (Sekil.4.8.), anafazda geri kalma ve fragmentasyon
(Sekil.4.9.), telofazda kromozom koprusu (Sekil.4.10.) belirlendi. . Doz
grubunda gérulen en yaygin anormalligin nikleusu olmayan hucreler oldugu

tespit edildi.
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Etoposidin en duslk konsantrasyonu olan 0,1ug/ml’'de profaz evresinde
138 normal, 116 anormal hicre saptandi. Anormallik orani %45.66 olarak
hesaplandi. Metafaz evresinde normal hlcrelerin sayisi 52, anormal hicrelerin
sayisida 16 olarak tespit edildi. Metafazda anormallik orani 23.52°dir. Anafaz
evresinde 39 normal safhada , 18 anormal safhada hiicre bulunmus olup,
anormallik orani 31.57°dir. Telofaz evresinde ise normal hucre sayisi 25,
anormal hucre sayisi 2'dir. Telofazda anormallik orani % 7.40 olarak

hesaplandi.

. * #

Sekil.4.3. Etoposid’in 0,1ug/ml Konsantrasyonunda Metafaz Kromozomunda

Gozulme (x 100)
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Sekil.4.4. Etoposid'in 0,1pg/ml Konsantrasyonunda Metafaz ve Anafaz

Kromozomlarinda Coziulme. (x 40)

L W

. :

W,

e -

Etoposid’in 0,1ug/ml Konsantrasyonunda Metafaz

i -

Sekil.4.5.

Kromozomlarinda Fragmentasyon ve Olusum Bozukluklari (x 40)
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Sekil.4.6. Etoposid’in 0,1ug/ml Konsantrasyonunda Nukleusu Olmayan

Hucreler (x 10)

Konsantrasyonunda Nukleusun Odalara

1ug/mi

Sekil.4.7. Etoposid’'in 0,

Ayrilmasi (x 40)
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Sekil.4.9. Etoposid’in 0,1ug/ml Konsantrasyonunda Anafazda Geri Kalma

ve Fragmentasyon (x 40)
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Sekil.4.10. Etoposid’in 0,1ug/ml Konsantrasyonunda Telofaz Baglangicinda

Kromozom Koprusu (x 40)

4.3.2. ll. Doz Grubunda Goriilen Anormallikler

1ug/ml konsantrasyonda hazirlanan Il. Doz grubundaki Allium cepa
meristematik dokularinda; nukleussuz hucreler (Sekil.4.11.), mikronukleus
(Sekil.4.12.), telofazda fragmentasyon ($ekil.4.13.), multipolar anafazda
kopri olusumlari  (Sekil.4.14.), kromozom olugsumunda Kkusurlar ve
nukleusun odalara ayriimasi (Sekil.4.15.), metafaz kromozomlarinda
yapisma (Sekil.4.16.), cift nukleuslu hicre ve nukleusta sekil bozukluklari
(Sekil.4.17.) tespit edildi. 1l.Doz grubunda en sik, anafazda kromozom

kopruleri ve mikronukleus olugumlari gézlendi.

Il. Doz grubunda Etoposid konsantrasyonu 1ug/ml olup, profaz evresinde

130 normal, 43 anormal hicre tespit edildi. Profazda anormallik oran %
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24 .85'tir. Metafaz evresindeki normal safhanin goértldagu hucrelerin sayisi 35
iken anormal safhada gorulen hacrelerin sayisi 19'dur. Metafazda anormallik
orani % 35.18 olarak belirlendi. Anafaz evresi igin normal hiicreler 26, anormal
hicreler 23 olarak sayildi. Bu evredeki anormallik orani % 46.93’tur. Telofaz
evresinde 9 normal safhada, 5 anormal safhada hlicre sayildi. Telofaz evresine

ait anormallik orani % 35.71 olarak belirlendi.

Sekil.4.11. Etoposid’'in 1ug/ml Konsantrasyonunda Nukleussuz Hucreler (x
40)



Sekil.4.12. Etoposid’in 1ug/ml Konsantrasyonunda Mikronukleus (x 40)

Sekil.4.13. Etoposid’in Tug/ml Konsantrasyonunda Telofazda

Fragmentasyon (x 40)
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Sekil.4.14. Etoposid’in 1pg/ml Konsantrasyonunda Multipolar Anafazda
Kopra Olusumlari (x 40)

Sekil.4.15. Etoposid’in 1ug/ml Konsantrasyonunda Kromozom Olugumunda

Kusurlar ( Kalin Ok) ve Niikleusun Odalara Ayrilmasi (ince Ok) (x 40)



67

Sekil.4.16. Etoposid’in 1ug/ml Konsantrasyonunda Metafaz

Kromozomlarinda Yapisma (x 40)

2

Sekil.4.17. Etoposid'in 1ug/ml Konsantrasyonunda Cift NUkleuslu Hucre
(Kalin Ok) ve Niikleusta Sekil Bozukluklari (ince Ok) ( (x 40)
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4.3.3. lll. Doz Grubunda Goriilen Anormallikler

10pug/ml konsantrasyonunda hazirlanan 1. Doz grubunda bulunan
Allium cepa’nin meristematik dokularinda; metafaz kromozomlarinda
yapisma (Sekil.4.18.), anafazda asimetri (Sekil.4.19.), ¢ift nikleusu bulunan
hiacreler (Sekil.4.20.), c¢ok kutuplu uzamis metafaz kromozomlari
(Sekil.4.21.), anafazda geri kalma ve multipolar metafaz (Sekil.4.22.),
metafazda kromozom vyapismasi ve kisalmasi (Sekil.4.23.), anafazda
kromozom koprusu ve odalara ayrilimig ¢ok sayida hicre (Sekil.4.24.) tespit
edildi. Ill. Doz grubunda en ¢ok kromozomlarda yapisma anormalligi ve cift

nukleuslu hucreler goralda.

[ll. Doz grubunda (10pg/ml'de Etoposid konsantrasyonu) profaz evresi 41

normal, 10 anormal hucreye sahiptir. Bu evredeki anormallik orani % 19.60

olarak hesaplandi. Metafaz evresinde ise 16 normal safhada, 14 anormal

safhada hlcre sayildi. Metafazda anormallik yuzdesi % 46.66’dir. Anafaz

evresinde bulunan 12 hicre normal, 5 hucre ise anormal safhada olup,

anormallik orani % 29.41°dir. Telofaz evresinde 5 normal, 1 anormal safhada

hicre goruldd. Bu doz grubu igin telofaz evresindeki anormallik orani % 16.66

olarak tespit edildi.
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Sekil.4.18. Etoposid’in 1ug/mi Konsantrasyonunda Metafaz

Kromozomlarinda Yapisma (x 40)

Sekil.4.19. Etoposid’in 1pug/ml Konsantrasyonunda Anafazda Asimetri (x
40)
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Sekil.4.20. Etoposid’in 10pug/ml Konsantrasyonunda Cift NUkleusu Bulunan
Hucreler (x 40)

Sekil.4.21. Etoposid’'in 10pug/ml Konsantrasyonunda Cok Kutuplu Uzamis

Metafaz Kromozomlari (x 100)
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Sekil.4.22. Etoposid’in 10pug/ml Konsantrasyonunda Anafazda Geri Kalma
(Kalin Ok) ve Multipolar Metafaz (ince Ok) (x 40)

$ek|I.4.23. Etop03|d|n 10pg/ml Konsantrasyonunda Metafazda Kromozom

Yapigsmasi ve Kisalmasi (x 40)
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Sekil.4.24. Etoposid’'in 10pug/ml Konsantrasyonunda Anafazda Kromozom

Kdprisi ( Kalin Ok) ve Odalara Ayrilmis Cok Sayida Hiicre ( ince Ok) (x 40)

4.3.4. IV. Doz Grubunda Goriilen Anormallikler

100 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan IV. Doz grubunda incelenen
meristematik dokularda; metafaz kromozomlarinda yapisma ve kalinlagsma
kusurlari (Sekil.4.25.), kromozom koprusu ve nukleusun odalara ayriimasi
(Sekil.4.26.), metafazda bazi kromozomlarin ekvatora toplanamamasi ve
geri kalmasi (Sekil.4.27.), anafazda kopri olugsumu (Sekil.4.28.),
mikronukleus (Sekil.4.29.) belirlendi.

En ylksek konsantrasyon olarak 100ug/ml’'de Etoposid bulunduran IV.

doz grubunda 5 normal, 2 anormal safhada htlicre profaz evresinde goruldiu. Bu
evrede anormallik ylzdesi % 28.57 olarak saptandi. Metafazda ise, normal
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hicrelerin sayisi 3 iken anormal hucrelerin sayisi 1 olarak belirlendi. Metafazda
anormallik orani % 25 bulundu. Anafaz evresinde bu oran % 100’e c¢ikarken,
sadece 3 anormal hicre tespit edildi. Telofaz evresindeki normal hicrelerin

sayisi 2 olup, anormal hdcre bulunamadi.

Sekil.4.25. Etoposid’in 100ug/mi Konsantrasyonunda Metafaz

Kromozomlarinda Yapisma ve Kalinlagsma Kusurlari (x 100)
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Sekil.4.26. Etoposid'in 100ug/ml Konsantrasyonunda Kromozom Koprisu
(Kalin Ok) ve Niikleusun Odalara Ayrilmasi (ince Ok) (x 40)
- } -

Sekil.4.27. Etoposid’in  100pg/ml Konsantrasyonunda Metafazda Bazi

Kromozomlarin Ekvatora Toplanamamasi ve Geri Kalmasi (x 100)
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Sekil.4.28. Etoposid'in 100pug/ml Konsantrasyonunda Anafazda Kromozom
Koprusu (x 100)

Sekil.4.29. Etoposid’in 100pg/ml Konsantrasyonunda Mikrontkleus (x 100)
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5. TARTISMA

Allium cepa kok meristemleri, fiziksel ve kimyasal ajanlarin klastojenik
etkilerini arastirmada tercih edilen bitki materyalleri arasindadir. ilk olarak
1938 yilinda Levan tarafindan, kolsisinin etkisini incelemek igin kullaniimistir.
Allium cepa kok meristemleri test edilen kimyasallarin genig bir listesine
sahiptir. Saklanmasi, iglenmesi kolaydir, ucuzdur. Ayrica Allium cepa
meristematik hucreleri mutajenlere kargi duyarhdir. Makroskobik ve
mikroskobik etkiler kolaylikla g6zlemlenebilir. Kromozomlari buylk ve sayi
bakimindan az oldugu igin mikroskobik go6zlemlerde elverislilik saglar.
Makroskobik olarak ise, kOk blyumesinin engellenmesi onemli
parametrelerden biridir. Boylece toksik etkinin ve potansiyel mutajenin

mekanizmasiyla ilgili bilgi saglamaktadir (Ennever and Andreano, 1988) .

Bu calismada genellikle insan ve hayvan kulturlerinde antikarsinojenik
ila¢g olarak kullanilan Etoposid, Allium cepanin meristematik dokusuna
uygulandi. Etoposidin 4 farkli konsantrasyonu (0,1ug/ml, 1pg/ml, 10pg/ml ve
100ug/ml)  laboratuvar sartlarinda hazirlandi.  Memeli  hucrelerinde
Topoizomeraz Il inhibitord olan Etoposidin  Allium cepa tohumlarinda da
etkili olup olmadigi arastinildi, farkli kullanim alanlarinda canhlar igin tehdit

olusturup olusturamayacagi irdelendi.

Kontrol grubu ve Etoposid ile muamele edilen gruplarda mitotik
evreler bu calismada karsilastinldi. Kromatin profazda yavas yavas
yogunlasmaya basladigindan, yogunlasma  anormalliklerinin  fark
edilebilecegi metafaz ve anafaz hucreleri 6zellikle incelendi. Kontroldeki
Allium cepa kromozomlari kisa, sismis ve yogunlasmis iken Etoposidle islem
yaptigimiz hucrelerdeki nukleuslar daha az yogun, kromozomlarin ise daha
uzun ve daha ince oldugu goézlendi. Topoizomeraz inhibitorlerinin etkileri
hayvan hucrelerinde de kromozomlarin uzun ve nukleuslarin az yogdun

olmasi sekilde tanimlanmaktadir (Duncan et al., 1993).
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Bu calismada, Etoposid konsantrasyonu arttikga kOk buylUmesinin
azaldigi, oOzellikle 100ug/ml konsantrasyonda hemen hemen hi¢ kok
bldyumesinin olmadigi tespit edildi. Ayrica yine konsantrasyon arttik¢a,
adventif (yan) kok geligsiminin inhibe oldugu ve mitotik indeksin dustugu
belirlendi. Boylece Etoposidin Allium cepa meristematik hiicre gogalmasi ile
ters orantili olarak mitoz bdlinmeyi baskiladigi bulundu. Benzer sonuglar,
baska bir Topoizomeraz inhibitori olan ICRF-193 ile Xie and Lam (1994),
Reddy et al. (1999) tarafindan Pisum ve Arabidopsis bitkileri i¢in rapor
edilmistir. Bu galisma Etoposidin etkili bir sekilde bitki hicrelerinde de
Topoizomeraz II'yi  engelledigini  gdstermektedir. Topoizomeraz I
aktivitesinin yoklugu da mitoz bolinmenin hatali sonuglanmasina ya da

baskilanmasina neden olmaktadir.

Topoizomeraz |l inhibitorleri ile CHO, farede ve insan tumor hicreleri
calismalarinda yUksek dozlarda hicre o6lumine yol actigi, arastirmalarda
kullanilan dozlarda ise mitotik indekste azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. (Downes, 1991, Fry, 1991; Sequires, 1991; Bean, 1992). Bu

¢alismada da belirgin olarak mitozda azalma bulunmustur.

Mitozun engellenmesinin DNA sentezi esnasinda meydana gelebilecek
bir etki nedeniyle olabilecegi de belirtiimektedir (Mohandes and Grant,1972).
Hucre dongusunun baskilanmasiyla spesifik proteinler, uygulanan kimyasal
maddenin hedefi olmaktadir. Bundan dolayr DNA sentezi yada i§
olusumunda direkt etkili bircok enzimin baskilanmasi, antimitotik etki olarak
yorumlanmaktadir (Hidalgo et al., 1989). Ayrica enerji Uretim merkezinin
fonksiyonunun baskilanmasinin ve ATP seviyesinin dismesinin de mitotik
indekste dususe neden olabilecegi bildiriimektedir (Topaktas and
Renclizogullari, 1996) . Bu nedenle Etoposidin mitokondriyal DNA Uzerine
etkileri de Topoizomeraz c¢alismalarinin farkh bir boyutunu olusturabilecek
niteliktedir.



78

Downes (1991) yaptigi calismada Topoizomeraz inhibitorlerinin disuk
konsantrasyonlarda etkilerini sadece anafazda gosterdigini ve c¢ekirdeksiz
hacrelerin goralduguna rapor etmistir. Bu ¢alismada da 10ug/ml Etoposid
uyguladigimiz 1. Doz grubu hucrelerinin bazilarinda anafazda koépri ve
cekirdeksiz hucreler meydana geldigi gozlendi. |. Doz grubunda da

cekirdeksiz hicreler tespit edildi.

Topoizomeraz |l inhibitdrlerinden olan ICRF- 193, Allium cepa
meristematik hlcrelerine uygulandiginda, anafaz safhasinda kardes
kromatidler arasinda kopruler meydana geldigi bildirilmistir (Albian et al.,
2002). Bu galismada da dusuk Etoposid konsantrasyonlarinin bulundugu |.
ve |l. Doz gruplarinda yuksek miktarda anafaz koprileri meydana geldigi
géruldi. Bunun vyanisira kromozom yogunlasmasinin tam olarak
gerceklestigi ve anafazda kromatid ayriminin basariyla sonuglandigli az
miktarda hucrede tespit edildi. Benzer bir sonu¢ olarak, Duncan et al.
(1993), kromozom yogunlasmasi ve anafazda kromatid ayriminin yapildigi

Topoizomeraz Il mutantli maya hucrelerini rapor etmigtir.

Bu arastirmada goérulmastur ki, 100ug/ml Etoposid konsantrasyonunda
bazi hucreleri telofaz asamasina kadar gelebilmistir. Oysa ki bu sonug,
“Topoizomeraz I, kromozom ayrilmasi igin gereklidir’ diye Dbelirtilen
calismalara ters dusmektedir (Downes, 1991; Ishida, 1991; Zucker, 1991) .
Nitekim Sumner (1998) memelilerde yaptigi calismada benzer sonuglar
bulmustur. Sumner aciklamasinda; sadece metafazdan olusmus kultlrlere
inhibitor uygulandiginda dahi, hucrelerde diplo-kromozomlarin varhgini tespit
ettigini belitmektedir. Ayrica, bunlarin kiltirde az sayida arta kalan interfaz
hicrelerinden koken aldigr varsayilsa da “Topoizomeraz |1l kromozom
ayrilmasi igin gereklidir’ hipotezinin gdézden geciriimesi gerekliligini de ifade
etmektedir. Yapilan farkli galismalarda kromozomun anafaz ayriimasinda
cesitli kromozomal proteinlerle ilgili kanitlar da Sumner’i destekleyecek
sekilde artmaktadir (Ghosh and Paweletz, 1992; Bhat et al., 1996; Holloway
et al., 1997; Bickel and Wyman, 1997; Michaelis and Ciosk, 1997; Jérgensen
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et al., 1998). Bu nedenle Topoizomeraz II'nin kromozomun anafaz

ayrilmasinda da yeraldiginin dogrulanmasi énemlidir. (Sumner, 1998)

Topoizomeraz |l ile ilgili literatirde farkli bilgiler mevcuttur. Buna
ragmen, Topoizomeraz Il enziminin yapi ve fonksiyon iligkisinde katedilen
yol bulyuktir. GUnUmuUzde Topoizomerazlarla ilgili c¢alismalar henlz
aydinlanma asamasinda oldugundan dolay:i ileriye yonelik ¢aligmalar daha
net sonuglar verecektir. Nitekim, virusler tarafindan kodlanmig ilk
Topoizomeraz |l enzimi karakterize edilmistir. (Oleg, 2000) Bu nedenle,
ileriye yonelik bitki Topoizomeraz c¢alismalarinin bitkilerde timdre neden
olan virius Topoizomeraz Il inhibisyonu c¢aligmalarina kaymasi da

beklenmektedir.

Yuksek bitkilerde de farkli sebeplerden kaynaklanan tUmdorler meydana
gelmektedir. Ornek olarak virlslerin olusturdugu yara timérleri, genetiksel
timorler, kimyasal madde ya da isinlarin olusturdugu tumdrler sayilabilir.
Bitki ve hayvan timorlerinin genetiksel gelisiminde birtakim farklar olmasina
ragmen, ana mekanizma aynidir. Hayvan tumorlerinin bitki tUmorlerinden

farki metastasin olmayigidir (Bangi et al., 1979).

Ayrica, yapilan yeni calismalarda Topoizomeraz |l inhibitdrlerinin
herbisit olarak kullanimi da s6z konusudur (Roca et al., 1996). Nitekim, bazi
antikarsinojenik  ajanlarin  sodan kok uglarinda anormal mitotik
konfigurasyonlara neden oldugu da bilinmektedir (Grant, 1994). Bu amagla
yarl sentetik bir Urin olan Etoposidin herbisit aktivite c¢alismalari da

arastinimistir (Olivia et al., 2002) .

Allium cepa Uzerine yapilan bu ¢alismada, literatirde hayvan ve insan
hicre kilturlerinden elde edilen sonuglarin benzerligine dayanarak diyebiliriz
ki Etoposidin Allium cepa Uzerine yapmis oldugu hasarlar memelilerdeki
genotoksisiteyi de ayni yonde etkileyebilir. Etoposid gibi DNA

replikasyonunu etkileyen bilesikler memelilerde de mitoza girisi baskilar.
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Boyle bilesikleri herbisit olarak gelistirmek zararlidir. Nitekim, toksik
maddelerin bitkilerde birikmesi besin zinciri yoluyla diger canlilara da
gegmesi demektir. Etoposid bu yolla da memeliler de toksikolojik
problemlere neden olabilir. Hatta Etoposidin mutajenik ve karsinojenik
etkileri de bilindiginden dolay! herbisit olarak kullanimi zararl olabilecektir.

Kullanilan Etoposid konsantrasyonu burada dikkatle secilmelidir.
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6. SONUCLAR

Bu calismada Topoizomeraz Il inhibitori ve antikarsinojen bir madde
olan Etoposidin farkli konsantrasyonlari laboratuvar ortaminda hazirlanarak
Allium cepa tohumlarina gimlenmelerinden itibaren uygulandi. Meristematik
dokudan alinan materyale aseto- orsein uygulanarak ezme preparasyon
yontemi ile preparatlar hazirlandi. KOk uzunluklari, mitotik indeks ve
kromozom anormallikleri belirlendi. Bu farkl kriterler Mann Whitney U ve Ki-

Kare testleriyle istatistiksel olarak analiz edildi.

Arastirma sonuglari, Etoposid konsantrasyonlarinin artigi ile ters orantil
olarak kok uzamasinin azaldigini gostermistir. Fakat bu sonug, istatistiksel

olarak anlamli bulunmadi.

Bu calisma, butun okaryotlarda bulunan Topoizomeraz II'nin Allium
cepa hucrelerinde de Etoposid tarafindan inhibe edildigini ve gogalma
(proliferasyonla) ile iligkili oldugunu goOstermistir. Topoizomeraz I
aktivitesinin yoklugunun, mitoz bdlinmenin hatali sonuglanmasina yada

baskilanmasina neden oldugu anlasildi.

Etoposid konsantrasyonu ile mitotik indeks arasinda ters bir orantinin
oldugu, fakat mitotik indeks ve kok uzamasi arasinda tam bir iligki tespit

edilemedi.

Etoposidin farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi doz gruplarinda
birbiriyle ayni ve birbirinden farkli kromozom hasarlari da saptandi. |. Doz
grubunda, en fazla nikleusu olmayan hucreler goéruldi7; 11.Doz grubunda,
en fazla anafazda kromozom koéprtleri ve mikrontkleus olusumlari goézlendi.

lll. Doz grubunda ise en ¢ok kromozomlarda yapisma anormalligi goruldu.
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Yapilan bu g¢alisma, Etoposidin herbisit olarak kullaniminda ortaya
clkacak tehlikenin boyutunu gostermesi bakimindan da Onemlidir.
Kullanilacak dozlarin miktarlarina dikkat edilmedigi takdirde, Etoposidin bitki
dokularinda meydana getirdigi zararli etkilerin, hayvanlar ve insanlarda da

benzer sekilde ortaya ¢ikacagi agiktir.

Hucrelerin proliferasyonunda gorevli diger enzimlere gore Topoizomeraz
Il enzimi ile yapilan galismalar yeni bir alan teskil etmektedir. ileriye yonelik
olarak, kanser hucrelerinin enerji Uretimlerini baskilamak amaciyla yapilacak
calismalarda, bu tip hucrelerin mitokondriyal DNA’larina Topoizomeraz
inhibitorlerin  uygulanmasinin kanser tedavisinde daha belirgin sonuglar
vermesi beklenmektedir. Ayrica, viruslerin kodladigi Topoizomerazlar ve
bunlarin bitki tGmdrlerine etkileri, Topoizomeraz inhibitorlerinin herbisit ve
antibakteriyel kullanimida c¢alismalarinin farkh bir boyutunu olusturabilecek
niteliktedir.

Sonug¢ olarak, Topoizomeraz ailesinin Uyelerinin taninmasi, biyolojik
rollerinin netlik kazanmasi, detayli yapisal bilgilerinin olusturulmasi, daha
etkili antibakteriyal, antikanser hedeflerin Topoizomerazlar igin geligtiriimesi
ve inhibitorlerinin etkilerinin arastirilmasi bu alanda yeni ufuklarin agilmasina

ve ¢ift sarmal bakis acimiza derinlik kazandiracaktir.
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EKLER

1. a-monobromonaftalin Cozeltisinin Hazirlanmasi

250 ml. distile su icine 4-5 damla a-monobromonaftalen damlatildi,
¢6zllmenin gerceklesmedigi gorilene kadar (cozelti doyana kadar)

calkalandi. Karisim her defasinda taze olarak hazirlandi.

2.Aseto-Orsein Boyasinin Hazirlanmasi

45 ml. asetikasit balonjoje icinde ve isiticida yaklagik 2 saat
kaynatildi. Kaynamis olan asetikasit igine 2 gr. toz orsein eklenip eritildi.
Eriyik soguduktan sonra Uzerine 55 ml. distile su ilave edilip stzuldi. Oda

sicakliginda depo edildi.

3.Carnoy fiksatifinin Hazirlanmasi

3 birim %96 Alkol ve 1 birim % 45’lik asetik asit karistirildi ve

oda sicakhginda depo edildi.

4.Albumin-Mayer Hazirlanmasi

Gunluk bir yumurtanin aki akigkanlik kazandirabilmek igin cam
bagetle kuvvetlice karigtirildi. Ardindan 1 gece boyunca filtre kadidindan
suzildu. Suzdlen yumurta aki kadar gliserin (1 albumin : 1 gliserin) ile
karigtirildi.  Mantarlarin  Uremesini 6nlemek amaciyla karisima piring

bayuklugunde timol katildi. Buzdolabinda depo edildi.



