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Kardeg kromatid degisimi (SCE), kromozomlarda Szdes segmentle-
rin simetrik degisimi olup genelde mutajenlerin etkisini gézlemek
gma01yla uygulanan bir ydntemdir.

Bu ¢aligmamizda SCE yontemi kurularak daha sonra bu konudaki
arastirmalara temel olusturmasi igin spontan SCE/hiicre degeri ile,

yasin bu orana etkisi saptanmistir.

ABSTRACT
Sister chromatid exchange (SCE), which is the symmetrical
exchange of identical segments of chromosomes, is generally used to
observe the mutagenic effects.
In our study, we established and developed the SCE method in
our laboratory; in order to improve the background of our further
studies about this subject, we determined the spontaneous SCE/cell

values and also the effect of age on this number.



GIRIS

Kardes kromatid degigimi (SCE), kardes kromatidler arasinda
dzdes segmentlerin simetrik degisimidir (5,29,48). Bu olay kromozom
morfolojisinin timiiyle degismesi demek degildir. Fiziksel yada
kimyasal etkenlerin DNA’da olusturdugu hasarlarin ¢ogu replikasyon
sirasinda onarilir. Fakat bazen onarim hatalari godzlenebilir. Bu
durumda kromozom aberasyonlari ve SCE ’'ler olusabilir yada sayica
artabilir (1,29).

Mutajen ve karsinojenierin gerek in vivo gerekse in vitro
ortamda DNA da olusturacagil harabiyetin analizinde kullanilabilen
en yaygin metod SCE’dir (19,29,48). SCE analiz y6nteminde, tek bir
kromozomun iki ayri kromatidi farkli boyandigindan DNA’daki
bozuklugun boyutunu daha kesin bir gsekilde inceleme olanagi verir
(19).

.Memeli kromozomlarinin farkli bdlgeleri farkli hizda replike
. oldugu otoradyografi yontemi ile yillardir bilinmektedir. SCE
kéﬂusunda ilk c¢aligsan arastirica 1958'de Taylor olmustur
(19,27,35,36). Taylor3H timidin varliginda otoradyografi yontemini
kullanarak ilk kez SCE'i gbésterdi. Daha sonra, arastiricilar 5-
Bromodeoksi tiridin’li (BrdU) ortamda kromozomlardaki replikasyon
rezoliisyonunun daha da arttigini gosterdiler (19,35,36,48). BrdU,
DNA'da timin bazinin bir analogu olup DNA’ya Adenin-Timin baz ¢ifti
dliizeyinde baglanair.

Kromozom boyunca gézlenen resiprokal degigsimler, DNA bozuklu-
gunu gosteren duyarla bir ol¢iittir (19). Ozellikle, zincirler
ar951nda‘kar$111kll birlesme yapan kimyasal ajanlarain verilmesi ile
olusan SCE sikliga ile DNA'nin bunu tamiri arasindaki iliski bu
yégkemle gosterilmigtir, SCE analizi DNA bozuklugunu ve onarim
islevlerini kromozomal seviyesinde gésterebilen bir testtir
(19,46).,



Viicuttaki total DNA’nin %1’inden daha é21nda clusacak bir
kgylp bile SCE analizi ile kolayca gosterilebilir (19).

Doga gegitli kimyasal maddeler, tarim ilaglari insektisitler,
niikleer denemelerin etkisi ile giin gectikc¢e daha da kirlenmektedir.
zellikle tarim ilaglarinin yaygin kullanildiga Cukurova Bélgesinde
bu maddelgrin insanlarin DNA’'sinda oclusturacagi hasari gdzlemek
igin SCE kullanilabilir bir ydntemdir. Meslek hastaliklarinda ve
DNA onarim defekti olan hastalarda DNA defektinin saptanmasinda da
SCE kullanilabilir.

Bu c¢alismadaki amacimiz laboratuvarimizda SCE yonteminin
kurulmasi ve bu konuda daha sonra'yapllacak calismalara temel
‘olugsturmasi i¢in normalde go&zlenen SCE oraninin saptanmasidir.
Ayrica yasa bagli olarak bu oranda ne tiir bir degisim gdzlendigi ve
caligsma kosullarindan ne oOlgiide etkilendigi de ,arastirilmaya

calisilda.



ONCEKT GALISMALAR

1. TARIHCE

Kardes kromatid degisimi (SCE) alaninda ilk calisan arastir-
macl Taylor olmustur. Taylor 1958 vilinda otoradyografi yontemini
kullanarak 3H— timidin varliginda memeli kromozomlarinin farkl:
bélgelerinin farkla hizda replike oldugunu gostermigtir
(27,35,36,45).

Taylor'dan sonra ki arastiricilar (Zakharov ve Egoline (1973),
Latt (1973), Ikushima ve Wolff (1974), Perry (1974), Korenberg ve
arkadaslar:i (1974)) farkli replikasyon rezolilisyonunu daha da
artirmaya caligtilar (13). Cin hamster hiicre kiiltiiriine de
2. replikasyon déneminde 5~Bromo deoksiiiriidin (5-BrdU) ilave eden
Zakharov ve Egoline (1973) elde ettikleri preparatlari giemza ile
boyayarak iki kardes kromatidinin farkl:i boyandigini gosterdiler
(48). Replikasyon sirasinda timin yerine BrdU girdiginde, o
kromatid parlak boyanirken digeri (kardes kromatidi) daha koyu

"boyanmaktadir. Kardes kromatidler arasindaki rezoliisyon Tarkinin,
BrdU kullanildiginda otoradyografi yontemiyle elde edilenden daha
fazla oldugu gdzlenmistir. (35,36,48).

SCE alaninda c¢aligsan diger bir aragstirici olan Latt (1973)
insan hilicreleri ile ¢alisip hazirladigi preparatlari bir floresan
boya olan bisbenzimidazol (Hoechst 33258) kullanarak boyamis ve
preparatlarda SCE’lerdeki rezoliisyonun daha da arttigini gdstererek
insan kromozomlara igin floresan teknigini tanimlamistir
(6,8,26,48). Bu boya deoksi adenin-deoksi timin (dA-dT) baz ¢iftine
baglandiginda siddetli floresan verirken, dA~-BrdU ¢iftine baglandi-
élnda boyanin floresani zayiflamaktaydi. Hoechst 33258 ile

?boyanmayl takiben BrdU varliginda olusan iki replikasyon doneminden
sonra {inifilarin yerini alan kromatidler bifilarli olanlardan daha

parlakti (48). Bu yontemin dezavantajinin elde edilen SCE’lerdeki
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floresan igimalarinin ¢gabuk sénmesi oldugunu diigiinmiislerdir. Farkli
igsaretlenen kromatidlerin giemza ile boyanmasiyla kalici preparat-
lar elde edildi (6).

Ikushima ve Wolf (1974) Cin hamster hiicreleri ile yaptiklarai
caligmada timidin analogu olan BrdU yerine iyododeoksi {iridin
kullanarak akridin orange ve diger bir floresan boya olan 4-6
diamidin-2-fenilin ile boyayarak {floresan-puls-giemza (FPG)
teknigini gelistirdiler (28,35,36,48). Korenberg ve arkadaslari:
(1974), ylksek 1s1da tuzlarla muamele ettikleri perparatlar: tekrar
giemza ile boyayarak yine SCE elde etmiglerdir (6).

BrdU’i DNA heliksinin her iki zincirine dahil eden kromatid
.donuk floresan verirken giemza ile zayif boyanmis, oysa BrdU'i
sadece bir zincire dahil eden kromatid parlak floresan verirken
giémza ile koyu boyanmigtir (8).

Latt, iki kromatid arasindaki farkin DNA’nin 1. yada 2.
zincirine dahil olan BrdU floresaninin farkli sdénmesinden kaynak-
landigini one siirmiigtiir (19). Ancak Ikushima ve Wolf, BrdU igeren
kromatidlere protein baglanmasindaki farkliliklarin giemza ile
farkli boyanmanin nedeni oldugunu ifade etmislerdir (48).

’ Isik, B-merkaptoetanol ve ditiothneidol gibi kimyasal ajanlar
proteindeki disiilfit baglarini kopartabildigi, giemza ile boyanma-
aAn once, bu kimyasallarla hﬁcrelerih inklibasyonunun kardes
kromatidlerin farkla: boyanmasina yol agtigi ileri sirilmistir
(36,48).

2. DNA ve KROMOZOMLARIN OLUSUMU

2.1. Gen.

Bir kusaktan digerine aktarilan kalitsal bilgilere gen denir.
Fonksiyonel olarak gen, 6zgiil bir polipeptid zincirinin amino asit
sirasini belirleyen niikleotidler digzisidir. Genler DNA sarmal:
boyunca siralanmigtir. DNA, protein matriksle birleserek nitkkleopro-
t%in big¢imini alir. Hiicre cekirdeginde kendine 06zgii bir boyama

sekli kazanan bu yapilara kromozom denir (3,4,14,40,42).



2.2. DNA'nin Kromozomlari Olusturmasi.

. Dinlenme evresinde hilicre ¢ekirdeginde bulunan genetik maddeye
kromatin denir. Kromatin yada kromozomlarin kimyasal analizleri
vapildiginda DNA, protein ve az bir miktarda RNA'dan olustugu
gézlenir. Kromatin yapisinda bulunan bu proteinler iki bliyiik grupda
toplanirlar (2,4,40).

1. Histon tipi proteinler (bazik proteinlern)

2. Histon olmayan kromozomal proteinler {asidik)

Yiksek yapili okaryot organizmalarda ne kadar DNA varsa o
kadarda histon tipi protein vardair, Histonlar &5 grubu ayvrilar: HIT,
HZa, H2b, H3, H4. Yiksek yapili bitki ve hayvanlarda genelde dordi
bulunurken spermiumda 5 histon grubu yerine bazik bir prolein olan
protaminler yer alair.

Histon tipi proteinler DNA molekiilii ile G6zel bigimde birlese-—
rek niikleozomlari olusturur. Boncuk benzeri bu yapilar kromatinin
alt birimleridir. Elektron mikroskobu g¢alismalariyla, Lkromalinin
birbirine ince ipliklerle baglanmis dlizgiin kenarli bir dizi boncuk
seklindeki alt birimlerden o6lustugu gozlenir.

Niikleozomlar, histon molekiiliinlin c¢evresini yaklasik 140
niikleotid iceren DNA c¢ift sarmalinin g¢gevirmesiyle olusmakladir.
Niikkleozomlari birbirine baglayan iplikler ya da baglayicilar, hiicre
ﬁipine gore 15-100 niikleotid ¢ifti wuzunlugundadir. Baglayica
kesimler, niikleozomlari birbirinden koparan nikleaz enzimlerinin
etkisi altindadir (2).

insan kromozomlarinin her birisi bir DNA ¢ifl sarmalindan
olusur. Ancak DNA molekillit asira dizeyde kangallasarak metrelere
varan uzunluk mikronlara kadar iner. Bu kiiciilme yada kangallasua
olgusu birden bire olmamaktadair; 4'evreyi kapsar. ilk evrede DNA
molekiili c¢ift sarmal durumunu alir yada kendini kati kadar
artirir. Ikinci evrede histon boncuklarinin g¢eviesi DNA ¢iflt
sarmaliyla sarilir. Bir niikleozom olusur. Uclincli evrede birbirvi ile
birlesip tesbihe benzer bir olusum yapar. DNA molekiilliniin bu tiir
kangallasmasina bobin modeli denir. 4. evrede ise ilmikler olusarak
kromozomlar ortaya c¢ikar (2,3).

Niikleozomlar ile genlerin fenotipik etkisi olan protein



sentezinin yapilmasi ve diizenlenmesi arasinda iliski gézlenemedi.
Kromozomlarda aktif ve inaktif olan kesimlerdeki nilikleozomlarain
vapilari birbirinden degisiktir. Nikleozomlarin ince vapisindaki
farkliligin molekiiler temelinde giz vardir (2).

Sonu¢ olarak dkaryotlara iliskin her kromozom dev bir DNA
molekiiliitnden o©olusur. Hiicrenin interfaz dénemindeki kromatini,
tesbih benzeri bir yapi goriinimiindedir. Caplarir 10 nm olan bu
niikleozomlarin her biri, histon molekiillerinin vaptig:r bir okto-
merin c¢evresini yaklasik 140 baz ¢ifti igeren DNA molekiiliiniin
cevirmesiyle olusmustur. Mitoz yada mayozdaki kromabtin materyali
kalinlasip kangallagarak 25 nm c¢apinda ipliklere ddniigiir. Metafaz
evresinde ise, kangallasarak katlanmis olan bu 25 nm ¢apli iplikler
histon olmayan kromozomal proteinlerle birlikte kromozomu olustur-

maktadir. Bu olayin nasil oldugu acikliga kavugsmamistir (2).

2.2.1. Kromozomlarin Siniflandirilmasi.

Metafaz kromozomlari :

Metafaz plaginda goriilen kromozomlar sikica paketlenmis DNA ve
proteinden olugmaktadir. Punlar birbirinin ayni olan iki kardes
kromatidden meydana gelmis olup bu kardesler anafazda
birbirlerinden ayrilir ve bagimsiz kardes c¢ekirdeklere giderler.
Dolayisi ile bunlar bir ¢ift c¢ubuk gdriiniimiinde olup bu cubuklar en
az bir noktadan (primer konstraksiyon) birbirlerine baglidirlar. Bu
baglanma noktasi kromozomun ig iplikciklerine baglanma bdlgesi olan
sentromerin pozisyonunu belirler., Sentromer kromozomu bir kisa ve
bir de uzun kola ayirmakta olup kollarin serbest uc¢larina telomer
adar verilir. Sentromerin merkezde yer aldigi kromozomlara
metasentrik kromozomlar denir. Sentromer kromozomun en ucunda yer
almis ise buna telosentrik kromozom denir. insan hiicrelerinde
normalde telosentrik kromozom bulunmaz. Sentromerin g¢ok kisa bir
kol kalacak sekilde uca yakin oldugu kromozomlara akrosentrik
kromozomlar denir. Normal insan hiicrelerinde iki grup akrosentrik
kromozom vardir. Bunlarin kisa kollarinda genelde satellit bulunur.
Satellit kiiciik bir kromatin kiitlesi olup kromatidin geri kalan

parcasina antene c¢ok benzeyen ince bir sapla baglanmigtir. Bu
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tiplerin disinda kalan diger biitiin kromozomlar submetasentrik
kromozom adini alir (Sekil 1) (4,17,36,38).

a) Metafazda

S < =<

Metasentrik Submetasentrik Akrosentrik
kromozomlar kromozomlar kromozomlar

b) Anafazda

N ~ v

v-Sekli J-Sekli I-gekli

-

Sekil 1. Sentromerin yerine gére kromozom gekilleri.

2.2.2, Temel Siniflama.
insan kromozomlarinin klasik siniflandirilmasi 1960’larin
baginda yapildi. Bu siniflandirma 1978’de International System for
Human Cytogenetic Nomenclature de &zetlendi (20,38).
insan kromozomlari bant olusturmayan herhangi bir yontemle
boyandiginda boylari ve sentromerin pozisyonuna goére 7 gruba

ayrilir.

N A Grubu.
"(1-3) Kromozomlar birbirinden boylari ve sentromer pozisyonlar:
ilé;aylrd edilen biiyiik metasentrik (No 1 ve 3) ve submetasentrik

(No 2) kromozomlardir.



B Grubu.
_(4—5) Kromozomlar birbirlerinden ayird edilmeleri =zor olan

submetasentrik bliylik kromozomlardir.

C Grubu.
(6-12) Kromozomlar orta boyda submetasentrik kromozomlardir. X
kromozomu bu grupta yer alan kromozomlarin uzun tiplerine benzer.

Bantlama olmaksizin bu grubun identifikasyonu zordur.

D Grubu.
(13-15) Kromozomlar orta boyda akrosentrik bir kromozom olup

satellitlere sahiptir.

E Grubu.
(16-18) Kromozomlar nisbeten kisa metasentrik (No:16) veya

submetasentrik (No:17, 18) kromozomlardair.

F Grubu.

(19-20) Kromozomlar kisa metasentrik kromozomlardir.

G Grubu.
(21-22-Y) Kisa akrosentrik kromozomlar olup satellitleri

vardir. Y kromozomu bu gruba benzersede satelliti bulunmaz.

2.2.3, Bantlama Yontemleri.

Kromozomlar:y daha iyi identifiye edebilmek amaci ile
geligtirilen bantlama yontemleri sayesinde kromozomlarda grup ici
dagilim, insersiyon, translokasyon, transversiyon v.s. gibi
bozukluklar daha kolay tanimlanabilir olmustur. "Bant degisik
yontemler ile boyanabilen daha agik yada daha koyu gdrilinerek komsu
segmentlerden ayirt edilebilen bir kromozom pargasi olarak
ta%;mlanlr (Paris konferansi 1971).
2.2.3.1. Q Bantlama.

Bantlama alaninda ilk uygulanan yontemlerden birisi kinakrin
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bantlama (@ bant) dir. Sitolojide kullanilan bazi boyvalar
fluoresans verirlerken bunlara "Fluorochrome" denir. Fluoresans
boyasi olarak en ¢ok kullanilan kinakrin dihidrokloriir ve atebrin-
dir. Ozellikle kinakrin kullanan arastiricilar bazi kromozomlarla,
kromozomlarin belirli kesimlerinde kuvvetli flouresans saptamislar-
dir. Bu konuda g¢aligsan arastiricilara gore kinakrin hetero ve
okromatine farkli baglanmaktadir. Bunu farkli iki mekanizma ile
ag¢iklarlar; 1. Fluorochromun alkilleyici grubu DNA’nin ozellikle
guanin bazlarina baglanarak kuvvetli fluoresans verdigi goérisiinde-
dirler. 2. Kinakrin grubu DNA sarmallari arasina sokulmaktadir.
Biylece @ bantlari hem kromozumun c¢esitli kesimlerindeki DNA
miktarlarina hemde kromozomun degisik bdlgelerindeki DNA’nin
kinakrin ile baglanma yetenegine gore farkli baglanirlar. Bununla
beraber baglanmanin mekanizmasi ve biyokimyasi belli degildir.
insan kromozomlarinda bantlama oOriintiisli G bantlarina ileri
derecede benzemekte olup 1, 9, 16 kromozomlarin sentromer bélge-
lerinde ve akrosentrik kromozomlarin satellit bdlgelerinde istisnal

farkli bolgeler bulunur. Bu bdlgelerdeki polimorfik variyvasyonlar

.

ve Y kromozomu bu yontemin kullanilmasi ile saptanabilir(2,5,36).

Q bantlama basit, hizli, givenilir bir yéntem olup, lamlarin
vagslandirilmasina ve 6n igsleme gerek yoktur. Yontemin dezavantaji
floresanin ¢abuk s6nmesi ve o ylzden hemen resim c¢ekilmesinin

gerekmesidir{(2).

2.2.3.2. Giemsa Bantlama.

Memeli kromozomlarinin rutin boyvanmasinda en yayvgin bigimde
kullanilan yontem Giemsa bantlama (G bantlama) dJdir. Bu boyamanain
uygulanmasinda en sik kullanilan yontemler ise preparatlarin
tripsin gibli bir proteazla muamele edilmeleri veya lamlarin sicak
salin-sitrat ile enkiitbe edilmeleridir. Ancak bu awa¢la kullanilan
daha bagska yontemler de bulunmaktadir. Bantlama yontemi ile elde
edilen kromozom orintisii kromozomlarin hem vapisal ve hemde
iglevsel kompozisyonlarini yansitir. Koyu boyvanan bantlar pakiten
kromomerlerine karsilik olmakta, DNA'larini ¢genellikle geg¢ S-

fazinda replike etmekte, Adenin-Timin (A-T)’den zengin DNA
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icermekte, nisbeten az Saylda aktif gen kapsamakté ve protein
icerikleri acisindan ag¢ik boyanan bant bdlgelerinden farklilik
gostermektedir. Kromozomlarin farkli bdlgelerinden fiksasyon veya
bantlama on islemleri esnasinda farkli protein ekstraksiyonu olmasa
G-bantlamalarinin eldesinden dnemli islerge olabilir. G-bantlamada
optimum sonu¢ almak ic¢in 3-5 giin oda isisinda yagslandirilan veya
56-60°C da bir gece (16-18 saat) yaslandirilan preparatlar
kullanilir(2,4,5,36,38).

2.2.3.3. Yapisal Heterokramatin Bantlama.

Yapisal (konstitiitif) heterokromatin kromozom c¢ati materyali
olup gerek mitoz ve gerek interfazda koyu boyanan materyel olarak
goriilllir. Bu grubun icerisinde tekrarlanan (repetitif) DNA, satellit
DNA (sentrifligal gradientle saptanmis) ve non-repetitif DNA
bulunur. Satellit DNA’'’nin in situ hibridizasyonda koyu boyanan C-
bandi bolgelerine lokalize olmasindan dolayi C bandinin yapisal
heterokromatin gosterdigi bilinir.

insan kromozomlarinda koyu boyanan C bandlari kromozomlarin
- sentromerlerine lokalizedir. Bunun tek istisnasi Y kromozomudur.
Koyu bant bu kromozomda uzun kolun distal bdlgesine lokalizedir. C-
bqndlarlnln genisliginde belirgin bir polimorfizm bulunmakta olup,
polimorfizmin aragstirilmasinda ve kromozomal yeniden diizenlenme-
lerin (rearanjmanlarinin) arastirilmasinda C-bandlari yararli olur.

in situ hibridizasyonda kullanilan islemler arasinda asit,
alkali ve sicak salin sitratla muamele bulunmaktadir. Bu
preparatlar daha sonra giemsa ile boyandiklarinda C-bantlara
vizlalize olmakta ve buda C-bantlarinin olusumunda DNA
denatiirasyonunun sorumlu oldugunu diigiindiirmektedir. Tim bu iglemler
DNA yitirilmesine de neden olmakta ve kayip C-bantlamadaki farkla

boyanmaya yol acmaktadlf(2,5,36).

242.3.4. Revers Bantlama.
‘ Dutrillaux ve Lejeune (1971) Giemsa boyasinin kullanildig:
yontemlerin biriyle boyanma 6zelligi bakimindan G bantlarina tam

ters durum saptamislardir. Bu bantlamaya G-bandinin tersi anlamina
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"reverse" R-bant denilmistir. @ ve G bant b&lgeleri birbirine cok
uyarken; R tersi bant kalaiplara alar.
R bantlarindaki DNA’nin erken, G bantlaripdakinin ise gec

sentezlenen DNA oldugu anlasilmistar(2,5,36).

2.2.4, Mutasyonlar. l ’

Doga, kromozomlari yetenekleri oraninda dis etkilerinden
korumaga ¢aligir. Bu amag¢gla niikleus i¢inde tutup, zar ve sitoplazma
ile g¢gevrenin zararli etkilerinden korumayi ama¢lar. Kromozcomlarin
temel bilegsimi ve bivolojik sistemlerin en biliyik ve en odnemli
molekiili olan DNA’nin cevresel sartlardan etkilenmesi hemn
kaginilmaz hemde ¢ok dnemli sonu¢lar dogurabilen bir olgudur. DNA
hem cevreden (mutajenik ajanlarca) hemde kendi molekiil vapisindaki
kararsizliktan dolayi kendiliginden etkilenerek bozulmava ugrava-
bilir (24).

Genetik materyali olusturan niikleotidlerin siralanmasi, sayisz
vada ¢egsidinde ortaya c¢ikan kalitsal degigsikliklere mutasvon,

mutasyona ugrayan bireylere de mutant denir (3).

2.2.4.1. Mutasyonlarin Siniflandirilmasa,
Mutasyonlar iki grupta incelenir (3,24).
a) Kendiliginden olusan mutasyonlar

b) Indiikte mutasyonlar

2.2.4,1.1. Kendiliginden Olusan Mutasyonlar.

Normal kosullarda kendiliginden olusan mutasyon frekansi her
jenerasyondan 104—1040 gibi ¢ok diiglik orandadir. Ayna anda iki ayr:
mutasyonun ayni gende olusma olasilig:r ise, 1071010780 gibi daha da
diisliktlir. Bununla beraber viicudumuzda 10M hiicre oldugu géz Onine
alinirsa kendiliginden olusan mutasyon sayisinin degeri oldukca
viksek boyutlara ulasair.

Spontaﬁ‘OIarak Olusan Mutasyonlarin Nedenleri.

a) Tautomerik degismeler: 10'4 oraninda gdzlenir. Proton
" kaymalari seklinde gézlenir. Adenin-Sitozin (A.C) arasinda gdzlenen

durum {Sekil 2)’de gosterilmictir. Benzer olay Adenin-Adenin (A.A)
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arasindada olusabilir (3,24).
(a)

H ~N 7 N
\ 7 / /H
¢ 7F~CR: “WoOH p—C
N-C N \\C
/ \N‘C/ ‘e N’
dr /,C \
0 dr
Adenin Sitozin
(b)
Ho Hy
Ho A\,  ANo--HTY
(\3 ,,C—'C \ +C—C
\ A\
NG N-H----- N  CH
dr N=( \//C—N’
H g
Adenin Sitozin
(c)
Hoo o NO N AH
| N -/N----H \9/ \C/
¥ e—¢ C N
o Nt
/0 ONCT \C—-N/
/
‘ H
Adenin Adenin

Sekil 2. Tautomerik mutasvonlar; a) Adenin ve Sitozin bazlara,
b) Adenin-Sitozin arasinda proton kaymalari seklinde
gozlenen mutasvon, c¢) Adenin-Adenin arasinda godzlenen

mutasyon.
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b} Metilasyon: Hﬁcrelerde bulunan S-adencsilmetionin gibi
metil dondrleri bazlari metillevebilir (Sekil.3). Metillenen

bazlarin vanlis eslesmeleri sonucu mutasyon olabflir (3,24).

Metil Guanin Timin
Sekil 3. Metilasyon tipi mutasyon.

¢) Plirin ve Pirimidin bazlarinin DNA’dan kopmasi: DNA
bazlarindan bazilari kendiliginden koparak DNA ’dan ayrilabilir.
Piirin bazlarinin ayrilma hizi pirimidin bazlarindan 20 kat
fazladir. DNA dan kopan plrin bazlari ya normal haliryle tekrar
plirinsiz bdlgeye girer vada birbaska atomu araciligaiyla glikosilik
bag yaparak DNA’da baz ciftleri olusumuna neden olur (3).

d) Polimerisazyon hatasi: DNA replikasyonu sirasinda e8er
polimeraz hata vyaparsa ve bunu dlizeltemez ise Kkendiliginden
mutasyonlar ortayva ¢ikabilir (3).

e) Hareketli elementler: Transpozan, yada sigrayicl genlerde
denen hareketli elementler kendiliginden mutasyona yol acar{3).

f) Péiindromlar: DNA zincirlerinden her ikisinde de
birbirlerine ters yOnde _1__ benzer niikleotid dizilerin oldugu
bélgelere palindrom denir. Tekrarlanan dizilerin oldugu bu DNA
bdlgeleri delesyon, duplikasyonlarin yoBun olarak goriildligi
mutasyon alanlari olarak bulunmus ve bunun nedeni olarakta vanlais

eslesme olayvlari ortaya atalmigtir (3).



2.2.4.1.2, indiikleyici Mutasyonlar.

Mutajenik ajanlarin biyik bir cogunlugg‘ DNA bazlarina
etkileyerek, bazlarin reaktif kisimlarina bazi van gruplar (etil,
metii, hidroksil gibi) eklenmesine neden olur. Bazilari ayni iplik
lizerinde veyva iki iplik arasinda kovalan baglarin {(=crosslinks)
olusmasina neden o¢olur (nitrous asit, UV, mitomicine). Bazi
alkilleyiciler de omurgadaki fosfatlari etkileyerek fosfo triester-
lerin olusmasina neden olurlar (metil metan siilfonat gibi ) X-
igini, ¥y-1sinlari gibi iyvonlasmaya neden olan ajanlar diger
etkilerinin yani sira tek veya ¢ift DNA iplik kirilmalarina da

neden olurlar.

indiikleyici Mutasyonlarin Olusum Mekanizmasi.

1) Mutajenik maddenin DNA bazlarindan birinin verine girmesi
durumunda:Mutasyonlar genelde DNA zincirindeki bazlarin sirasinda
bir degigsim olarak yada DNA bazi analoglarinin bazlarin verine
gegmesi ile olusabilir. Baz analoglarina &rnek olarak adenin
analogu olan 2 amino plirin ile timin analogu olan 5 BrdU savilabi-
lir,

Timin analogu olan 5 BrdU daha c¢ok A.T. —> G.C., tipi
transisyon mutasyonlarina neden olur (Sekil 4). Lamda bakteriyofajz
tarafindan yapilan deneylerde ¢l geninde 5 BrdU ile elde edilen 83
mutasyondan 80 tanesi A.T.—> G.C. tipinde 3 tanesi ise G.C.—>A.T;
tipinde degisim yapar. BrdU’nun keto durumu timin’e benzer 6zellik
gosterir. Boylece DNA’da adenin ile. ¢iftlesir. Nadiren enol
durumuna dénen BrdU, bu formda iken guaninle ¢iftlesecektir
(Sekil 5).
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l l DilA Rep.

v
mucasyonv

Tormal A-T Glhc' Transisyvon

Sekil.4: A.T.

———
—

'/ \i'l - ~DNA®p.
| | N

-'l- Il G-C Aj5BU
|| 171

(a)

Sekil.5: a) G.C —> A.T arasinda 5 BrdU’pun ender feramunda gézienen
transisyon mutasyonu.

) AT —> G.C arasinda 5 BrdlU varliiinda gizlenen {rapsisyvon mutasyonu
=1 =3

4 -
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5-BrdU ile mutasyon iki sekilde olurj;a) DNA replikasyonu

sirasinda 5-BrdU genelde birincil birlesmeve neden olur.

Eger
nadiren enol durumunda lse bir sonraki replikasyonda ddéner. Bunun

sonucu bir transisyon mutasyonudur (24).

b) DNA baz analogu lle birlegmis ise bu durumda da 5-BrdlU
mutasvonu olabilir (Sekil.f8).

H\//N\C_ i /o—--ﬂ-o:C_C:\Br
(b) c ‘NH----N7 C-H
NC N c/ }/C—N\dr
dr WN-H---0"
H

Sekil 6. 5 BrdU varliginda: a) Adenin-5 BrdU’nun genel formu

b} Guanin-5 BrdiU’'nun genel formunda g6zlenen mutasyon.

2. Mutasvon yolu, mutajenin DNA vapisina girmeden, bazlara
modifive ederek conlarin yvanligs egslegmelerine neden olan mutasyvon-
lar:Baz1 alkilleyvici maddeler, 6rnegin etil metan siilfeonat {(EMS) ve
N-metil-N-nitro- N-nitrosoguanidin (NG) bu sekilde etk gdsterir-
ler., Sonugta G.C. —> A, T. tipil transieyonlara neden clur.

Nitrdz asit (NA) (0=X-0-H) amino grubu liceren bazlarla
reaksivona girerek deaminasyona sebep olur (3,241},

3. Mutajen bir veya daha fazla bazi etkileverek spesifik

eslesmevi engeller. Bu durumda crlaya g¢irkan repkilasyvon engelinin
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asilabilmesi igin S$.0.8. sisteminin uyarilmasi gerekmektedir.
S.0.S. yolu normal cnarim sistemlerine oranla daha fazla hata yapar
ve mutasyona neden olur. Kkarsinojenlerin ¢ogu. S.0.S. bagaimla
muta;enlerdir. Bunlar benzopiren, UV 1gs181, aflatoksin, N-asetoksi
asetil amino fluoren (AAAF) ve 4-nitrokuinolin =N-oksit {(NQO)
sayilabilir (3). ,

Her U¢ mutajen, karsinojen maddede G.C —> A.T iipi transver-
siyonlara neden olur. Bu maddelerin mutajenik etkilerini gostere-
bilmeleri ig¢in DNA bazlarina baglanmalari, daha sonra yapilarinin
¢ok blylk olugu nedeniyle baz kopmalarina neden olabilecekleri
ileri strialir (3,21,24).

Ozetle bliyilk aromatik maddeler bazlarda nereve baglanirsa
baglansin hacimleri itibariyle replikasyon kompleksini
durdurabilmektedir (3).

DNA da spontan olarak bozulmalar meydana gelir. Bunlarin en
6nemlisi plirin bazlarinin kopmasi ve deaminasyonlardair. Bir memeli
hiicresinde 24 saatte ortalam 10.000 plirin bazainin glikozidik bag
kopmasi ile DNA dan ayrildigi hesaplanmistir. Daha az miktarda
olmakla beraber pirimidin bazlarinda kendiliginden DNA'dan
ayrildigi: gosterilmistir. Plrin ve pirimidin bazlarinin DNA’dan
kopmasi sonucu aplrinik ve apirimidinik nocktalar ortaya ¢ikar.
B&yle noktalar replikasyvon ve transkripsivonu durdurabildiginden
hiicresel hayatin devami ig¢in mutlak onarilmalari gerekir(3).

Yeni genotiplerin birden bire ortayva g¢gikmasi toplumda mevcut
olmayan bir karakterin bir propozitus ailesinde
degerlendirilmesinden dogmaktadir. Oysa ayni karekterin hangi
sartlarda dogdugu bilinmediginden, onceki kusaklarda ¢gdriilen mindr
degigiklikleri bulmanin gligliiglinden dolayi olayvin ani gelistigi
seklinde yorumlanir. Cevresel sartlarin etkisi letal olabilecegi
gibi taninmayvacak karekterde bir genotip ve feriotip’de
olusturabilir (3,24).

Mutasvonlar spontan olarak gortilebilecegi gibi disg etkilerle
de olugablilir. Spontan mutasyonlar ilk Lkez mikroorganizmalarda
gézlenmistir. Yiksek sinif organizmalarda mutasvon etkeninin

tesbitl glictiir., Spontan mutasyonlarin olusumundan hi¢bir mutajen
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sorumlu degildir. Spontan mutasyonlarin frekansi dliisik oldugundan,
genetik arastirmalarda mutasyon hizini artirmak gerekir (3).
Diger bir sinaflandirmaya goére mutasyonlar sematik ve gametik
olargk iki grupta degerlendirilebilir. Letal olmavan gametik
mutasyonlar sonraki kusaga aktarilabilir. Somatik mutasyvonlar ise
vasamin herhangi bir devresinde ortayva c¢ikabilir. Fakat gelecek

kugsaklara hicbir zaman aktarilamaz (3).

2.2.4.2. DNA Onarim Yollar:.
Canli organizmalarin evrimi sirasinda c¢evrede bulunan

mutajenik ajanlarin etkilerinden korunmak icin c¢esitlil onaram

mekanizmalarini gelistirdikleri son 25-30 vildar vapilan
calismalarla saptanmigtir, Onaraim yollarinain bazilarainda
bivokimyvasal mekanizmalar ve genetik kontrolleri veterli

denilebilecek diizeyde ac¢iklanirken, bazilari hakkinda henilz yeni
bilgi sahibi olmaktayiz. Genellikle biyvolojik sistemlerde ozgin
enzimlerin rollerini anlamamizi saglayan mutantlarin izolasyonu
prokaryotik sistemlerde daha Lkolay oldugundan prokarvotlarda
vapilan g¢alismalarla ortaya c¢ikarilan onarim mekanizmalari, DNA
onarim yollarinin gdézlenmesinde 6nemli bir yer tutar.

Bozulan zarar goren DNA’nin onarimi i¢in en basit mekanizma
DNA'y: fazla degistirmeksizin dogrudan hasarin giderilmesidir.

Hasarin dogrudan giderilmesinin birkag¢ yolu vardir ($ekil.7) (3).

"1, Fotoreaktivasyon.

Fotolayz enzimi pirimidin dimerlerinin bulundugu bdlgelerde
DNA’va baglanmakta (baglanma karanlikta da olabilmekte) 340-400 nm
dalga boylu 1s1k egliginde enzim dimerleri monomer haline getirile-
bilmektedir. Bu enzim Xeroderma pigmentosum (XP) hastalarinda

bulunmamaktadir (3)

2. Metil transferaz ile reaksiyon.
. ¢ . < g . .
Bu reaksivonda metil (o -metil guanidin) veya etil (OE~et11
guanidin) gruplar: metil transferaz enziminin katalizliginde 6zgul

bir akseptdr protein’e transfer edilmektedir. Protein alkillenme

0
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ile inaktif hale geldiginden diger enzimlerin aksine, yeniden
kullanilamamaktadir. Bu nedenle hilicrede bulunan akseptdr protein
sayl1si kadar savida transfer reaksiyonu yapilacik; tiim akseptdr

proteinler alkillenince onaraimda vapilamaz hale gelecektir (3).

3. DNA glikozilaz yolu. :

Bu enzim ile hasarli baz ve bu bazin bagli oldugu deoksiriboz
sekeri arasindaki glikozidik bag kirilair. Kiralma sonucu ortaya
¢ikan aplirinik veya apirimidinik (plirinsiz ve pirimidinsiz)
bdlgenin onarilmasi i¢in daha baska reaksivonlar gerekmektedir., 9
cesit DNA glikozilaz enzimi tanimlanmistir (3).

Glikozilazlarla assosiye olmus olan apirimidinik (AP)
endoniikleazlar AP yerine 3’ tarafindan kesme yapmaktadir. Bu durum

=3

enzim pirimidin dimerini 5’ tarafdan 3’ tarafa iki kesme islemi

vapar. Kesme; 5’ tarafta dimerden 7 niikleotid uzakta, 3’ tarafta
ise, 3 veya 4 niikleotid uzaktan yvapilir ($ekil 7).

ITI}) DNA onarim sistemlerine ilaveten hiicreler DNA’daki
bozulmalari tolere edebilmek icin sistemler gelistirmistir. E.coll

de benzer 1ki sistem vardar.

2.2.4.2.1. DNA’da Replikasyon Sonrasi Onarim Modeli.

DNA iplikleri arasinda degisimi gerektiren "replikasyon
sonrasi onaraim” bu onarim sistemi sdyle calisir. Replikasyon
SJra§1nda kalip DNA ipligi Uzerinde primidin dimerleri
bulunmaktadir. DNA sentezi bu dimerlerin oldugu noktalara kadar
normal devam etmekte fakat DNA polimeraz dimerleri Lkopye
vapmnadigindan sentez duraksamaya girmektedir. DNA sentezli kalip DNA
lizerinde ve dimerlerin daha ilerisindeki ockazaki fragmentlerinin
sentezini baglatan RNA primerlerinin uzantilar: halinde devam eder.
Replikasyon bittiginde dimerlerin karsisina gelen bdlgelerde vyeni
sentezlenen iplikte bosluklar ver alir. Replikasvonu hemen takip
eden devrede ayni hiicrede iki benzer DNA dubleksi bulundugundan bu
bogsluklarin doldurulmasi reciA proteinine bagli bir rekombinasyon
olayi sonucu olur. Bu olayvda bosluklar diger DNA molekiiliinde

bulunan komplementer ipliklerinin transferi ~ve vyveniden sentez
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islemleri, baglanma (ligation) voluyla doldurularak DNA
ipliklerinin devamliligi saglanir. Sonug¢da hasar giderilememistir.
Fakat replikasyon ve hiicre bélliinmesinin durdurulmasi onlendiginden

canliligin devami saglanabilmistir (3).

Hasarli DNA > Onarilmigs DNA
dogrudan hasarain
diizeltilmesi A
‘ |
Baglanma
Baz cikarilmasi (Ligaz)
{DNA Glikozilazlar) A
\
Kesme > Cikarma ve yeniden
{Endoniikleazlar) sentez (Ekzonilkleazlar

ve polimerazlar)

Sekil 7. DNA onarim mekanizmalarai arasindaki iliskiler.

Canla tiirlerinin kendilerine dzglin bilgileri DNA’da
kayitlidir, Bu bilgiler iireme ile dolden ddle aktarilir. Ureme;
atasal soya benzer yeni bir doélin olusturulmas:i olavidir. Insan
fertilize olmus tek bir hiicreden, ovumdan meydana gelir. Zigotun
arka arkaya ge¢irdigi mitoz bodlinmelerle hiicre sayisi yvetigkin bir
insandan ortalama 10M lere wulasir. Mitoz Thicre siklusunda
boliinmenin oldugu mekanik bir donemdir. Asil dnemli ddnem; hicrenin

genetik matervali olan DNA’nin replikasvonunun oldugu interfazdir-

(3).
2.2.5. Kromozom Analizi Ic¢in Gerekli Faktorler.

2.2.5.1, Mitojenler.

Kromozom analizinde kullanilan kanda veterince lenfosit

[

(53
&



(6zellikle T lenfosit) bulunmasi gerekir. Kanda lenfosit savisi
veya immin olgunluk ne kadar diisiUk ise mitotik }pdex o kadar az
olur. Bu durum ldsemi, Hodgkin gibi hastaliklar da, enfeksiyonlarda
yada:ilac kullanilmasinda (kemoterapi, gebelik ©Onleyvici haplar)
onemli derecede etkili olabilir. in vitro kosullarda mitotik
ajanlar kullanilarak mitoz artairilabilir. Giiniimiizde ﬁullanllan
mitotik ajanlar; TPP (tlberkiilin plrifiyve protein), tetanoz
ekstresi, konkanavalin A, PWM (Pokeweed mitojen) ve PHA (Fito

hemaglutinin) olup en ¢ok kullanilan PHA transformasyonunun gercek
islergesi Bilinmemekte ve indiksiyon slUresinin sadece ilk 24
saatinde gereklidir. PHA, barbunva fasulyesi (Phaseolus vrailganis)
ekstraktesi olan bir mukoproteindir. Kiiltlirde 24 saatlik bir aradan
sonra RNA sentezini artirir. Ikinci 24 saat bovunca c¢ekirdek
genigslemekte ve DNA sentezi baglamaktadir. Ilk mitoz 48. saatte
gozlenir., Her 24 saatte bir mitoz dalgasi gozlenir. Bu yilizden hasat

72, veya 96. saatte vapilir.

2.2.5.2. Kiiltiir Kosullara.

Tam kan mikrokiiltiriinde lenfositlerin mitoza baslama sliresi
ornekten Ornege degismekle birlikte lenfosit hiicre dénglisli genelde
24. saatte baslar. insan lenfositlerinde DNA sentez fazinin (S
fazi) ortalama sliresi vaklasik 9 saat, G2 ise 3 saattir. Mitoz 1,5
saat silirer. Rutin amag¢li, senkronize olmayvan kiiltiirlerde dnerilen
kiilltlir siiresi 72 saattir.

Vasatin dogru segimi ve kontaminasvon riskinin giderilmis
olmasi gerekmektedir.

Kiiltirde diger dikkat edilecek husus pH ve sicakliktir. En
ideal 1sa 37°C olup 36—38‘C araliga tahammil edilir. 39°C nin
lizerindeki i1silarda kiiltlirdeki hiicreler o6liir. Sicakligin gecici
diismesi hlicreleri &ldlirmez ise de preparatlarin kalitesini disirir.
Kiiltiirleri duraklatarak hasat zamaninda vyeterli mitotik indeks
eldesini dnler.

pH viicut sivilarinin noétral pH'sina vakin olmali ve 7,0-7,4

arasinda bulunmalaidair.



2.2,5.3. Kromozom Preparatlarinda Hasat Y&ntemleri.
2.2.5.3.1. Mekik inhibitérleri.

Senkronize olmayan kiiltiirlerde 2 metafaz ar%31nda bir blok
olusturmak ig¢in mitotik mekik inhibitérlerinin kullanilmasa
gerekir. Cesitli kimyvasal maddeler mekik liflerinin olusmasini
engeller. Bu mekik liflerinin goérevi mitoz bdlinmesinden O&nce
sentromerleri araciligi ile kendilerine baglanan kromozomlarin
kromatidlerini birbirinden ayvairmaktair. Bu kimyvasal maddeler
arasinda kolsisin, vinblastin, kolgisin analogu olan kolsemid
sayilabilir. Tijo ve Levin bu rdntemi bitki sitogenetiginden tibba
aktarmistir.

Kolsemid 10 ug/ml olacak sekilde hazarlanir. Kolsemidde
birakma siiresi ile metafaz indeksinin sayisi birbiri ile
orantilidir. Fakat wuzun silire birakmalarda kromozom boylarinda
kisalma gbzlenir. O yluzden veterli savida mitoza ve gerekli tanimin
tam konulabilecegi boyva sahip kromozomlar elde etmek icin

kolsemiddeki siire ivi avarlanmalaidir.

2.2,5.3.2., Hipotonik Codzelti.

Hipotonik ¢bzeltilerde tuz vyogunlugu sitoplazmik tuz
vogunlugundan daha diisiik oldugundan c¢dzelti ic¢indeki su hiicre
zarinl asip hiicreve girer. Hlicreyi gsisirir ve eritrositlerin ¢ogunu
patlatir. Hipotonik ¢ozelti uygulanmasi kritik bir zamanlama
gerektirmektedir. Kolsemid’in etkisini sonlandirip kromozomlarin
dagilmasini saglar. Hipotonik ¢dzelti olarak; %1 sodyum sitrat veva
0,075 M. KC1 kullanilabilir. Kromozomlarda en az hasar yaptigindan

encok kullanilan hipotonik c¢&zelti KC1l'dir.

2.2.5.3.3. Fiksasyon.

Kromozom preparatlarinda fiksasyon amaci ile taze hazirlanmis
3 kaisim alkol (mutlak etanol veya metanol ) 1 kisim glisial asetik
asit kullanilair. Alkol ve asidin su almamigs olmasi gerekir. Bu
ama¢la agzi kapalal siselerde tutmak gerekir. 3:1 oraninin
degistirilmesi kromozom morfolojisini clumsuz yonde etkKiler. Asetik

asidin bu orandan fazla olmasa erken hiicre zari virtilmasina neden
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olur. Bu da kromozom kayiplarina yol acar.

Tam kan kililtlirlerini ilk fiksasyon sirasinda siirekli karaistair-
mak gerekir. Ilk fiksasyvonla ortamda geriye kalan eritrositler
hemoliz olur. Kirmizi renkli hemoglobin koyukahve renkli hematine
doéner. Yeterli ve dikkatli karistirma vapilmamissa koyvu kahverenkli
¢okeltiler gozlenirken mitotik index diser ve kalitesiz preparatlar
elde edilir. (okelti gdzlendiginde bu bir pipetle alanmalal ve
fiksasyon islem sayisi artirilmaladir.

lama yaymadan Once az bir miktar taze fiksatif ilave
edilmelidir. Fiksasyonun yetersiz ve kodtii oldugunun kanita faz
kontrast mikroskopta buzlu gdriinlimde ii¢ boyutlu alanlar ve "tavada
yumurta" manzarasinin gozlenmesidir. Bu durumda kromozomlarin

sinirlari kesinliklerini yitirir.

2.2,5.3.4. Lam Hazirlanmasi ve Boyama.

Lamlarain hazirlanmasi laboratuvardan laboratuvara farklilak
gésterir. Lamlar ya alkol, fiksatif, eter v.s. ile bir &én islemden
gecirilerek vada deterjanla vyikanarak kullanilabilir. Bu tir
iglemler genelde bovamada zemini de boyayvacagindan bazi
laboratuvarlarda tercih edilmez. Daha sonra, genelde saf su da
bekleiilen lamlara 1slak olarak yada c¢ilalanmis olarak (kuru)

kullanilabilir., Kullanilan boyvalar Giemsa, Romanowsky, Orsein’dir.
2.3..KARDES KROMATID DEGISIiMI (SCE)
2.3.1, Hicre Gelisim Kinetigi ve Hizinin Degerlendirilmesinde SCE.

Sister kromatid exchange (SCE), replikasyonuﬁ farkliy dénglile-
rini saptama veya tek bir hiicre dénglislinde erken vada geg¢ replikas-
yon arasinda ayrim yapmada kullanilabilir. SCE ydntemi ile tilim
genomun replikasyon takvimi dgrenilmistir (19). Homeclog kromozomlar
replikasyon agisindan genelde benzer Srintili gdsterirken X-kromozom-
lari ayricalik gosterirler {19,38). Kromozomlarin bazi bdlgelirinin
ge¢ replike olmasinin nedeninin spirilizasvon oldugu disilinlilmekte-
dir (19},

]
w



BrdU varliginda tek bir hiicre ddnglisiine ugrayan hiicreler bazn'
bantlar i¢in kromatidler arasinda farkli boyvanma 6zelligi
gosterirler, Bu lateral asimetri diger kromatide d?anla daha fazla
timin igeren kromatid bdlgelerini vansitir. Diferansivel
replikasyon Uboyasi olan SCE, kromozom replikasyvonunun daha
ayrintili analizi ig¢in yiksek rezolilisyvonlu kromozom analiz ydntemi
ile kombine edilebilir. BrdU’in iki tam d&ngli boyunca ortamda
bulunmasi halinde BrdU’li DNA ic¢eren bir kromatid bir poliniikleotid
zincirinde BrdU bulundururken kardes kromatidde her iki zincir BrdU
igerir. Olugan farkl:i boyanma SCE saptanmasinin temelini olusturur
(Sekil 8) (30).

SCE’nin gercek mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte
DNA’nin sentez ve onaram islevleri ile ilgili olabilecegi diisiiniil-
mektedir (26,27,34). Eger hilicreler bir DNA sentezi bovunca BrdU
ortaminda tutulursa, DNA’nin semikonservatif sentez mekanizmasina
gore DNA zincirlerinden sadece birine BrdU ¢girer (mitoz I). Bu
durumda SCE degerlendirilemez. Hicreler 2 mitoz siliresince BrdU
bulunan ortamda tutulursa normal ve BrdU’lu DNA =zincirleri
gdzlenir. EBer bu zincirler arasinda kromatid degisimi mevdana
gelmis ise kromozomlarda karsilikli aralanmalar olusur. In vitro
ortamda BrdU varliginda hilicre bdlinme safhalarina gore BrdU ile
degisik baglanma gekilleri godsterir (38). .

BrdU, DNA’ya DNA’nin replikasyonu sirasinda girer. Timidin
metil grubunun BrdU ile verdegistirmesi DNA da bazi fiziko-kimyasal
degigsmelere neden olur. Kromozomlar, iki replikasyon ddnemi
sliiresince BrdU ile igleme sokulur ve sonra giemza ile bovanirsa
kardes kromatidler farkli olarak boyanir. Replikasvonun iki
siklusundan sonra BrdU kardes kromatidlerden sadece birinde bir
peliniikleotid zincirinde yer aldig:i goriilmistiir (Sekil 8 i‘

Unifilar olarak yer degistirmis kromatidlerin soluk bovandig:
gorilir, Farkli bovanmanin nedeni, kromatidler icinde DNA zincir-
lerine ba§1anan BrdU’nun miktari ve baglanma hizinin farkliligin-
dandir (6,47). Bu 6zelliginden dolayi SCE hiicre gelisim kinetigi ve
hizinin degerlendirilmesinde kullanilan iyl bir test yv6ntemidir
(36,38).
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Sekil 8. hKromozomlarda SCE lokalizasyonu.
2.3.2. Kromozomlarda SCE Dagilimzi.
Kromozomlarda SCE’lerin lokalizasyonu rastigele olarak

gériilmesine ragmen aslinda poisson dagilimina urygun bir vayilim
gdeterir. S5CE frekansi genelde kromozomlarin uzunlugu ile dogru
orantilidir. Buyik kromozomlarda SCE’lerin sayvisi daha fazladair
{1;47), Ovea G ¢grubu kromozomlar:i bu ilkeye uymaz. Cin hamster
kromozomu ile galisan arastiricilar bunun biiytik bir kromozomunda
digerlerinden ¢ok fazla savaida SCE gozlediler (46).

Prdi varliginda 3. replikasyon déneminden sonra kromatidin
sadece 1/4’°1 kovu bovanir. 3. béliinmede olusanlarin birinci e

{
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ikinci béliinmede olusanlara orani Tice ve arkadaslara tarafindan
arastiraildi (46); sonugta SCE hizi i{i¢ ddénemde de ayni bulundu.
Dutrillaux ve arkadaslari (48) ise, 3. donemde elde edilen SCE’leri
daha, az buldular ve bunun nedenini ortamda kalan BrdU miktarinin 3.
dénemde azalmis olmasina bagladilar.

2.3.3. in Viveo Calismalarda SCE.

SCE c¢alaismalari in vitro ve in vivo gartlarda vapilabilir.
insanda in vivo calaigmalar cék vavegain degildir. Yapilmasi zordur.
Herhangi bir mutajenin in vivo etkisini gdzlemek ig¢in insana bunu
vermekten ¢ok, 0Ozellikle bir ilacin etkisini gb&zlemek amacivla
kullanilar. in vivo ¢alaigmalar fare, sican, Cin hamster (CHO) gibi
memelilerin veya vicia fabanin kromozomlarinda yapilmigtir. in vivo
olarak fareye ver fistigi halojenati veren arastiricilar halojena-
tin toksik etkisini godzleyvememig, fakat uygulanan her dozda SCE
indliksiyonunda artais kaydetmislerdir. Bu artis bazal seviveden
vaklasik iki kat fazladir (18}.

2.3.4. Spontan SCE Diizeyi.

SCE eldesinde kullanilan timidin analoglarai herhangi bir
radyvasvon yapmadigindan bu metodla elde edilen SCE’lerin spontan
SCE olacagi diisiintilir. Oysa durum bu kadar basit degildir. Memeli
kromozomlarina BrdU’nun girmesi kromozom kiriklarina ve yeniden
dlizenlemelerine vol acar. BrdU’nun kendisi de bir SCE
indiikleyicisidir. Bu nedenle mutajenlerin kromozomlara etkisini
gézlemede kullanilacak BrdU dozunun minimum olmasi OSnerilmistir
(45). Tice ve arkadaslari raporlarainda (1976) BrdU’nun belirli bir
konsantrasyonunun altinda iﬁsan kromozomlarinin bovanmava cevap
vermedigini gdsterdiler (46).

Cin hamster hiicreleri ve insan  Thilicreleri ile c¢alisan
arastiricilar, BrdU’nun yviiksek Lkonsantrasvonlarinda SCE ’nin
arttigina, BrdU’nun disik kensantrasyonlarainda ise hafifce
distiigiinll gosterdiler (35,45,48). Fare, sic¢an, balik, zehirli
vilan, tavuk embriyosu gibi bir¢ok canlida spontan ve indikte SCE

degerleri saptandi. Bir grup arastirici da vicie faba ile ¢alagti-

N

8



lar. Vicia faba’nin DNA icerigi, memeli hiicrelerinden 6-8 kat daha
fazla bulundu. Toplam 12 kromozomu olan vicia faba’da hiicre basina
ortalama 20 SCE gézlendi. Buna g&re kromozom basina diisen SCE
sayisi memeliden daha fazlaydi. Hindistan muntjac (bir maymun tiri)
kromozomlarinda ise hlicre basina ortalama 7.25 SCE gézlendi.
Toplam 6 kromozomu oldugundan kromozom basina disen SCE orani 1.25
olarak bulunmustur (31,48),.

Spontan SCE dilizeyinin insanda da belirlenmesi ©6nemlidir,
Ozellikle mutajenlerin etkisini inceleyebilmek i¢in spontan SCE
dliizeyini bilmek gerekir., BrdU’nin degisen konsantrasyonlarinda bir
grup arastirica spontan SCE diizeylerini saptamistair (1,-
7,16,20,25,37,47,50), WwWulf ve arkadaslari yaptiklari c¢alismada;
1,4-19,2 yaslaraindaki kiz ¢ocuklarinda 3,8-10,33 SCE/hiicre
2,6-18,7 vyaslarindaki erkek <¢ocuklarinda 3,7-8,7 SCE/hilicre
degerlerini godzlediler (50). Tucker ve arkadaslari 10 uM/L dozda
BrdU ile calismis ve 8,36 ¥ 0,99 SCE/hiicre oranini gézlediler (47).
Sinha wve arkadaglara 10 pg/ml dozda BrdU kullanarak sigara
igmeyenlerde 7,53, icenlerde ise 9,14 SCE/hiicre oranini gdzlediler
(37). Nagaya ve arkadaslari 10 pg/ml BrdU calisip spontan SCE orani
clarak 9,8 ¥ 1,4 SCE/hiicre, killtiire 5 ng/ml dozda mitomisin C
koyduklarinda indiikte SCE oranini ise 11,9 % 2 olarak gozlediler
(25). Carrano ve arkadé$lar1 10 puM/ml BrdU dozajinda 7,03 % 0,24
SCE/hiicre olarak sapitadilar (7). Kadam ve arkadaslari 1 pg/ml dozda
BrdU kullanarak periferal kanda yvaptiklari c¢alismada 5,16 ¥ 1,3
SCE/Hﬁcre oranini gdzlediler (20)., Hedner ve arkadaslari 10 pM/L
BrdU Lkullanarak kronik alkoliklerde yaptiklari calismada 11,3,
kontrol grubunda ise 8,5 SCE/hiicre degerini gdézlediler (16).
Tlirkiye’de yapilan bir arastirmada bu oran 10pg/ml BrdU konsant-

rasyonu i¢in 8.18 bulunmustur (1).

2.3.5, Yas ve Cinsiyetin Etkisi.
Yasin SCE’e etkisi {izerinde c¢alisan bazi. arastiricilar
(Galloway ve Evans, 1975; Cabert ve Lindblad, 1980; Carranc ve

Moore, 1982) Onemli bir etki gdzlenmedigini bildirirken {(10), buna
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karsilaik Soper ve arkadaslari (1984) anlamli bir fark oldugunu
bildirmislerdir (50). Wulf ve arkadaslari ise kiiciik cocuklarda SCE
oraninin yetigkinlerden daha diisiik oldugunu belirtmislerdir (50).

. Cinsiyete gore SCE frekansinin degistigi konusunda genelde
arastiricilar ayni goriste olup disilerde daha yiliksek oldugunu
gbzlediler (10,50). Wulf ve arkadaslari Szellikle 10-14 yaslarinda
digsilerde gdzlenen SCE frekansindaki fazlaligin o dbnemde salga-
lanan hormonlardan kaynaklanabilecegini bildirdiler (50).Spontan
SCE/hiicre orana kizlarda 3.8-10.33, erkeklerde 3.7-8.7 arasinda

oldugu saptanmistir (50).

2.3.6. insan Genetik Hastaliklarinda SCE.

Fanconi anemisi, Bloom sendromu ve Ataxia Telanjektazi;
kromozom aberasyonlarinin olmasai ve kansere hassasiyetin artmasi
ile karakterize genetik hastaliklardandir. Bloom sendromlu hasta
larda SCE sayisinin normalin 10-13 kati o©¢ldugu gosterilmistir
(16,20,21,27,47).

Bir DNA onarim eksikligi olan Kseroderma Pigmentosumda SCE
normal iken, SCE indiksiyonu yapan kimyasal ajanlarin etkisi bu
grupta normalden fazla oldugu saptanmistir. Fanconi anemisinde ise
mitojen bir ajan olan mitomisin C’nin etkisi daha az olup, bu
vakalarda kromatid kiriklarinin arttaigi bildirilmistir (20,48).

Frajil X ve frajil bodlgeler konusunda c¢alisan arastiricilar
DNA polimeraz a’nin spesifik bir inhibitdérii olan aphidicolin ile
c¢alistilar (12). Aphidicolin, genel frajil bdlgeleri fazla
indliiklerken frajil X'i zayaf indiikler. Frajil bolgelerdeki SCE
anlamlilig: bilinmemektedir. Frajil bolgelerdeki kirilmalar sonucu
ekspresyonun tek mi yoksa ¢ift zincir DNA’da m1 oldugu voksa lider
kromozomlardaki delesyonlarin,; vyeniden diizenlenmelerin Kkromozon

kondensasyonundaki arizadan mi oldugu bilinmemektedir (27).

2.3.7. Mutajenik Karsinojen indikatdrlerle Olusan SCE’ler.
Bu konuda ilk calisma Latt tarafandan vapilmigtair. Latt DNA'da
Crosslink yapan bivofonksiyvonel alkali edici bir ajan olan

mitomisin C varl:iginda insan lenfositleri ile ¢alisti. Mitomicin C
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ozellikle disiik konsantrasyonlarda, SCE dilizevinde ve olagan
kromozom aberasyonlarinda artisa yol acgar. Bu yoniliyle SCE memeli
kromozomlarinda mutajenlerin etkisini gozlemek igin iyi bir yontem
olarak kabul edilmektedir {(15,17,31,43,47). o

Perry ve Evans; 14 bilinen veya sitphelenilen karsinojenle
mutajeni Cin hamster ovaryum (CHQO} hiicrelerinde test etti (29).
Direkt etki eden mutajenler SCE verimini artirirken adiamicin,
bleomycin gibi kemoterapikler kromozom aberasyonunu diisiik oranda
indlikler. In vitro kosullarda SCE verimini artirmayan kimvasallar
ise maleik hidrazid (memeli hiicrelerinde mutajenik olmayan) ve
effektif olarak metabolik aktivasyon kemoterapotik ajan siklo
fosfamid idi. Fakat in vivo ¢alismalarda hayvana siklo fosfamid
verip kemik il1igi yada spermotogonia ile calisildiginda SCE de
biyiik artig gdzlenmistir, Yalniz bu artis ilacin etkisi gectikten
sonra ortadan kalkmaktadir,

Doku kiiltiirine effektif mutajen veya karsinojen ilavesinden
once aktive edici sistem olarak metabolik aktivatér kullanilabilir,
Natarajan ve ark.,’'la Stetka ve Wolff, CHO ile yaptiklari caligmala-
rinda bircok kimyasali aktive etmek icin DPNH jenerasyon sistemi
ile sigan karaciger mikrozomlarinin ekstraksivonunu ekleyerek
olagan SCE’ler de aktivasvona neden oldugunu gdstermislerdir (48).

Cesitli metabolik olavlarda ve defektif hiicre ortaminda,
tedbirli segilen fiziksel ve kimyasal ajanlarin kullanima ile
temel biyoloji ve Dbiyokimya hakkainda ipucu saglamak icin SCE
arastirmalari ve SCE formasvonu kullanilmistar.

Kseroderma pigmentozum (XP) hiicreleri normal hiicrelere cranla
UV ve X-1sinina daha hassastir. XP hiicreleri kimyasallarin etkisini

incelemede kullanilan en tercih edilen hiicrelerdir (33,48).

2.3.8., UV ile indiiklenen Mutasyonlar ve DNA Onaraimi.

Bircpk organizmada kendiliginden olugan defektlerin DXA
onarim mekanizmasi ile en aza indirilerek 'genetik materyalin
blitlinliigli kérunmugtur. E.coli'’de UV’'’nin mutajen etkisi ve UV'’nin
rolli, DNA’nain enzimatik onariminda arastairailmistair. UV, primidin

dimerlerinde sekil degisimi yapar. Bu degisime Timidin-timidin
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dimerleri sitozin-sitozinden daha meyillidir. Mutasyonlar UV
duyarliligini artairirken, pirimidin dimerlerinin onarim kabili-
vetini yada onarilmamisg pirimidin dimerlerindeki tolerans kabiliye-
tini azaltir. Fakat mutasyon orani ¢ok fazla ise tolerans dliser,.

SCE, DNA bozuklugunu ve onarim igslevlerini kromozomal seviyede
gbsterebilen bir )test olarak bilinir. Viicuttaki total DNA’nin
%1’inden daha az bir bdliimiindeki kayip bile SCE ile rahatlikla
tesbit edilip, SCE analizi ile kolayca anlasilabilir (1,18).

UV 1s18anin indiiksiyon etkisi (33,35) arastaricilar tarafindan
otozomal resesif geg¢is g&steren Cockayvne sendromu ve Kseroderma
pigmentosum hastalarinda denenmigstir. Kseroderma pigmentosumAve
Cockayne sendromu, DNA lezyonlarainin onarim defektinden
kaynaklanmistair. Bu hastalarda UV ile, kromozomal aberasvon ve
SCE’ler artmistir. Cockayne sendromlu hastalarin fibrolastlarinin
biiyiime karakteri zayif oldugundan, bu hastalarda ¢aligma yapmak zor
olup Kseroderma pigmentosum da UV ile indiiklenme Coockayne
sendromundan fazla oldugu gdzlenmigtir (34,48,48).

Alkali ajanlarla muamele edilen hilicreler, anlamli olarak replikas-
von sonrasl onarimini inhibe eden kafeinle muamele edildiginde

SCE’lerin veriminin artmadigir gdzlendi (33,48)

2.3.9., SCE Formasyonundan Sorumlu Lezyonlar.

SCE’lere yol agan lezyonlar tam bilinmemektedir.SCE frekansini
bir¢ok ajan artirair. Bu ajanlar ﬁH]—timidinden kavnaklanan B
partikiilleri, X-1g¢ini, UV 1g181 ve kimyasal mutajenlerdir (48). UV
1s181 ve kimyvasal mutajenlere maruz kalan hiicreler S fazinda uzun
Smirli lezyonlara neden olurken SCE’lerde artis gdzlenmistir. Fakat
ngéneminde olusan lezyonlar SCE’lerde artisa neden olmamistar. UV
1g181 ile DNA da etkili olarak olusturulan uzun Smiirlii lezyonlarin
timin dimerleri olmadigi, onarim eksiklifi olan hilicre denevlerinde
gdésterildi (5,33).

Farkli: onarim kapasiteli XP hiicrelerinde SCE olusumu i¢in
hassasiyet onaraim miktariyla iligkili degildir. SCE’lerin verimi
hiicrede mevcut timin dimerlerinin rezidiiel miktarindan bagimsiz

olarak gozlendigi ifade edilir. XP hiicreleri kimyvasal ajanlara ve
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UV 1sigina hassastir. Bu hassasivet UV, X-isini gibi kimyasal
ajanlar i¢in dogrudur. XP’da lezyonlarin onarilmasina ragmen SCE’ye
neden olan ufak bir rezidiiel miktar harabiyet Gérdlr. Lezyonun
bizzét kendisi karakterize edilememis olmasina Kkarsin etilnitroso
Ureli deneyler 0-6 pozisyonunda alkillesen guaninin sorumlu oldugu
distintildi (48). Etilnitrosolire, XP hilcrelerinde SCE veriminl
artirir; ayrica N-7 pozisyonuna gore guanin 0-6 pozisyonunda biiyviik
oranda alkilizasyon yapar (48).

Guaninle reaksiyona giren monofonksiyonel alkil vapan
ajanlarla muamelesinden sonra DNA plirini kaybetmeye baglar. Bu da
genelde tek strand kiriklarina yol acar. Bu durum alkilizasyonu
takiben depliirinizasyonun SCE’lere neden olduguna isaret eder. Bu
kusku, BrdU’li hiicre killtiirlerinde goriiniir 1si1gin SCE sayisim
artirmasiyla desteklenir. DNA yiksek pH’ya 1s1ga maruz kaldaga
zaman tek strand kiriklara yol acan alkili-labil verler olustugu ve
béylece gorinlir 1s1k BrdU iceren DNA'’nin fotolizisine neden oldugu
bildirilmistir (48).

SCE indiksiyonu, olagan kromozom aberasyon indiksivonundan bir
¢ok tarzda farklaidair (48,49).

1., SCE’ler bir kag aberasyon yapan kimyvasallarain konsantrasyonunda

viksek frekansta olusabilir.

[\

SCE'ler jvonize radyasvonun diisiik dozlariyla belirgin olarak

artmaz iken aberasyonlar artar.

3. SCE’ler ivonize radyasyon ve [SH] timidin konsantrasyonunun
artan dozlariyla satiiredir. Fakat aberasyonlar satiire degildir.

4. Kafeinle muamelede SCE’ler kromozom aberasyonuna gére farkli

olarak reaksiycna girerler.

<y

SCE’ler; Bloom sendromu, AT, Fanconi anemisi gibi hastaliklarda
goriilen artan aberasyonlarla tutarli tarzda ayn: degildir. SCE,
Bloom sendromunda c¢ok yliksek, AT’de normal, Fanconi’de ise
diigiiktlir.

SCE’ler kromozom aberasyvonlarina neden olanlardan temelde
farkli hilcresel lezyvonlarain ve yontemlerin sonucu olabildigi
goriiliir. Aberasvonlar hiicre 6liimlivle beraberdir. Oysa SCE’ler boyvle

gériinmezler, SCE’ler daha ¢ok mutagenezis gibi hiicresel kalaitim ile
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ilgili olaylar:i temsil eder. SCE’ler esit miktarda degis-tokusa
ugramasi nedenivle genetik olarak nodtral olmalarina ragmen az da
olsa esgit olmayan delesyona, translokasyona, iﬁéersiyona, gati
kaymasi ve mutagenezise yol acgabilir. Tiim bunlara ragmen SCE’nin
gercek bivolojik anlami hala tam bilinmemektedir (23,24).

Noérofibromatosis de normal ve hasta grup arasinda spontan SCE
arasinda fark yokken radyasvona cevapta anlamli bir fark vardar.
Birgok calismada SCE formasyvonu ile DNA zararlanmasil arasinda ilgi
vardir. Farkli mutajenlerle onarimda farkli cevaplar alinda.
Bilinmeyen SCE progeslerinde mekanizmalar komplekstir. Radyasyonun
etkisi ile lenfositler de <gaplar kirilmalar ve disentromer
olugumunda artis gézlenebilir. Kromozomal instabilite artis:
radyvasyon dozlarindaki artma ile ilgilidir (15).

Titln, alkol, diet, is tehlikesi gibi mutajenlerin
mutajenitelerini siniflandirmak ig¢in ames testi SCE ile birlikte
kullanilair. Kanserin geligsimi tim kisilerde ayni degildir. Farkila
kisilerin mutajenlere duyarlilaklari farklidair. Saglikli kisilerde
vaygin mutajenlerin bivolojik etkisi tahmin edilir. Kansere mani
olmak i¢in mutajen duyarliligini bulmak Snemlidir. Mutajenler in
vivo ve in vitro olarak insan lenfositlerini indlikler. iIndiiklenme
durumunda artan SCE frekansi meslek kanserlerinin olusum nedenle-

rinden biridir (16).

2.3.10. L6semi Lenfomasi ve SCE.

Kronik miyelositik l8semi (KML) inaktif déneminde SCE disiik
iken aktif doneminde vaklasik 10 kat artar. Tedavi edilen EML'1li
hastalarda SCE frekansi, edilemiyenlere gore yiksektir. SCE’in
hastaligin seyri ile iligkili olmasi, hastaligi biyolojik ilerleme-
sinin yanisira kemoterapi ve enfeksiyon gibi diger nedenlerden
etkilenebilecegini diisiindiirmistir (42).

47 lenfomali hastada SCE sikligi kontrol grubuna nazaran iki
misli daha fazla bulunmustur. Tedavide c¢cytoxan alanlarda SCE
s1kligi kullanmavanlardan daha viksek gdzlenmistir. Radyoterapi

alanlarda SCE sikligi1 kemoterapi alanlardan daha disiik bulunmustur,
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GEREG VE YONTEM

3.1. Denek Grubu.

Yasa baglai olarak SCE sayiginda degisim olup olmadigini
saptamak amaciyla yaptigimiz ¢aligsmada toplam 20 kigsiden periferik
vendz kan alindi.

I. grup 1-3 vas grubundaki cocuklardan; II. grup ise 16-20 yag
arasaindakl yetiskinlerden olustu. Her grup 10 ar denegi igeriyvordu.

Denekler sigara ve alkol kullanmayanlardan ve son iki ay
icinde viral enfeksiyon gec¢irmevenlerden seg¢ildi.

Laboratuvar sartlarinda calisan kisilerde SCE oranindaki
degigimi saptamak amaciyvla yaptigimiz 2. cg¢alismada Merkez
Laboratuvarinda ¢alisan, kimyasal maddeler ile direk ilgili olan 5

kisi ve laboratuvar disi calisan 5 personelden kan alinda.

3.2. Gere¢ ve Yontem.
3.2.1. Kromozom Calismalarinda Uyulan Kurallar.

Tiim kromozom ¢alismalarinda oldugu gibi, bizim ¢aligmamizda da
dzellikle hiicre kiiltiiriindeki kontaminasyon olasiligini azaltmak
icin steriliteye Ozen gdsterildi. Besiyverleri daha 6nceden hazir-
lanan steril kaplara konularak g¢alisilda. Kromozom g¢alismalara
sirasinda optimum miktarda hiicre elde etmek ic¢in:

- Sterilite

- Ktiltliir kaplari ve yataklar:

- Vasat ve zenginlestiriciler

- Sicaklak

- pH

- Osmotik basing

~ Gaz faza

quullarlnln saélanma31na bzen gosterildi.

kolay elde edilen; ayrica bol ve kaliteli mitoza sahip doku

3
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oldugundan, kromozom galaismalari periferik kan kullanilarak yapild:
(5,19).

Periferik kan ile yapirlan kromozom callgwalarlnda deger
tagsivan hiicre lenfositlerdir. Saglikli bir erginde ld&kositlerin
tam diferansiye formlari hig¢bir zaman aktif lUreme gdstermez iken,
sadece lenfositler uyvgun kosullar saglandiginda boliinebilirler. O

yizden genetik acldan buylik onem tasairlar (5,19).

3.2.2., Periferik Kan ile Kromozom Caligsma Yontemi.

Periferik kan ile yaptigimiz kromozom c¢alismasinda, ilk kez
1860 yi1lainda Nowell tarafindan yapilan ve Moorhead ve ark,
Ltarafindan gelistirilen yéntem kullanilmastair (19). Bu amacla
deneklerden 1 cc ventz kan alindi. Eger hemen ekim yapilabilecekse
heparinize kan almaya gerek gdriilmedi. Ekim steril bir ortamda
vapirldi. Bu amagla hava akiminin olmadigi bir odada, bek arkasinda
ekim iglemleri yvapildi. 2,5 cc besiyerine 4 damla kan damlatilarak
ekim tamamlandi. Deneylerde RPMI 1640 ile hazirlanan besiveri
kullanildi. Hazairlanan besiverine kan ekiminden hemen sonra 10
peg/ml konsantrasyonda BrdU ve 10 pg/ml konsantrasyonda deoksi siti-
din (dC) sollisyonlari eklendi. Bazi deneklere ise scadece BrdC
eklendi. 37°C da 70 saat inklibe edilen kiiltlirlere 10 pg/ml olacak
sekilde kolsemid ilave edildi. 1,5-2 saat tekrar 37°C’'da inkiibe
edildi. Kiultir 10 dakika 800-1000 rpm/dak. santrifiij edildi.
(8keltinin tzerinde 0,5 cc¢ soliisvon kalacak sekilde {listteki
slipernatan atildi. Karigim siispansiyon haline getirildikten sonra
hipotonik soliisyon (0,075 M KCl soliisyonu)’dan 4 cc ilave edildi.
37°C de 20 dakika inkiibasyondan sonra tekrar santrifii) edildi.
Siipernatan atilda. Iki saat onceden hazirlanip +4°C de agzi kapal:
olarak bekletilen fiksatif (3:1 metanol; gliseal asetik asit)’ten
4 cc alinarak, {lizerine vavas vavasgs eklendi. 10 dakika oda 1sisinda
bekletilip, tekrar santrifiij edildi. Slipernatan atilarak 4 cc
fiksatif eklendi. Bu igslem 3-4 kez tekrarlandi. Renk beyaz oluncarva
kadar fiksatif kondu ve buzdolabinda bir gece bekletilen soliisyvon
ertesi gilin santrifij yapildi. Bir miktar taze fiksatif ilave

edildi. Sonra, soguk distile suda bekletilen lamlara vavildzy.
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Yayma iglemi oda 1sisinda, diz bir zemine konan lamlara 30 c¢m kadar
yukardan Pastdr pipetiyle damlatilarak wuyguland:. Kurutulan
preparatlarda SCE rezollisyonunu saglamak ic¢cin gerekli islemlere

geqildi.

3.2.3. SCE Caligma Yontemi (6,30).°

1. Yukarda anlatildagi sekilde preparatlar hazirlanda,

2. 254 nm dalga boyunda UV. ile 30 dakika i1sinlandi. Bu esnada
preparatlar ylizevlerini hafif bir film tabakasi seklinde 8rten
Sdérensen tamponu ile hazirlanan isinlama sollisyonunda tutuldu.

3. Isinlama bittiginde sollisyon fazlasi bir filtre kagidai ile
alinda.

4, Su banyosunda 1.S8SSC (salin sitrat soliisyon)’da 60°C de 1
saat inkiibe edildi.

5. Preparat lizerindeki SSC fazlaligi filtre kagidaz ile
alindiktan sonra boyama soliisyonu ile boyandi. Bu scllisyon Sdrensen
tamponu ile hazairlanmista. .

6. Hazirlanan preparatlardan her denek ig¢in 15 metafaz plag:
incelendi. SCE analizlerinde avni anda bantlama yapilamadigindan
ornekler, Denver ydntemine gore degerlendirildi. Buna gdre Y

kromozomu G grubunda, X kromozomu ise C grubunda sayaldi.

3.2.4. Kullanilan Solisyonlar (5,19).

Besi Yeri.

Materyal Derisiklik Hacim (ml)
RPMI 1640 1X 100

Calf serum - 20,0
L-Glutamin 200 mM{100X) 1,0
Penisilin/ 10.000I¢0/ml+

Streptomysin 10.000pg/ml 1,0
Sodyum bikarbonat %75 1,0

PHA - 1,5

Sérensen Tampon.

11,34 g KHZPO4a11nd1 ve distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak
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A Solisyonu hazarlandi.
14,83 gr NazHPO4a11nd1 ve distile su ile 250 ml’ye tamamlana-

rak B soliisyonu hazirlanda. <.

Isinlama Solilisyonu.
5 ml A solisyonu
5 ml B solilisyonu

90 ml distile -su ile hazairlanda.

Boya soliisyonu (SCE degerlendirilmesi icgin).
5 ml A soliisyonu
5 ml B sollisyvonu
5 ml Giemsa boya
85 ml distile su ile hazirlanan, filtre kagidindan geciri-

lerek siiziilen karaisaim, boyama soliisyonu olarak kullanilda.

Salin Sitrat Soliisyonu (SSC).

21,9 gr. NaCl

11,05 gr. trisodyum sitrat.2 H%)

500 ml su ile tamamlanda.

Hazirlanan bu soliisyon 5.8SS8C’dir. Buz dolabinda bekletildi.
Konsantre durumda olan (5.SSC) bu sollisyon gereginde sulandirilap
1.SSC haline getirilerek kullanilida.

'BrdU (5 Bromo deoksiiiridin).
30,7 mg BrdU 10 ml saf suda éritildi. Dondurularak sakland:.

Son konsantrasyon 10"4 M olacak sekilde kullanilda.

dC (Deoksi sitidin hidrokloriir).
28 mg dC 10 ml’de eritildi. Son konsantrasyvon 10"f M olacak

sekilde distile su eklendi.

Boyama Socliisyonu (preparatlarin Denver ydntemine gore
degerlendirilmesinde ve sentromer bantta kullanailan}).

Genetik laboratuarimizda rutin amac¢li c¢alaismalarda BrdtU
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igermeyven killtiirler ile galisarak hastalardan kromozom prepartlara
hazairlandi. Bu g¢aligsmalarda S6zellikle say1 anomalilerini saptamada,
genelde Denver yontemine gore degerlendirme yapildi. Bu vdntemde
kromozomlar sentromerin yerine ve Kkromozomun bovutuna gére 7 alt
grupfa incelendi. Giemsa Gurr solilisyonu hazirlanarak boyandi. Bu
solliisyon

5 ml Gliemsa

10 ml pH 7 olan PBS (fosfat tamponlu salin)

85 ml distile su ile hazirlanan boya solilisyonu kullanildi.

PBS (fosfat tamponlu salin).
)

NaCl 8,0 gr
KC1 0,2 gr
Na,HPO, 0,82 gr
KH?_.PO4 0,2 gr

distile su ile bir litreye tamamlanarak hazirlanda.

Pova soliisyonunun taze olmasina dikkat edildi. Hazirlanan bova
soliisyonu filtre edilerek kullanildir. Preparatlar 7-10 dakika boya
da bekletildi. Yikanarak kurutuldu.

Giemsa bantlama ile 1ilgili resimler, tripsin kullanilarak
hazirlanan preparatlardan ¢ekildi. Kullanilan preparatlarin 2-3 giin

vagslandirilmis olmasina dikkat edildi.

Fosfat Tamponu Hazirlanmasi.

0,025 M KH, PO, la (3,4 gr/lt) hazirlanan soliisyon PH:6,8
oluncayva kadar, % 50’1ik NaOH ile titre edildi.

Tiim soliisyonlarin hazirlanmasinda Merck ve Sigma kimvasal

maddeleri kullanilda.

3.2,5. Giemsa Bantlama.

Bu amacla bir ¢ok 'farkll yontem uygulanmakta olup bizim
callsmamlzda'bantlar en ¢ok kullanilan tripsin uygulanarak elde
edilidi. Bu amag¢la, 0,0125 mg bacto tripsin 100 ml PBé’de ¢bzlilerek
tripsin sollisyonu hazirlandi, 37 ‘C su banyosunda bir sale

i¢erisinde bulundurulan tripsin solisyvonuyla preparatlar 0,5-1,5
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dakika muamele edildi, PH:6,8’1lik fosfat tamponu ile hazirlanan
Giemsa Gurr ile boyandi. Preparatlar distile sy ile yikanarak

kurumaya bairakald: (2,19},

3.2.6, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesinde
Kullanilan Araclar.
Ekim vapilan besiverleri 37°C de, Ozve COzoranl avarlanabilen
inkibatdrde inkiibe edildi {(Heraeus Type B 5061 EK/COE). Periferik
kan kullanarak yaptigimiz g¢alismada kapali kiltlr uygulandigindan

0,-CO orani ayarlanmadia.

é .Santrifﬁj islemlerinde, 800-1000 rpm’e avarlanabilen santrifij
kullanilda (Sorvall GLC-1).

Islnlama.islemi i¢in, 254 ve 366 nm dalga boyvlarini iceren UV
kabini kullanildi (Camag 254/366 nm).

Su banyvosu gerektiren islemler icin, 60°C’a avarlanabilen BRen
Mari kullanildi (Elektro-Mag).

Hazairlanan preparatlarin degerlendirilerelk, resimlerinin
cekilmesi ic¢in Olimpus marka mikroskop ve otomatik resim c¢ekme
dizenegi kullanilda (Olympus BH-2 mikroskecbu, Olympus AD sistem
Exposure Control Unit).

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde student t-testi

uygulandi {STATGRAPHICS Vers. 3.0 ORGST).
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BULGULAR

1

Yasa bagli gelisen ve labeoratuvarda kimsayal ajanlarla
calisilmasi sonucunda olusabilecek SCE sayilarinin arastirildig: bu
caligsmamizda agagidaki bulgular elde edilmistir.

1) SCE frekansinin yasa bagli gosterdigi degisiklikler Tablo

1-3’te sunulmustur:

Tablo 1. Erigkin gruba ait 15’er alanda gdzlenen SCE sayilari.

Denek A B C D E F G Toplam
1 46 23 36 14 9 1 1 129
2 38 20 31 15 6 2 1 113
3 46 27 28 16 10 2 1 130
4 45 24 35 14 8 2 - 129
5 44 22 35 15 8 2 1 126
6 45 22 34 15 8 1 - 125
T 43 21 33 13 8 1 - 119
8 42 20 33 14 7 - 1 116
9 44 21 34 14 9 - - 122

10 44 20 32 11 8 1 1 117

* A,B,C,D,E,F,G Denver yontemine goére adlandirilan kromozom
gruplarini géstermektedir.
Erigkin grubunda bliylik kromozomlarda SCE sayvisi daha fazladair.
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Tablo 2. Cocuk grubuna ait olan deneklerin 15’er alaninda gdzlenen
toplam SCE sayilara

Denek A B C D E F G Toplam
1 29 15 18 8 4 2 1 77
2 31 15 22 11 4 2 1 86
3 29 14 22 9 5 1 - 80
4 30 18 21 10 4 1 - 85
5 30 16 18 9 4 2 - 79
6 31 15 20 10 4 1 - 81
7 31 18 21 8 4 1 = 83
8 28 15 18 9 4 1 1 76
9 29 13 21 9 5 - - 77

10 32 15 22 10 5 1 - 85

Cocuk grubunun blivik kromozomlarindaki SCE savisi daha
fazladir.



Tablo 3. Cocuk ve Eriskin grubuna ait hlicre baslﬁa dliisen ortalama
SCE degerleri.

Denek Cocuk Grubu Eriskin Grubu
1 5.1 8.6
2 5.7 7.53
3 5.3 8.66
4 5.6 8.6
5 5.2 8.4
6 5.4 8.33
7 G, o8 7.93
8 5.06 7.73
9 5.13 8.13
10 5.686 7.8
Genel Ort. (=#SD) 5.39% 0.25 8.17% 0.41

t= -18.51 ; p<0.001 bulundu.

Eriskin grubundaki ortalama SCE degeri daha yliksek bulunmus
olup bu fark anlamlidair (p<0,001).
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2) Laboratuvarda c¢alisan ve calismavan gruplarda gézlenen SCE
degerleri tablo 4-6'da gosterilmistir.

- .

Tablo 4. Laboratuvar personelinde gdzlenen SCE degerleri

Denek A B C D E F G Toplam
1 45 21 35 14 9 1 1 125
2 45 22 35 15 9 1 - 126
3 486 20 34 12 8 1 - 121
4 45 21 33 13 9 2 - 123
5 186 20 34 15 8 1 1 124

Bliyik kromozomlardaki SCE frekansi daha yiliksektir.

Tablo 5. Laboratuvar disi personelde gdzlenen SCE degerleri.
Deriek A B Cc D E F G Toplam
1 45 21 34 13 9 1 = 123
2 44 21 33 15 8 - 1 122
3 46 23 31 15 8 - - 123
4 45 24 32 15 ) - - 125
5 42 24 30 15 8 2 - 121

Buyilik kromozomlardaki SCE frekansi daha vilksektir.

14



Tablo 6. Personelde gdzlenen hiicre basina diligsen ortalama SCE

degerleri.
Denek Laboratuvar Personeli Laboratuvar Disi Per.
1 8,33 ’ 8,2
2 8,4 8,13
3 8,07 8,2
4 8,2 8,33
5 8,26 8,07
Genel Ort(#*SD) 8,25%0,13 8,19% 0,10

t= 0,926 ; p>»0,05 bulundu.
Ortalama SCE degerleri ac¢isindan, iki grup arasinda anlamla

bir fark gdzlenmemistir (p>»0.05).
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TARTISMA ..

Kromozom analiz metodlarindan biri olan ve ©8zellikle
mutajenlerin etkisini gozlemek i¢in kullanilan SCE yontemini
laboratuvarimizda kurmak ve gelistirmeyi amag¢ladik.

Mutajenlerin etkisini goézleyebilmek lig¢in &nce vasa baglz
ortalama degerleri saptamayi hedefledik. Laboratuvardan labora-
tuvara deglstigil dlisiinlilen ortalama SCE degerlerini laboratuvarimiz
i¢in saptamak ve bu oranda yasa bagli bir fark olup olmadigini
gozlemeyl amac¢ladik.

Kromozom elde etme yéntemlerinden en fazla kullanilan metod
periferik kanla calisilan yéntemdir (2,4,5,19,42,44). Kolay elde
edilebilir olmasi ve kaliteli metefazlar elde edilmesi nedeni ile
biz de periferik kan ile ¢alistaik. SCE yontemi, kardes kromatid-
lerin birbirinden farkli bovanarak avirdedilebilmesi temeline
dayanir. Bunu saglamak amaciyvla replikasyon sirasinda timin baza
verine gegebilecek timin analogu olan 5 BrdU kullanild: (1,5,9,21,-
48,49).

Kromatidler arasindaki rezolisyon farkina 1958 vilinda
otoradyografi vontemi ile 3H timidin varliginda ilk gosteren kisi
Taylor olmustur, Daha sonra gelen arastiricilar timin bazi analogu
olarak 5BrdU kullanmislardir. Bu durumda kromatidler arasindaki
rezollisyon daha da artmis, SCE’ler daha kolay gﬁzlénmistir
(19,27,35,36).

Kultir ortamina eklenen BrdU miktari ile metafaz plagi sayvisa
arasinda {20,47,48) iligki vardair. BrdU konsantrasyonu
arttirildiginda mitotik index daha da azalmakta ve belirli bir
oranin uzerinde hemen hemen tumlyvle ortadan kalkmaktadir. Ortama
BrdU yvaninda deoksisitidin (dC) ilavesiyvle (19) BrdU’nun toksik
etkisi kismen ortadan kalkmaktadair. Bizim c¢alismamizda da, dC
eklenen drneklerde mitotik indeksin daha fazla oldugu gézlenmigtir
(19).

Bizim .kullandigimiz SCE yénteminde preparatlar UV ile

46



isi1lanmistir. Isinlamada kullanilan UV’'’nin dalga boyu son derece
dnemlidir. Isinlama karanlikta yvapilmis, preparatlarin glines 1s1ga
almamalarina dikkat edilmistir. 254 nm dalga boyuhdaki 1sinlamada
SCE rezoliisyonu daha iyi gozlenmekte iken, 366 nm dalga bovundaki
igsinlamalarda hemen hi¢ SCE kaydedilememistir. Bir ¢ok arastiraica
da, benzer bulgular elde etmigtir(2,8,19,40). Calismamizda 1sinlama
mesafesi 15-20 c¢m olarak se¢ilmistir. BrdU ile hazirlanan preparat-
larda SCE ’'in gdsterebilmesi ic¢in uygulanan ydntemler arasinda
Floresan-Puls Giemsa teknigi, bunun modifiye tipleri va da UV
kabinine i1htiya¢ duyulmayan Korenberg yontemi bulunmaktadair
(2,6,19,30). Bizim kullandigimiz ydéntem, floresan puls giemsa
tekniginin modifiye bir seklidir.

Callsmamlzda floresan puls giemsa tekniginin uygulanamamasinin
nedeni, bu amagla kullanilan bisbenzimidazol bovasi {Hoechst 33258)
nin saglanamamasidir. SCE eldesinde kullanilan Korenberg yontemini
denevemememizin nedeni ise gerekli 1siva ¢ikabilecek su banyosunun
laboratuvarimizda bulunmavisidar.

Hiicre kiltirind metafazda durdurmak amaciyla kullandigaimiz
colcemid soliisyonunun yiliksek komsantrasyonda olmasi ya da hiicre
kitltiriiniin colcemidde uzun siire tutulmas: ile kromozcmlarin boylara
¢ok kisalir ve kondanse alanlar elde edilir. RKiltiirde colcemide
maruz birakilma siliresi ¢ok azaldiginda da yeterli mitoz elde
edilememektedir. Bu nedenlerle, en ideal sirenin belirlenmesine
calisilmistair., Ozellikle SCE c¢aligmalarinda, kromozom boylarinin
kisa olmasi SCE sayisinin saglikli saptanamamasina yol agmaktadir,
Bu da vanlaisg savimlara neden olarak, hiicrelerdeki SCE
degerlendirilmesini olumsuz yonde etkilemektedir (19).

Rutin amac¢la kullanilan periferik kan kiltiirlerinde, ekimden
vaklasik 70 saat sonra colcemid eklenir. Zamanlama ¢ok dnemlidir,
ciinkii bu donemde hilicreler metafaza girmek {zeredirler. Ivi bir
zaman ayarlamasi ile, bol sayida metafaz plagi elde edilir.

Bir ¢ok arastirici tarafindan desteklendigi gibi kromozomlar

sentromerin yerine ve blyikliiklerine gore gruplara ayvrilarak
vapilan SCE degerlendirilmelerinde, blvik kromozomlardaki

(8zellikle A grubu) SCE frekansi daha fazla gézlenmektedir (51).
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Kromozomlarin boyutlari ile SCE savaisi arasinda dogru bir orant:
olup, G kromozomunun bu kurala uymadiga ve  boyutu ile
kiyaslanmayacak 8l¢iide SCE icerdigi bir ¢ok calismada gdsterilmig~
tir (1,19,20,48). Bizim c¢aligsmamizda da, biiviik kromozomlarda ve
ozelliklede A grubunda fazla savida SCE gozlenmis olup, kromozomlar
kiliglildikge SCE sayisi azalmistar. G grubu kromozomlarindaki SCE
sayvisinin diger kiglik kromozomlardakinden daha fazla oldugu ileri
slirtilmiigse de, bizim gdzlemlerimiz buna uymamaktadir (Tablo
1,2,4,5).

84 saat inkibasyondan sonra kiiltiire colcemid ilave ettigimiz
bir denemede, metafaz plak savisinda kismen artma gdzlenmistir. Ilk
ekimden hemen sonra ortama konan BrdU’in etkisi ile elde edilen
metafaz plaklarinin c¢o8u M3 dbneminde (3. replikasyon sonunda)
oldugundan, genelde SCE ag¢isindan degerlendirilemivecek alanlar
elde edilmigtir, Bu tiir denemeler 6zellikle hiicre ddngii siiresinin
ve kinetiginin aragstirildiga ¢alismalarda kullanilmaktadair
(4,18,19,27,39).

94 saatten daha fazla siiren inkiibasvonlarda, ortamdaki
beéiyeri genellikle kafi gelmemekte; bu da hicrelerin 8liimiine neden
olmaktadir. Bu nedenle periferik kan ile galisilan hiicre kiiltiirle-
rinde en ideal silire 3 glin ya da maksimum 4 giin olarak belirlenmis-
tir (5,19).

Kromozomlarin degerlendirilmesi ic¢in hazirlanan preparatlar
giemsa ile boyandiginda say1l anormalligi saglikli olarak saptanir-
ken;éenellikle insersion, transplantasyon va da transformasvonlar
gok iyi g6zlenememektedir. Bu gibi durumlarda,; preparatlarain
bantlanmasi ile daha kesin sonucglar elde edilmektedir
(2,3,4,5,19,24,42). Kromozomlarda ayni anda hem SCE, hem de
bantlama yvapilmasi ve bunun degerlendirilmesi ¢ok zordur. O yiizden
SCE ydnteminde bantlarin verini saptamak hemen hemen imkansizdir.
Bu nedenle bizim c¢alismamizda da ya bantlama yapilmis, ya da SCE
vontemi uygulanmistar. SCE g¢alismasa sirasainda su banyosu sicak-
liginin 56°C’ye inmesi durumunda, SSC bantlari elde edilmektedir
(2,4,42). Bizim g¢alismamizda da, o6zellikle £2£S8SSC’lik soliisvonlar

kullanildiginda bant goriintiilerinin daha ivi oldugu ¢dzlenmistir.
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Kromozomlarin eldesinde en ©Onemli faktdrlerden biri de
sicaklik olup, bunun sinairlari 37%1 °C’dir. En ideal sicaklik 37°C
olup, 36°C’nin altinda hiicrelerde 61iim gézlenmemekte, fakat sikliis
sﬁregi degismekte ve mitotik indeksin kalitesi, verimi azalmakta-
dir. Oysa 38°C’nin lizerinde (~39°C) hiicreler tlmiivle 8lmektedir
36°C’1n altinda kalma durumunda siire de son derece dnemlidir. Eger
bu silire kisa ise, kiltir sonunda bunun tolere edilebilme imkani
daha kolay iken, siire ¢ok uzadiginda hiicrelerin hiicre siklisiiniin
neresinde oldugu bilinemeyeceginden saglikli sonuc alinamamaktadir
(2,4,19,42).

insan kromozomlarindaki replikasyon, es zamanli olarak
gelismez. Kromozomlarin farkli zamanlarda replike olmalarinin
nedeni bugiin tam bilinmemektedir. BrdU varliginda kromatidler
farkli boyanma &zelligi gdsterirler. Bu lateral asimetri, diger
kromatide oranla daha fazla timin iceren kromatid bdlgelerini
vansitir. BrdU’in iki tam d&ngii boyunca ortamda bulunmasi halinde,
BrdU’'li DNA igeren bir kromatid bir poliniikleotit zincirinde BrdU
bulundururken, kardes kromatid her iki zihcirde de BrdU icerir.
Homolog kromozomlar genellikle ayni anda replikasyona ugrarlar,
fakat inaktif X kromozomu buna uymaz ve daha ge¢ replike olur-
(19,47). Bu durum bizim preparatlarimizda da gbzlenmistir.

Preparatlari hazirlarken kargilastigim glicliklerin en Snemlisi
farkla kromatidlerdeki rezoliisyonun yeterli olmamasi ve kromatidin
vetirince koyu boyanamamasiydi. Bu durum 8zellikle resim c¢ekme
sirasinda dezavantaj varatacagindan, bu konudaki eksikligimiz 254
nm dalga boyundaki UV a1sinlamasi kullanilarak giderilmeve
calisilmistir., Ozlellikle ilk elde ettigimigz prefaratlarda
rezolilisvonun ideal otlg¢iilerde olmamasinin en dnemli nedeninin UV
kabininden kaynaklandigi diisiinilmiistir.

Kimyasal maddenin DNA lizerinde etkiye neden olan en &nemli
faktorler o maddenin konsantrasvonu, kimvasalin tipi ve DNA'wa1
etkileyebilme derecesidir.

SCE, kardes kromatidler arasinda dzdes segmentlerin simetrik
olarak degisimi sonucu ortaya g¢ikar. Mutajenlerin etkisi ile

kromozom DNA’sinda meydana gelen ve replikasyon sirasinda onarila-
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mayan hatalar SCE’lerin olusmasina ve sayica artmasina yol acar.
Mutajenlerin etkisinin arastirilacagi her laboratuvarda oOnce
ortalama SCE’lerin saptanmasai gerekir. Bizim caligsmamizda ¢ocuk ve
vetigkinlerdeki ortalama SCE sayilarinin gdzlenmesi ve aralarinda
bir fark olup olmadiginin saptanmasi amaglanmistir. SCE sayisini
ethileven en ©&nemli faktdrlerden birisi BrdU’nun kullanma dozu
oldugundan, tim c¢alismalarimizda sabit bir BrdU dozu (10ug/ml)
kullanilda. BrdU dozu arttikga, genellikle SCE sayisi da artar;
belirli bir dozdan sonra ise; BrdU’nun toksik etkisi nedeniylé
hiicrelerde mitoz son derece azalir ve hlicre odlimleri gézlenir
(1,5,9,47,48).

Caligmalaraimizda her metafaz plaginda egit sayvida SCE
gézlenmemigtir.Bu nedenle her denekte 15 metafaz plagi deZerlen-
dirilerek, o bireydeki ortalama SCE savisi saptandi: (Tablo
1.2,4.5). Yetiskin grubunda eldé ettigimiz hlicre basina disen SCE
sayisi (FSD) 8.17 % 0.41 iken, c¢ocuk grubunda 5.39 % 0.25
bulunmus olup,gruplar arasindaki bu fark anlamlai idi{Tablo 3;
p<0,001). Yetiskinlere ait olan bulgularimiz, diger bir c¢ok
arastirici tarafindan da desteklenmektedir (7,47,50). Cocuk ve
vyetiskin gruplarindaki SCE sayilari a¢isindan saptadigimiz anlamla
fark ise, bazi ¢alismalarda desteklenirken, bir kisim arastirmaca
tarafindan desteklenmemektedir (10,48,50).

Cesitli kimyasal maddelere toksik dozajlarinin in vivo ortamda
saptanmasinda genellikle CHO, rat, vicia faba veya fare kullanil-
mistir (8,11,26,38). insanda ise kimvasal maddelerin etkisi in
vitrvortamda degerlendirilmeve calisilarak, DNA'da vaptigi hasar
aragstairilmastar (1,18,48). Kimyasal ajanlarla direkt temasta
bulunacak kigilerde, ise alinmadan once ve alindiktan sonra belirli
araliklarla SCE analizi yapilarak, anlamli bir fark olup olmadiga
arastirilabilir. Kanser ~vakalarinda Lkullanilan Xkemoterapinin
DNA’daki etkisinin incelenmesinde yine SCE analizi kullanilabilir
{1,12,15,19,22)., Bizim c¢alismamizda da kimvasallarin etkisi
aragstirilmis olup; laboratuvarda g¢alisan ve kimyvasal maddeler ile
direkt ilgili olan kisilerle, laboratuvar disi personele ait olan

SCE degerleri Tablo 4-5’de verilmistir. Her iki grupta benzer yas
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araliginda olup; sigara, alkol kullanmayvan ve son bir ay icginde
viral enfeksiyon gegirmeyen kisilerden olusmaktadir. Laboratuvar
personelinde gézlenen SCE frekansi (¥SD) 8.25 0.13 iken, etkilen-
memis personeldeki deger 8.19 ¥ 0.1 olarak godzlenmistir.
, Iki grup arasindaki ortalama SCE degerleri arasinda anlamla
bir fark bulunamamistir (Tablo 6; p>0,05). Laboratuvar personelinde
gozlenen SCE frekansinin ¢ok daha vitksek olmamasinin nedeni,
ortamdaki kimyasallarain dlisiik konsantrasyonda bulunmasi ve c¢alisma
ortaminin yeterince havalandirilmasindan kaynaklanbilir. Deger-
lendirilen +vaka sayisinin yvetersiz olmasi nedeni ile bu konuda
kesin bir yorum yapmak sakincalidar.

Laboratuvarimizda SCE y6ntemini kurma caligsmalarimiz 2 yil
6nce baglatildi. Bu ddnemde hazirlanan ilk BrdU’lu preparatlar 6-8
ay sonra boyandiklarinda, SCE’lerin bozulmadigi gbzlendi. Preparat-
lar karanlik ortamda saklanmisti. Kromatidler arasindaki rezoliisvon
SCE sayimi ig¢in yeterli idi. 2 yi1l sonra tekrar bovandiklarinda
ise, SCE gézlenmivordu. Kardes kromatidler arasinda c¢ok az bir ton
fark: olmasina ragmen SCE'lerin saglikli degerlendirilmesi miimkiin
olmadi, Taze preparatlarda SCE ydnteminin daha basarili oldugu
bilinmektedir. Aradan geg¢en uzun zaman BrdU’nun farkli bovanabilme
ozelligini ortadan kaldirmaktadar. Preparat kutusunun gerektiginde
agllmasi sonucunda preparatlarin giines isinlarina maruz kalmas:i da
rezoliisyon farkini ortadan kaldirabilmektedir (1,5,6,48).

Laboratuvarimizda gelistirilmeve calisilan yodntemlerden biri
de bantlamadir, Bu amag¢la Giemsa bantlama (G bant) ve sentromer
bantlama denenmektedir. Giemsa bantlamayi tripsin kullanarak
vapmaktayiz.Rutin amag¢lai c¢alismalarimizda sentromer bantlamayva
6zellikle cinsiyet tayinlerinde desteklevici olarak kullanmaktaviz.
Sentromer bantlama ayni zamanda sentromerde vogun olan
heterokromatinin boyutu hakkinda da fikir vermektedir {(2,4,5,42,~
14).

SCE yvonteminde oldugu gibi, bantlama preparatlarindaki metafaz
plaklarinda bulunan kromozomlarain bovutlari ne kadar blyik ise,
herhangi bir bant hatas: da o kadar Lkolay gézlenir. Daha cabuk

sonug¢ alinabilmesi ig¢in glniimizde kromozom preparatlarini okuvabi
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len bilgisayarlil araglar gelistirilmistir. Bu tir bir alet ile
calisildiginda fotograf gekme ve resim basma islemleri olmavacagin-
dan zaman Lkazanilmaktadair. Ayrica c¢ekilen resfimlerin karvotip
haline getirilmesi ig¢in gereken oldukca uzun bir siire de ortadan
kalkmaktadar (2,42).

En saglikla kromozom analizi bantlama vdntemleri kullanilarak
vapilmakta olup, en vaygin kullanilan metod giemsa bantlamadir. Bu
véntemin digerlerine {stiinligl preparatlarin daha uzun slire
saklanabilmesi, ¢ok yvaslanmis preparatlara da uvgulanabilir olmasi
ve ucuzlugudur. Bantlama ile LKkromozomlardaki translokasyon,
transversion, inversiyon gibi sekil ve yapi anormallikleri kolavca
gdézlenerek, tani konulabilmektedir (4,24,42,44). Amacimiz tim
kromozom bantlama ydutemlerinin laboratuvarimizda kurulmasi ve
6zellikle Y kromozomuna spesifik bir bovama olan Sentromer bantlama
yonteminin de gelistirilmeve caligilmasadar.

Kromozom analiz c¢alismalarinda normal i1sik mikroskobu ya da
floresan mikroskobu kullanilar. Elektron mikroskobu ile kromozomlar
¢ok daha ayrantili olarak incelenebilirken, rutin islemlerde

kullanilmasi imkansizdar. .
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SONUG a

Differansivel bir replikasyon bova teknigi olan SCE yontemini
laboratuvarimizda kurmayl ve gelistirmeyi amaglayan bu calisma-
mizda;

Metafaz plaklarinda g6zlenen SCE savyisinin kromozom biliviik-
1igline paralel olarak artis gdsterdigi;

Farkl: kromozomlardaki replikasyon dénemlerinin es zamanli
olmadigi;homolog kromozomlardaki es =zamanl:i replikasyonun ise
sadece inaklif X kromozomunda gdzlendigi;

Yetigskinlerde gdzlenen SCE sayisinin gocuk yastakilere oranla
daha fazla oldugu;

Havalandirma kogullarinin yeterli oldugu bir ortamda calisan
laboratuvar personelinde gdzlenen SCE sayisinin normalden Snemli
bir sapma géstermedigi;

Cok vaglandairilmig preparatlarda BrdU’lu kromatidin farkl:

[ .

boyanma Ozelliginin ortadan kalktigi; wuzun silire bekletilmenin

preparatlarin kalitesini SCE ag¢isindan bozdugu sonucuna varil-

mistir.

o
(8]



OZET +

Differansiyel bir replikasyon boya teknigi olan ve mutagen-
lerin DNA’daki etkisini arastirmak ve kromozomlarin farkli hizda
replike oldugunu goéstermek amacai ile kullanilan SCE yydntemini
laboratuvarimizda kurmak ve . geligstirmek amacivla vapilan bu
g¢alismamizda, normal popiilasyonda gbzlenen SCE oraninin saptanmasi
dligliniildil,

Yasa bagli olarak SCE oraninda ne tiir bir degisiklik oldugunu
gozlemek amaciyla vaptigimiz calismada toplam 20 kisi degerlen-
dirildi. Bunlar 1-3 wvyag arasindaki 10 c¢ocuk ile, 16-20 vag
arasindaki 10 genci kapsamaktaydi. Egit BrdU dozlarainda (10 pg/ml)
iki grup arasinda anlamli bir fark oldugu gézlendi. Gdzlemlerimize
gore vag ilerledikce SCE sayisil artmakta 1di. Ortalama SCE
sayisinin saglikli olarak deferlendirilebilmesi icin, her denekte
15 metafaz plaga incelendi.

Laboratuvarda ¢alisan ve direkt kimyasallar ile 1iliskili olan;
ayrica laboratuvarda c¢alismayan 5H'er kisilik personel grubu
arasinda ortalama SCE/hlicre savisi ag¢isindan fark olup eclmadaiga
arastarildi. Amacimiz kimvasallara bagli geligen in vive DNA
zararlanmasinin derecesini saptamakti. Sonugta iki grup arasinda
anlamli bir fark gdzlenmedi (P>0,05) .

Ozellikle taze preparatlarin daha ivi sconu¢ verdigil bilinen
SCE yontemini urguladigimizda, preparatlarin hazarlanmasina takiben
gegen uzun sire sonunda BrdU larda bir sdnme gézlenmis ve kromatid-
ler homogen olarak boyanmistair. SCE’ler kromozomlarda esit sayida
dagilmamigslardir. SCE savisinin kromozom bliviikliigiine bagli olarak
degistigi gdzlendl. Degerlendirmeye alinan tum kisilerde en fazla

saptanan SCE degigimi A grubu kromozomlarainda idi.

(9]
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SUKMARY

In this study performed in our laboratory, we aimed to
establish and improve the SCE method which 1is a differential
replication staining tecnigue used to investigate the effects of
mutagens on DNA and to demonstrate the differences of chromoscmal
replication rates. For this purpose, we tried to evaluate SCE ratio
in the normal population.

In our siudy, 20 subjects were evaluated to determine the
effect of age on the type of changes in SCE ratios. The subject
groups included 10 children between 1 to 3 years, and 10 adults
between 18 to 20 years old. When similar dosages of BrdU (10 pg/ml)
wvere appllied, a significant difference was observed between thece
groups. SCE numnber was determined to increase with age. To estimate
the mean SCE number reliably, 15 metaphase areas were examined in
each subject.

In order to evaluate the differences in mean number of
SCE/cell, 2 groups of subjects were developed. Each group included
5 subjects. Cne group was working in a laboratory and dealing with
the chemicals directly, whereas the other did not have any contact
with chemicals. In this part of our study, we aimed to determine
the degree of in vivo DNA injury, developing due to chemicals. We
could observe rno significant differences between these two groups
(P>C.05).

It is known that SCE method gives better results when
especially applied to fresh preparations. We also cobserved similar
results; when aged preparations were used, BrdU lost much of its
effect, and the chromatids were oberved to be stained homogencusly.

SCE’s were not distributed in egual numbers in the chromo-

SO

g

es. SCE number was ocohserved to change in accordance with the

[
N

size of the chromoscmes., WwWhen all subjects were evaluated, SCE

numbelr was determined to be the most in A group chromosomes.
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