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OZET

10 saglikli yenidogan bebegin kordon kanindan elde edi-
lerek gesitli konsantrasyonlardaki Bromodeoxyuridine (BrdU)
mevcudiyetinde {Uretilen  hiicrelerde akrosentrik kromozom
asosiasyonlari incelendi ve degerler BrdU ilave edilmeyen
hicrelerdeki degerlerle karsilastirildi. Sonugta, BrdU ilave
edilen ve edilmeyen hiicrelerdeki Satellit Asosiasyon oranlari
arasinda oOnemli farkliliklar mevcut olmadigi gorildi. BrdU
mevcudiyetinde {iretilen hiicrelerde gdzlenen asosiasyonlar
Kromozom gruplari ve asosiasyon tiplerine gore siniflandiril-
diginda ne BrdU konsantrasyonunun ne de asosiasyon tipinin
satellit asosiasyonlarinin frekansina etki etmedigi goriildd.
BrdU mevcudiyetinde iiretilen hiicrelerde, asosiasyon halindeki
akrosentrik kromozomlarda kromatidlerin tesadiifi olmayan bir

sekilde davrandigina dair herhangi bir delil elde edilemedi.

SUMMARY

A Study on the Satellite Association in Acrocentric

Chromosomes: Is it a Randomized Phenomena ?

Blocd samples were obtained from 10 healthy newborn

babies and cultured in the mediums containing various
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concentrations of Bromodeoxyuridine (BrdU).The produced cells
then investigated for acrocentric chromosome associations and
compared with those of control cells produced in the absence
of BrdU. The satellit association rates of the cells produced
with or withouth BrdU found to be unchanged. Also, the
association of the chromosomes in the produced cells in the
mediums containing BrdU was classified accordingto chromosome
groups and the types of association, and it was found that
neither BrdU concentrations nor the type. of association
scored had any significant effect on the fregquency of
chromatid association. Thus, we found no evidence for a
nonrandom alignment of chromatids in associated acrocentric

chromosomes.
GIRIS

Insanda 13,14,15 ve 21,22 numarali 5 ¢ift akrosentrik
kromozomun Kkisa kollarina rRNA lar: kodlayan genler tasiyan
bolgeler yerlesmistir. Bu bdlgeler "Niikleolusu Olusturan Bol-
geler" (Nucleolar Organizer Regions-NORs-) olarak adlandiri-
lir (1,2,3). Birden fazla kromozomun NOR DNA'lari c¢oOziinerek
tek bir niikleolusun olusmasini saglar. Mitoz esnasinda, nuk-
leolus gdzden Kkaybolur fakat nilkleolus olusumuna katilan
akrosentrik kromozomlarin kisa kollari metafaz evresinde ya-
kinliklarini koruyarak gruplar olugturabilirler. Bu gdriiniim
"Satellit Asosiasyonu'" olarak isimlendirilir ve bu yakinlik
daha sonraki metafazda da devam eder. Asosiaéyon halindeki
kromozomlarin niikleoprotein komplekslerinin birbirleri ile
Gok yakin bir iligki iginde oldugu otoradyografik olarak gos-
terilmistir (4,5).

Hicre bdlunmesinin anafaz evresinde, herhangi bir kromo-—
zomun kromatidlerinin diger kromozomlardan bagimsiz olarak

ayrilip, Kkutuplara dogru gekildigi Genetik'de kabul edilen
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temel bir goristiir. Bu nedenle, metafaz kromozomlarinda goz-
lenen BSatellit Asosiyasyonu (SA) na etki eden faktdrleri
arastirmak amaciyla pekgok galisma yapilmistir (6,7,8,9,10).
Bu galigmalardan bazilarinda; sekonder darliklarin buyiukligu,
NOR aktiviteleri ve rDNA miktarlari ile kullanilan doku tipi-
nin SA frekansina etki edebilecegi bildirilmistir (11,12,13).
Ayrica,son zamanlarda gelistirilen ve bir kromozomun iki kro-
matidinin farkli boyanmasini saglayan boyama yontemleri de bu
amagla kullanilmaya baslanmistir. Bu yodntemlerde S5-Bromo-2-
deoxyuridine (BrdU) mevcudiyetinde 2 hiicre siklusu gegiren
hiicrelerde BrdU Timidinin yerini almakta ve BrdU alan kroma-
tidlerin boya baglama kapasiteleri azalmaktadir. Sonugta, bir
iplikgigi ve her iki iplikg¢igi BrdU almis kromatidler olus-
makta, bu "eski" ve "yeni" kromatidler farkl:i boyanmaktadir
(14),

BrdU mevcudiyetinde iiretilen hicrelerde, hiicre siklusu-
nun S ve G2 fazlarinda bazi kromozom bdlgelerinde despirali-
zasyon ortaya giktigi ve bu etkinin doza bagli oldugu goste-
rilmistir(15). Despiralizasyonun DNA daki Timinin yerini BrdU
almasindan ziyade, kromozomlardaki DNA-protein kompleksinin
modifikasyonuna bagli oldugu ileri sUrilmistir. Aktif NOR
bolgelerinde ortaya c¢ikacak bu sekildeki bir modifikasyonun
NOR'larin fonksiyonunu degistirerek SA frekansi iizerine etki-
1li olabilecegi one siiriilmiistiir (16,17).

Bunun Otesinde, SA frekansini inceleyen gesitli arastir-
malar yapilmis ve bu g¢alismalarin bazilarinda farkli akro-
sentrik kromozomlarin asosiasyona katiliminin tesadiifi oldu-
gu, bazilarinda ise tesadiifi olmadigi bildirilmistir (18,19,
20,21). Bu farkla gorusleri incelemek amaciyla mevcut galisma
duzenlenmis ve farkli BrdU konsantrasyonlarinin SA frekansi
ve asosiasyonda ige karisan kromozom gruplari ile asosiasyon

tipi lUzerine olan etkileri incelenmistir.
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MATERYAL wve METOD

Sagliklli gebelik gegiren annelerden dogan, 5 kKiz ve 5
erkekden olusan toplam 10 bebekten heparinlenmig enjektor ile
kordon kani alindi. Alinan Odrnekler % 20 FCS, % 3 PHA ve
antibiyotik igeren Mc Coy's 5A (Gibco) besi ortamina steril
kosullarda ilave edildi. Her bir birey ig¢in 4 ayri Kkultur
ortami hazirlandi ve 37°C de 72 saat inkiibe edildi (22).Ureme
periyodunun ilk 24. saatinde kiltir siselerinden Uglne sira -
siyla 10, 20, 40 ug/ml BrdU ilave edilip, 1s1gin fotolitik
etkisinden korumak amaciyla aliminyum kagltlara sarildi. BrdU
ilave edilmeyen bir kiiltir sigesi kontrol olarak degerlendi-
rilmek lzere inkube edildi. Biitiin kiltirlere iireme siresinin
son iki saatinde 0.1 ;:g/ml Colchcine (Gibco) ilave edildi.
0.075 M KCI ile 8 dakikalik muameleden sonra ilreyen hiicreler
3:1 Metanol: Asetik asit ile tesbit edildi. Taze hazirlanmig
fiksatif solusyonu ile 3 kez yikanan hiicreler temiz ve kuru
lamlara yayilip havada kurutuldu.

Kontrol kiiltirlerinden hazirlanan preparatlar % 5 1lik
Giemsa ile boyandi. BrdU ilavesi ile hazirlanan kultlirlerden
elde edilen metafaz kromozomlari koyu ve agik boyanan Kroma-
tidleri ayirt edebilmek amaciyla Korenberg ve Freedlender'in
(23) dnerdigi gekilde boyandl,lBunun igin; 1-3 gin oda sicak-
liginda bekletilen preparatlar 1 M NaH2PO4.2H20 (pH= 8.0-8.1)
solusyocnu ig¢inde 88°C de 10 dk bekletildi.Hizla distile sudan
gegirilen preparatlar 5-7 dk % 5 1lik Giemsa ile boyandi,
Entellan (Merck) ile kapatildx.

Kontrol kiiltlrlerinden elde edilen preparatlarda iyi da-
gilmis 50 metafazin kromozomlarinda SA lari sayildi ve aso-
siasyonlarda ise karisan kromozom gruplari ile asosiasyon
Tipi tesbit edildi. BrdU ilavesiyle hazirlanan kiltiirlerden

elde edilen preparatlarda da, koyu ve agik boyanmis kromatid-
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lere sahip, iyi dagilmis 50 metafazda akrosentrik kromozom-
l1ardaki SA lari Ozel olarak hazirlanmis formlara kaydedildi.
Sayimlarda hataya diismemek igin 46 kromozomu tam olén meta-
fazlar degerlendirildi.

Degerlendirmelerde, iki akrosentrik kromozom arasindaki
mesafe 1 kromatidden daha az ise bu kromozomlar asosiasyonlu
olarak kabul edildi. Asosiasyonlar, kromozomlarin yerlesimle-
rine bagli olarak 3 tipe ayrildi: iki akrosentrik kromozom
ug uca eslenmis ise Tip 1; akrosentrik kromozomlar arasindaki
agi 90°-180° ise Tip 2; kromozomlar hemen hemen yan yana bir
yerlesim gosteriyorsa Tip 3 olarak degerlendirildi (Sekil-1).
Her 3 tip asosiasyon da asosiye olmus kromozomlarin gruplari-
na gore D/D, D/G, G/G olarak siniflandirildi. BrdU almig me-
tafazlarda sayilan tim asosiasyonlarda, karsgi karsiya gelen
kromatidleri ayni boyananlar konkordant; karsi karsiya gelen
kromatidleri farkli boyananlar diskordant olarak tanimlandi.
Kardes kromatid degisimi olan kromozomlarin ise karaistigi

asosiasyonlar degerlendirmeye alinmadi.

Tip Konkordant Diskordant

\V,
‘/\X

., \/T

s V& N£&

Sekil-1: Ug tip asosiasyonda konkordant ve diskordant

kromozomlarin pozisyonlari.
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BULGULAR

BrdU ilave edilmeyen kontrol kiiltiirlerinden elde edile-
rek incelenen toplam 500 hiicrede 387 SA gozlenmistir. 10,20
ve 40 ug/ml BrdU ilave edilen kiiltiirlerde ise bu degerin
sirasiyla 285, 293, 311 oldufu ve deferler arasindaki farkla-
rin istatistiksel olarak dnemsiz oldugu saptanmistir(p > 0.05)
(Tablo I).

BrdU konsantrasyonunun SA larinin kromozoni gruplarina
gore dagilimina ve asosiasyon simetrisine etki edip etmedigi-
ni incelemek lizere yapilan degerlendirme sonuglari tablo II
de verilmistir. Buna gore; 10 v g/ml BrdU ilave edilen hiicre-
lerde toplam 91; 20 ug/ml BrdU ilave edilen hiicrelerde toplam
97;40 wpg/ml BrdU ilave edilen hiicrelerde ise toplam 112 D/D
asosiasyonu gozlenmigtir. Bu hilicrelerdeki konkordant asosias-
yonlarin oranin sirasiyla % 53,84; % 54,63; %54,46 oldugu
gorilmis ve deBerler arasindaki farkin istatistiksel olarak
Onemsiz oldugu anlasilmistir (p > 0.05). Ayni hiicrelerde goz-
lenen toplam D/G asosiasyonlarinin sayisi 10 ng/ml BrdU ilave
edilen hiicreler igin 139, 20 pg/ml BrdU ig¢in 142, 40 pg/ml
BrdU igin 141 olarak bulunmugtur. Bu hiicrelerde gozlenen
konkordant asosiasyonlarin orani sirasiyla % 50,35; % 59,15
ve % 42,55 olarak saptanmigs ve degerler arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemsiz oldugu bulunmustur(p > 0.05).,Ayn1
sekilde BrdU ilave edilen hiicrelerde G/G asosiasyonlarinin
sayisi 10,20 ve 40 upg/ml BrdU i¢in sirasiyla 55,54,58 olarak
saptanmistir.Bu hiicrelerdeki konkordant asosiasyonlarin orani
% 45,45; % 55,55: % 46,55 olarak hesaplanmistir. Degerler
arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (p > 0,05),

{Tablo IT).
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Tablo-I: Cesitli BrdU konsantrasyonlarinda godzlenen SA

frekansi.

BrdU Kon. Incelenen Asosiasyonlu Asosiasyonlu

(pg/ml) Hiicre Hic. Sayisi Sayisi P
0 500 268 387 >0,05
10 500 212 285 > 0,05
20 500 223 293 >0,05
40 500 236 311 > 0,05

Tablo-II: Toplam asosiasyonlarin BrdU dozu ve Kkromozom

gruplarina gore dagilimi.

BrdU Kon. Kromozom Toplam Konkordant % Konkor-
(pg/ml) Grubu Asosiasyon Asosiasyon dant Aso. P
10 91 49 53,84 > 0,05
20 D/D 97 53 54,63 > 0,05
40 112 61 54,46 > 0,05
Toplam: 300 163 54, 33
10 139 70 50,35 >0,05
20 D/G 142 84 59,15 > 0,05
40 141 60 42,55  >0,05
Toplam: 422 214 50,71
10 55 25 45,45 > 0,05
20 G/G 54 30 55,55 > 0,05
30 58 27 46,55 > 0,05

Toplam: 167 82 49.10
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BrdU konsantrasyonunun asosiasyon tipine ve asosiasyon
simetrisine etki etip etmedigini incelemek lzere yapilan de-
gerlendirme sonuglari tablo III'de verilmigtir.Buna gore; 10,
20 ve 40 ug/ml BrdU ilave edilen hiicrelerde sirasiyla toplam
106, 109 ve 98 Tip 1 asosiasyonu godzlenmis ve bu asosiasyon-
larin % 47,16, % 55,04 ve % 45,91 inin konkordant oldugu an-
lasilmistair. Degerler arasindaki fark Onemsizdir (p > 0,05).
Ayni degerler Tip 2 ve Tip 3 asosiasyonlari ig¢in de hesaplan-
mis ve her iki tipde de konkordant asosiasyon oranlarinin
onemli bir degisiklik gdstermedigi saptanmigtir (p > 0.05),

(Tablo III).

Tablo-III: Toplam asosiasyonlarin BrdU konsantrasyonu ve

asosiasyon tipine goOre dagilimi.

BrdU Kon. Asosiasyon Toplam Ascs. Konkordant Konkordant

(ng/ml) Tipi Sayisi As.Sayisi Asos. % P
10 106 50 47,16 0,05
20 Tip 1 109 60 55,04 > 0,05
40 98 45 45,91 w05

Toplam: 313 155 49,52
10 156 81 51,92 > 0,05
20 Tip 2 164 96 58,53 > 0,05
40 186 92 49,46 > 0,05
Toplam: 506 269 53,16
10 23 13 56,52 > 0,05
20 Tip 3 20 & TR 55,00 > 0,05
40 _ 27 11 40,74 > 0,05

Toplam: 70 35 50.00
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TARTISMA

Hucre bolinmesinin anafaz evresinde kromozomlarin bagimsiz
olarak ayrildifi temelde kabul edilmekle birlikte, metafaz
evresinde NOR tasiyan akrosentrik kromozomlarin kisa kollari-
nin siklikla asosiasyon halinde oldugu goriilmektedir. Bazi
arastiricilar, bir nikleolusun olusmasinda NOR tasiyan birden
fazla kromozom.ige karigtigl ve bu kromozomlarin pozisyonlari
sonraki metafazlarda korundugu igin SA larinin ortaya ¢ikti-
gin1 ©ne siirmislerdir (1-5). SA larina farkli akrosentrik
kromozomlarin katiliminin tesadifi oldufunu ve tesadiifi olma-
digini bildiren g¢alismalar mevcuttur. Schmid ve arkadaslari
(24), sekonder darliklarin biiyilikliigi ve NOR aktivitelerinin
SA frekansi lzerine etki edebilecegini gostermislerdir.Benzer
bulgular DNA-RNA in situ hibridizasyon metodu kullanilarak
Warburton ve arkadaslarinca (25) da bildirilmistir ve daha
fazla miktarda rDNA igeren NOR larin SA da daha siklikla ise
karistigi vurgulanmistir. Miller ve arkadaslari (26) da insan
lenfosit kulturlerindeki SA frekansinin NOR larin aktivitesi
ile iligkili olabilecegini gdstermislerdir. Bununla birlikte,
lenfosit ve fibroblast gibi farkli doku kiiltiirlerinde SA fre-
kansinin farkli oldugu bildirilmis (13) ve SA frekanslar:i
arasindaki farklarin NOR aktivitelerindeki farklar disindaki
etkenlerle de ortaya gikabilecegi ileri sirilmistiir.

BrdU kullanilarak yapilan galismalarda hiicre siklusunun
Sayisi arttikga SA frekansinin belirgin olarak azaldigi goste-
rilmigtir. Bu azalmanin sebebi, 2. ve 3. mitozlarda gegirilen
interfazin, 1. mitozun interfazindan daha kisa olmasi ve kisa
interfazlarda kromozom pozisyonlarina bagli olarak SA ihtima-
linin azalmasi seklinde agiklanmistir (21).

BrdU ilave edilmis ve ayni hiicre siklusunu gegirmekte
olan hiicrelerin incelendigi Bobrow ve Heritage'in (18) c¢alis-

malarinda, ug uca asosiasyon yapmls olan akrosentrik



60 Aynur Acar, Sennur Demirel, Hasan Acar

kromozomlarin kromatidlerinin mitotik metafazda tesadiifi ol-
mayan bir gekilde dizildiZi ve sonraki hiicre boliinmesinde
tesadiufi olmayan davranis gosterdifi ortaya konmustur. Bu
arastiricilar BrdU mevcudiyetinde 2 ve 3 lireme siklusu gegi-
ren hﬁcrelerdé iki kromozomun ise karistigi akrosentrik aso-
siasyon oraninin % 83 oldugunu ve konkordant asosiasyonlarin
% 50 1lik beklenenden ©nemli derecede sapma gosterdigini bil-
dirmigslerdir. Bu durumda, gdzlenen tesadﬁfi—olmayan SA larin
muhtemelen BrdU'in Kendi etkisi ile iligkili olabilecegi ile-
ri sirilmistir.

Buna Kkarsin, Donahue ve Jacobs (19) BrdU ilave edilen
kiltirlerde gbzledikleri SA larinin % 51 inin konkordant ol-
dugunu; ne BrdU konsantrasyonunun ne de asosiasyon tipinin SA

larinin tesadufiligi Uzerine etki etmedifini bildirmislerdir.

Galigmamizda da 10, 20, 40 pg/ml BrdU ilave edilen ve
BrdU ilave edilmeyen hiicrelerde SA frekanslari arasinda OSnem-
1i farkliliklar mevcut olmadigi saptanmistir.Belirli dozlarda
BrdU ilave edilen hiicrelerde de BrdU dozuna bagli olarak kon-
kordant asosiasyonlarin beklenen % 50 1ik orandan &nemli bir
sapma goOstermedifi anlasilmistir. Bu bulgumuz, 10-25 ¢ M Brdu
mevcecudiyetinde Uretilen lenfositlerde SA frekansinin kontrol-
lere gbore onemli bir artig gostermedigini bildiren Beek ve
Sigmund'un (21,27) bulgulari ile uyumludur. BSylece, bu aras-
in kendisinin SA frekansini artirmadigi goriisii desteklenmig-
tir. "Ancak Musilova ve arkadaslari (17) 250 y M BrdU dozunda

SA frekansinin artigini gozlemisler ve bu durumun BrdU in
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kendi etkisi ile degil,NOR lardaki protein - DNA kompleksinin
modifikasyonuna bagli olabilecegini bildirmislerdir.. Calisma-
mizda bu goriisi ele alacak dozda BrdU kullanilmamis olup,
kullanilan BrdU dozlarinda SA frekansinda dnemli degigiklik-

ler olmadigi saptanmistir.
Benzer sekilde, gesitli dozlarda BrdU ilave edilen hiic-

relerde farkli kromozom gruplari ve farkli asosiasyon tiple-

rinde gozlenen konkordant asosiasyon oranlarinin oOnemli bir artag

gostermedigi saptanmistir. Bu bulgularimiz, yalnizca ug¢ uca
eslesmis asosiasyonlari ele alan ve asosiasyonlarin tesadifi
olmadigini ©ne siiren Bobrow ve Heritage'ain (18) bulgulari ile
uyumsuz gorinmekle birlikte, Donahue ve Jacobs (19) un bulgu-
larini desteklemektedir. SA larinin incelenmesinde gozlenen
asosiasyon oranlari lzerine degerlendirmeye alinan asosiasyon
tipinin Onemli olabilecegini ve sayimlarda tek tip asosias-
yonlarin ele alinmasinin konkordant asosiasyonlarin frekansi-
n1 goreceli olarak artirabilecegi bildirilmistir (19). Bu ne-
denle g¢alismamizda, seg¢imdeki hatalardan kaginmak amaciyla
Donahue ve Jacob's un odnerdigi sekilde tim asosiasyonlar sa-
yilmig ve pozisyonlarina gore siniflandirilmigtir. Boylece,
bir asosiasyon tipindeki artma, diger bir asosiasyon tipinin
azalmasina neden olacakti.Buna ragmen, her 3 tip asosiasyonda
da Kkonkordant ve diskordant asosiasyon oranlari arasinda
onemli bir fark saptanamamistir. Sonugta, BrdU mevcudiyetinde
Uretilen hicrelerde, akrosentrik kromozomlardaki kromatidle-
rin tesadiifi davranmadigina iliskin herhangi bir delil elde

edilememigtir.
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