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COLCEMID’IN L-STRAIN HUCRE KULTURLERiNDE S
FAZINA ETKiSl 1 '
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OZET

Devamll bu‘ hiicre soyu olarak kullamlan L.-Strain hicre kiiltirlerinde 6 veya 24 saat colce-
mid uygulamasmdan sonra normal medyuma ahnarak, degigik zaman araliklarmda 3H-Thymidi-
ne ile elde edilen damgalanma indeksi degerleri kontrol grubu ile karstlagtirildifinda, her iki grup-
ta da damgalanma indeksi azals, ilerleyen sﬂrede 1s€ hiicrelerde prohferasyan gorulmesme rag-
men kontrol seviyesine doniig almamlqtlr

SUMMARY o . , ,
THE EFFECT OF COLCEMIDS ON S PHASE OF THE L-STRAIN CELL CULTURES

‘Colcemid was applied for 6 and 24 hours period to L-strain celis, a continuous. There after.
the cell were transfered into normal medium and at different time intervals the 3H-Thymidine
Labeling index values were compared with these of control ceil cultures. In both groups the La-
beling index decreased. Although cell proliferation took place with time, it could not reach control
levels. |

GIRiS

Iyi bilinen tipik etkisi, boliinen hiicrelerde ig ipliklerinin diizenin bo-
zulmasma neden olmak ve bunun sonucu olarak da hiicre béliinmesinin
metafazinda durdurulmas: olan Colchicine’in sakin hiicrelerde (Quiescent
cels), DNA sentezini uyardlgl msan fetal akcifer fibroblast kiiltirlerinde
gosterilmigtir (1).

Diger taraftan Colchlcmc ve deriveleriyle yapilan bir ¢caligmada Spurna
ve arkadaglar (2) bu maddelerin zamana ve kullanilan doza bagh olarak
DNA sentezi {izerinde reversibl inhibitdr bir etkiye sahip oldugunu bildiz-
miglerdir. Ancak, sdzl gegen ¢ahigmada ortamdan Colchicine veya derive-
len1 kaldinldiktan sonra, belirh zaman araliklarinda S Fazinda tayin edilen
hﬁcre yuzdesl venlmedigmden bizim calismamizda bir Colchicine derivesi

1 Bu cahsma Istanbul Umvemtesl Arastlrma Fonu'nca desteklenmigtir. Proje No: 25-25/

090134
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olan Colcemd (Gibco) kullanilarak, bu maddenin S Fazina etkisi hakkinda
bilgi edinilmek istenmistir.

MATERYAL VE METOD

(aligmamizda laboratuvarimizda devamh tretilen fare fibroblasti L-
Strain. devamli hiicre kdiltirlert kullandmstir. L-Strain hiicreleri 2 < 105
hiicre / ml olacak sekilde petri kutularinda lameller tizerine ekilmis ve hiic-
reler parker Medium 199 (M. 199), % 10 dana serumu, 100 pg/ ml strep-
tomisin, 100 1U / ml penisilin ve 20 pug/ ml gentamisi n igeren medyumda,
% 95 hava 9 5 CO2 (pH 7.2) de 48 saat birakiimislardir (3). Hiicrelere 48
saat sonra 0.06 mg/ ml Colcemid (Gibco) verilmis ve Colcemid igeren yu-
karida sozu edilen medyumda 6 veya 24 saat birakilmislardir. Bir grup hiicre
kontrol olarak Colcemid 1germeyen medyumda inkiibe edilmistir. 6 veya 24
saat colcemidit medyumda birakilan deney gruplari bu siirelerin sonunda
normal inkiibasyon medyumlarma ahnarak hiicre ekiminden itibaren 54,
72, 96, 120 ve 144’lincii saatlerde 20 dakika 1 uCi / mI3 H-Thymidine (TRA
120, Amersham, Ingiltere) ile aynt medyum igerisinde muameleden sonra
Carnoy sivisi 1le tesbit edilmisierdir. Tesbit edilen hiicrelerden standart tek-
nik 1le (4) Kodak AR-10 Stripping film kullamilarak otoradyogramlar ha-
zirlanmig ve otoradyogramlar giemsa yontemi ile boyanarak her deney gru-
bunda ortalama 1000 hiicrede damgalanma indeksi tayin edilmis, sayisal
degerler Studentin (t) testi tle (5) karstlastimimistir (P << 0,01).

BULGULAR

(aligmamizda elde edilen sonuglara gore 5 saat Colcemid muamele-
sinden sonra L-Strain hiticrelerinde 3H-Thymidine ile damgalanma indeksi
azalmakta 28,25+ 12,41 olmaktadir. Buna karsihk olan kontrol degerler: ise
44,93-F10,37 dir. Alt1 saat Colcemid uygulannus grupta damgalanma indek-
s1 72 saatlik inkiibasyon sonucu biraz yikselmekle beraber yine de kontrol
degerinin altindadir (Tablo 1). Colcemid ile 6 saat inkilibasyon sonucu nor-
mal medyuma alinarak inkiibe edilen L-Strain hiicrelerinde 96, 120 ve 144’
incli saatlerde de damgalanma indeksi kontrol degerlerine gére ¢ok azal-
mistir (Tablo 1). ' '

24 Saat Colcemid ile inkiibe edildikten sonra normal inkiibasyon med-
yumuna almarak 72, 96, 120 ve¢ 144°linci saatlerde elde edilen damgalanma
indeksi degerleri kontrol degerlerine gore ¢ok azalmistir (Tablo 1). Colcemid
1le 24 saat inkibasyondan sonra en ¢arpict azalma 144’{incii saatte goze garp-
makta damgalanma indeksi degeri 10,24 + 4,2 olarak bulunmaktadir (Tab-
lo 1).
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Tablo §. 6 veya 24 saa Colcemid muamelesinde birakiimig hiicrelerin degisik zamanlarda 3H-Thymidine
ile tayin edilen damgalanma indeski degerleri.

L

Inkubasyon siiresi (saat) 54 72 ] 96 120 144
Kontrol | | 44.93410.37%40.504+-12.93{43.36 411 .95 43.94£II.BBM.29::15.80
6 saat Colcemid muamelesi: |28.254-12.4) {44.12+18.12{24.294- 9.41{16.404- 8,53|16.394 8.50
24 saat Colcemid muamelesi: — 25.254+12.89(26.47 411 .45{11.51 + 5.73{10.24+ 4.2
* SD P--0.01
TARTISMA

Elde edilen bu sonuglar, Colcemid’in hiicre proliferasyonunda genel bir
duraklamadan sonra hiicrelerin yeniden proliferasyona (2) gectifine i1saret
cder gibi goriiniiyorsa da hiicre ekiminden itibaren gecen siire iginde, hiicre
yogunlugundaki artisin da damgalanma indeksinde bir duraksamaya neden
olabilecegi izlenimi vermektedir. Damgalanma indeksinde elde edilen ra-
kamlarin sadece 72°ci saatte ve 6 saatlik Colcemid muamelesinden sonra
yiiksek bulunmasinin yani sira rakamlarin daha sonra diismiis olmasi hitic-
re yogunluguna bagh etki konusundaki goriisu dogrular mahiyettedir.

Diger taraftan Colcemid muamelesinden sonraki ilerleyen siurede 144
uncii saatte dahil olmak iizere elde edilen damgalanma indeksinin sayisal
degerleri muhtemelen Jasny ve arkadaslarinin (2) isaret ettigt G,/ G, den S
Fazina gecen sakin (quescent) hiicrelere aittir. Buna gore ¢alismamizda elde
ettifimiz sonu¢ L-Strain hiicrelermnin colchicine ve derivelerin DNA sente-
zine giren sakin (quescent) hiicrelerin veya baska deyisle G,/ G, hiicrelerinin
arastiriimasinda uygun bir obje olduklan seklindedir.
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