DENEY NO: 6

KROMOZOMAL HASARIN BELIRLENMESINDE KULLANILAN GENOTOKSISITE
TESTLERI

A) Genel Bilgi:
GunUmuzde, hiicre fonksiyonlarina etki edebilecek bircok kimyasal ve fiziksel ajanla
karsilasiilmaktadir. Bu ajanlara maruziyette uzun vadede en Onemli problemlerden biri
genotoksisitedir.

Genotoksisite tayini icin, birgok test sistemi gelistiriimistir. Ancak uygulanabilirliklerinin kolay
olmasi nedeni ile “Kardes Kromatid Degisimi” (SCE) ve “Mikrocekirdek” (MN) testleri, en
yaygin olarak kullanilan testler arasindadir.

1) SCE (Sister Chromatid Exchange, Kardes Kromatid Degisimi)

SCE, bir kromozomun 2 kardes kromatidi arasinda genetik materyalin degisiminin gorilmesi
esasina dayanan bir yontemdir. Kirllan kardes kromatidlerin yer degistirmesi, ginimuz
bilgilerine gore 6zdes “locus” lar arasinda olmasi nedeniyle bu testin énemi tartismalidir.
Ancak herseye ragmen, genotoksik maddelere maruziyetin belirlenmesinde kullanilan en
hassas yontemlerdendir.
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SCE testleri genellikle insan periferal kan lenfositleri ile yapilmaktadir. Periferal
lenfositler, hicre siklusunun Gg fazinda iken bunlari stimule etmek icin aspesifik bir antijen
olan phytohemaglutinin kullanilarak bélinmeleri saglanir. Fiksasyondan hemen once, hicre
bdlinmesini metafazin 2. mitozunda durdurmak icin ise kolgisin ilave edilir.



Kromozomlardaki iki

kromatidi

ayirt edebilmek igin,

bu kardes kromatidlerin farkli

boyanmalari mimkindir. Bu amagla, hicre kiltirine, bdlinmenin 24. saatinde BrdU
(Bromo-deoksi Uridin) katilir. BrdU, bir timin analogudur ve DNA ile birlesebilme o6zelligi

vardir.
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BrdU, kromatidlerin tek bir DNA sarmalinin yapisina girmis ise mikroskopta goérulen renk,
daha koyu gorllecektir. Ancak her 2 DNA sarmali da BrdU iceriyor ise, renk daha acik
olacaktir. Kardes kromatidlerde bir degisim olmus ise, yani genotoksik bir maddeye maruz
kalinmigsa, koyu koldan bir parga, agik tonda gorilen koldaki parga ile yer degistirecektir.
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SCE, genotoksik bir maddeye maruz kalinip kalinmadigini belirlemeye yarayan bir
yontemdir. Cok duyarli bir testtir, cok kiglk oranlardaki maruziyeti bile tespit edebilmesi
blylk bir avantajidir, fakat mutajenite hakkinda belirleyici bir sonu¢ vermemektedir. Bir
numunede “SCE/hlcre’nin yiksek c¢ikmasi, o bireyin kanser olacadini gdstermeye
yetmemekle birlikte her kanser vakasinda “SCE/hicre” ylksek ¢cikmaktadir. Bu da, DNA'nin
kendini onarma yetenegdi ile agiklanabilir.

2) MN (Mikronucleus, Mikrogekirdek)

MN, boélinmekte olan hiicrenin c¢ekirdeginden kopan kromozom pargalarinin veya tam
kromozomlarin goérulmesine dayanan bir yontemdir.
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MN testleri, genellikle insan periferal kan lenfositleri ile yapilmaktadir. Hucrelerin
boéliunmesini stimule etmek amaciyla phytohemaglutinin kullanilir. Normal sartlarda hicre
bolinirken, 6nce c¢ekirdek bdlinmesi gerceklesir; daha sonra sitoplazma bolunerek iki
hicre olusur. Sitokalasin, sitoplazma bdélinmesi asamasinda bu bélinmeyi engelleyerek tek
bir sitoplama iginde 2 c¢ekirdek goérilmesini saglar, cekirdekten kopma var ise bu
mikrogekirdegin gérilmesine olanak verir.
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MN, SCE’ye oranla daha belirleyici sonu¢ vermektedir, ancak SCE kadar duyarl bir yéntem
degildir.



B) Deneyin Yapiligi:

1)SCE:

Inkiibasyon:
Deney tlplerine kan numunesi, FCS iceren bir kiltir ortami ve phytohemaglutinin konur.

37°C'lik etiivde inklibe edilir. 24. saatte BrdU ilave edilir. 68. saatte kolsisin ilave edilir. 72.
saatte hicre ve kiltir ortami santrif(j edilir. Stpernatant atilir. Bu asamaya kadar olan
islemlerin tamami, steril kosullarda yapilir.

Fiksasyon:
1. Hucreler hipotonik KCI ile muamele edilir.

2. Tupler santrifiij edilir, sipernatant atilir.

3. Tupler calkalanirken, Carnoy’s c¢ozeltisi (glasiyal asetik asit : metanol, 1:3) ilavesi ile
fiksasyon yapilir.

Tlpler santriflij edilir, sipernatant atilir.
Carnoy'’s ¢ozeltisi ile fiksasyon yapllir.
Tapler santriflij edilir, sipernatant atilir.

Temiz lamlar Gzerine hiicre slspansiyonu yiksek bir mesafeden damlatilarak slaytlar
hazirlanir.

N o ok

Boyama: Hoechst ve Giemsa yardimi ile lamlar boyanir ve mikroskopta incelenmek Uzere
kurutulur. Mikroskopta kiriimalar sayilir.

Degerlendirme: Her bir birey icin “ortalama SCE/ hiicre” dederi hesaplanir. Bu deder, kontrol
grubu degerinden ylksek ise bu durum; kiginin genetik materyali (DNA) etkileyebilen bir
kimyasal maddeye maruz kaldigini gosterir.

2)MN:

Inkiibasyon:
Deney tlplerine kan numunesi, FCS igeren bir kdltir ortami ve phytohemaglutinin konur.

37°Cllik etiivde inklbe edilir. 44. saatte her bir tlipe sitokalasin-B ilave edilir. 72. saatte tlipler
etlvden alinir, hicre ve kultir ortami santrifij edilir. SUpernatant atilir. Bu asamaya kadar
olan iglemlerin tamami, steril kosullarda yapilir.

Fiksasyon:
1. Hducreler hipotonik KCl ile muamele edilir.

2. Tupler santrifij edilir, sipernatant atilir.

3. Tupler calkalanirken, Carnoy’s cozeltisi (glasiyal asetik asit:metanol, 1:3) ilavesi ile
fiksasyon yapilir.

Tapler santriflyj edilir, sipernatant atilir.

Carnoy’s ¢ozeltisi ile fiksasyon yapilir.

Tlpler santriflij edilir, sipernatant atilir.

Temiz lamlar Gzerine 3-5 damla supernatant damlatilir ve yayilarak slaytlar hazirlanir.

N o ok

Boyama: May-Grinvald Giemsa c¢ozeltisi yardimi ile lamlar boyanir ve mikroskopta
incelenmek Uzere kurutulur. Mikroskopta mikrogekirdekler sayilir.

Degerlendirme: Her bir birey igin 1000 adet cift gekirdekli hiicrelerdeki mikrogekirdek sayisi
belirlenir. Elde edilen sayi, kontrol grubu degerinden yuksek ise; genetik materyali (DNA)
etkileyebilen bir kimyasal maddeye maruz kalindigi sonucuna varilir.




