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LENFOSITLERDEKI CEKIRDEK-ICi NORs PROTEINLERI DUZEYININ,
TRiZOMi 21’Li BEBEK/COCUKLARLA SAGLIKLI KONTROLLERI ARASINDA
KARSILASTIRILMASI

OZET

Down Sendrom (DS)’u ya da trizomi 21 en ¢ok goriilen ve en iyi bilinen kromozomal
bozukluklardan biridir. Ancak bu sendromda, diger kusurlarla birlikte zeka kusurunu
olusturan etmenler heniiz tam olarak agiklanamamustir. DS’lu hastalar, tasidiklar1 fazladan
21.kromozomdan dolayr fazladan bir rRNA gen familyasina sahiptirler. Daha Onceki
calismalarimizda, mitojenle uyarilmig DS’lu hastalarin lenfositlerinin hem interfaz hem de
metefazinda, AgNOR proteinleri sentezini, saglikli kisilerinki gibi yapamadiklarini, saglikli
kontrollere gore fazladan AgNOR proteinleri sentezlediklerini gostermistik. Bu hastalarin
lenfositlerindeki in vivo AgNOR-protein diizeylerinin de saglikli kontrollere gore daha fazla
oldugu bir diger caligmalarimizda gosterilmistir. Bu ¢alismamizda ise, DS’lu lenfositlerinin
niikleoplazmalarindaki AgNOR-protein diizeyinin in vivo olarak saglikli kontrollere gore
degisim gosterip gostermedigi arastirllmistir. Bu amacla 0-7 yas aras1 20 hasta ve aymi yas
grubundan 20 saglikli kontrollerinden alinan kanlar, dogrudan lam iizerine yayilarak AgNOR
boyama yapildi. Her iki grubun lenfosit niikleoplazmalarindaki AgNOR protein diizeyleri, bu
amag¢ icin 0zel hazirlanmis bir bilgisayar programi ile dl¢tildi. Her bir kisi i¢in 100’er adet
lenfosit ¢cekideginin AgNOR-proteini 6l¢iildii ve sonuglar Student—t testi ile karsilagtirildi.

DS’lularin lenfosit niikleoplazmalarindaki in vivo AgNOR protein diizeylerinin kontrollere
gore daha fazla miktarda oldugu bulundu (p<0.001). Sonu¢ olarak, in vivo ortamda, DS’lu
hasta lenfositleri saglikli kontrollere gore daha fazla AgNOR-proteini sentezlemektedirler.
Elde edilen bu sonug, dnceden yayinladigimiz ve sendromun sebebini agiklayan “wasted

energy” (bosa harcanan enerji) hipotezini desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: AgNOR-proteinleri, Down sendromu, Lenfosit, trizomi 21.



II

COMPARISION OF THE NUCLEOPLASMIC NORs PROTEIN LEVELS IN
LYMPHOCYTES BETWEEN TRISOMY-21 BABIES/CHILDREN AND HEALTHY
CONTROLS

ABSTRACT

Down syndrome (DS) or trisomy 21 is by far the most common and best known of the
chromosome disorders. Nevertheless, the factors contributing to the mental retardation
together with other defects in this syndrome have not yet been fully explained. DS patients
have extra rRNA gene family due to carrying an extra-chromosome 21. In our previous
studies we have shown that mitogen-stimulated lymphocytes from DS patients can not down-
regulate AgNOR-protein synthesis in both interphase and metaphase as do lymphocytes from
healthy individuals and synthesize much more AgNOR-protein when compared to healthy
controls. In our other previous studies, it has been also shown that the lymphocytes from these
patients have a much higher in vivo AgNOR protein content as compared to healthy controls.
In the current study, we investigated whether there is any change in in vivo AgNOR-protein
level in nucleoplasms of lymphocytes from DS patients with respect to healthy controls. For
this purpose, peripheral blood samples from 20 DS patients and 20 healthy controls both in
the same age range of 0 to 7 years were smeared on clean glass slides and then AgNOR
staining was performed. AgNOR-protein levels in nucleoplasms of lymphocytes from both
groups were measured using a software specifically designed for this purpose. For each
person, AgNOR-protein levels in 100 nuclei of lymphocytes were measured and the results
were compared by means of Student—t test. In vivo AgNOR-protein levels in nucleoplasms of
lymphocytes from DS patients were found to be significantly higher than those of the controls
(p<0.001). In conclusion, lymphocytes of DS patients under in vivo conditions synthesize a
higher amount of AgNOR-protein with respect to healthy controls. The present findings
obtained support our previously published “waster energy” hypothesis explaining the cause of

the syndrome.

Key Words: AgNOR-proteins, Down syndrome, Lymphocyte, trisomy 21.



1. GIRIS VE AMAC

NORs (Nucleolus Organiser Regions)’lar insanda bes ¢ift akrosantrik kromozomlarin ikincil
bogumlarina yerlesmis ardisik olarak yinelenen rRNA gen familyasidirlar. Down Sendrom
(DS)’lu hastalar, tasidiklar1 fazladan 21.kromozomdan dolayr fazladan bir rRNA gen
familyasina sahiptirler. AgNOR boyama, ya dogrudan dogruya interfaz ¢ekirdekcigini ya da
metafaz kromozomlari {istiindeki NOR bolgeleri belirlemek icin kullanilmaktadir. interfazda
transkripsiyonel olarak aktif olan (rRNA sentezleyen) NOR’lar metafazda da glimiis
(AgNOR) boyama ile gosterilebilmektedir.

Mutat trizomi 21 (Tz21) ya da Down sendromu (DS), zigot olusumu ile birlikte baslayan, kok
hiicrelerindeki ifadesini, beyin dokusu da dahil, embriyogenez, organogenez ve dogum sonrast
evrelerinde de siirdiiren, bagisiklik yetmezligi, hizli yaslanma, zeka kusuru, gelisme geriligi ve
yiiksek 16semi riski ile kendisini gosteren, ¢cok sik rastlanan ve ¢ok calisilmig bir sendromdur.
Ancak, diger kusurlarla birlikte, zeka kusurunu olusturan etmenler de heniiz tam olarak
aciklanamamistir. DS’u, cok calisilmis ve en iyi bilinen kalitsal hastaliklardan biri olmasina
karsilik NOR ifadesi ile DS arasindaki iliski yeterince bilinmemektedir .

Goriintli analizi yontemi kullanarak DS’lu hastalarda hem in vitro ortamdaki mitojenle
uyarilmis interfaz lenfositlerinde hem de in vivo ortamdaki lenfositlerde, AgNOR protein
diizeylerinin saglikli kontrollere gore daha fazla oldugunu daha onceki ¢aligmalarimizda
gostermistik. DS’lu ile saglikli bireylerin hem in vitro hem de in vivo ortamdaki
lenfositlerinde, interfaz NOR’lar1 arasindaki fark o kadar acik ve nettir ki 151k mikroskopta ve

orta derecedeki bir biiylitmede bile ayirt edilebilmektedirler.

Bu calismamizda, DS’lu ve saglikli kontrollerinin lenfositlerinin ¢ekirdek plazmalarinda

bulunan in vivo AgNOR protein diizeylerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Bdylece, DS’Iu



hastalarin ¢ekirdek plazmalarindaki AgNOR diizeylerinin kontrollere gore daha fazla
bulunmasi durumunda, hem DSlu’larin baska bir 6zelligi aciga cikartilmis olacak hem de bu
yontemle Tz21’li bebeklerin en fazla 2 giin i¢inde On-tanis1 yapilabilecektir. Ayn1 zamanda
gereksiz ve fazladan enerji harcanmasi, bu hastalardaki gelisme geriligi ve zeka kusuruna,

basit ve anlasilabilir yeni bir agiklama da getirebilecektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. CEKIRDEKCIK OLUSTURAN BOLGELER
(Nucleolar Organizer Regions; NORs )

Nucleolar Organizer Regions (NORs): Cekirdekcik olusturan bolgeler, ilk kez Heitz (1931)
ve McClinton (1934) tarafindan tanimlanmislardir (1). NOR’lar, insanlarda bulunan bes ¢ift
akrosentrik kromozomlarin yani 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozom ¢iftlerinin kisa kollarinda
bulunan DNA ilmikleridirler ve metafaz akrosentrik kromozomlarmin ikincil bogumu
(secondary constriction) olarak nitelendirilen satellit saplarinda bulunan ribozomal DNA’lar1
(rDNA) ifade ederler. Bu bolgeleri iceren akrosentrik kromozom bolgeleri “cekirdek¢ik
olusturan bolgeler” (NORs) olarak isimlendirilirler (1-14).

NOR’lar, maya hiicrelerinden yiiksek yapili okaryotlarin somatik hiicrelerine kadar ardisik
olarak yinelenmis ribozomal genlerin, onlarca, yiizlerce ve hatta binlerce kopyasin igerirler
(15). rRNA’ya g¢evrilen bu DNA ilmikleri, interfaz boyunca bazen tek NOR’lu bir
cekirdekcige neden olurlar (2). Bir ¢ekirdek¢igin olusumuna, bir kromozomdan daha fazla

sayidaki kromozomda bulunan traskripsiyonel olarak aktif NOR’lar katilabilirler (15).

rDNA yiiksek oranda guanin-sitozin igerigine sahiptir (16) ve rDNA’nin replikasyonu
cekirdekciklerde meydana gelir (2). Memeli rDNA’simin transkripsiyon birimi 13.000 baz
ciftinden olusur ve ortalama 4 um uzunluga sahiptir (6, 17). Insan diploid hiicrelerinde
NOR’lar, ribozomal RNA (rRNA) icin sifrelenen ardisik olarak yinelenen ¢ok sayidaki
ribozomal genlerin yaklagik 300-400 kopyasini igerirler (1, 3-7, 9-12, 15, 17, 18). Akrosentrik

kromozomlarin ikincil bogumlarinda bulunan bu genler, bastan sona kadar onlarca ardisik



tekrarlar halinde diizenlenirler (6, 15, 19). Her ribozomal gen birimi, genellikle kopyalanan bir
sekans ve kopyalanmayan dis bir bolgeden olusur (6, 15). rRNA genleri transkripsiyon
boyunca cekirdekgikte yerlesim gosterirler ve RNA polimeraz-I tarafindan kopyalanirlar (3, 6,
15). Ribozomal genlerin énemli bir kesiminin transkripsiyonel olarak inaktif oldugu genel

olarak kabul edilmistir (15).

NOR’lar, rDNA’nin ¢ok sayida kopyalarini igeren kromozomal bdlgelerdir ve NOR basina
rDNA kopyalarinin sayist farklilik gosterir (7, 10, 11, 16, 20-22). Bagka bir ifadeyle, farkl
bireylerdeki kopyalarin dagilimi ve sayisindaki farkliliklarin yani sira bir bireyde farkl
kromozomlar {izerindeki gen kopyalarmin sayisinda da farkliliklar vardir (7). Normal
hiicrelerin ¢ekirdekgiklerinde rDNA’nin sadece bir kismi bulunur. Buna karsin, eger hiicreler

hizli cogalma potansiyeline sahiplerse, ¢ekirdekciklerde daha fazla rDNA bulunur (2).

rDNA kisa kollarmi yitirmemis tiim akrosentrik kromozomlarda bulundugu halde (10, 19)
transkripsiyonel olarak hepsinde aktif degildir (10). NOR aktivasyonu, hiicresel aktivite i¢in
bir gostergedir (23). Trankripsiyonel olarak inaktif olan NOR’ lar, aktif olanlardan belirli bir
uzaklikta ve cekirdekciklerin disinda bulunurlar. Cekirdek¢ik icinde bulunan rDNA,
transkripsiyonel olarak aktiftir (10, 23, 24). Bitki ¢ekirdeginde, inaktif rDNA c¢ekirdekg¢igin

disinda kalir ve bu olgun lenfositlerdeki modele benzer (24).

Oldukea arjirofilik (glimiis sever) olan non-histon asidik proteinlerin 6zel bir grubu da,
NOR’larla aym1 bolgelere yerlesim gosterirler ve bdylece NOR’larin, giimiis nitrat boyama
tarafindan olduke¢a agik ve hizli bir sekilde goriinmelerine imkan verirler (1, 2, 18, 25-27).
Bununla birlikte, inaktif rDNA ile degil, aktif rDNA ile birlesmis olan proteinler glimiisii
indirgerler (28). Glimiisle boyanan NOR’lar, “AgNORs” olarak ve Arjirofilik NOR’larla
birlesmis proteinler de “AgNOR proteinleri” olarak bilinirler (1, 18). Arjirofilik NOR’lar
(AgNORs), cekirdekgiklerdeki niikleik asit-arjirofilik non-histon protein kompleksleridir (2).

2.2. GUMUS NITRAT BOYAMA (AgNOR BOYAMA) VE NOR’LARLA iLiSKiSi

Gilimiis nitrat, 1800°1ii yillarin sonlarindan beri sitolojik bir boya olarak kullanilmaktadir (29).
Kromozom preparatlarinda AgNOR boyama (nucleolar giimiis boyama) ilk olarak Carleton
(1920) tarafindan gosterilmistir (29). AgNOR boyama teknigi, sitogenetik preparatlarda
cekirdekcik olusturan bolgeleri ortaya ¢ikarmak i¢in Goodpasture ve Bloom (1975) tarafindan
gelistirilmistir. Bu teknik, Howell ve Black (1980) tarafindan basitlestirilerek 151k ve elektron



mikroskobu alanlarina uygulanmistir (30). Ploton ve arkadaslar1 (1986) daha sonra, bir formik
asit glimils nitrat boyama metodu uygulayarak, rutin sito-histolojik Orneklerde interfaz

NOR’larinin tam yerlesimlerini gdstermislerdir (1).

NOR’lar, giimiis ile secici olarak boyanan arjirofilik proteinlerin bir kismini iceren
cekirdekcik bilesenleri olarak tanimlanirlar. Giimiis boyamadan sonra NOR’lar, yalnizca
cekirdekcik boyunca yerlesim gosteren siyah lekeler olarak kolayca ayirt edilebilirler (1, 2, 5,
18). NOR’larin arjirofilik olmas1 (giimiis sevmesi), ribozomal DNA genlerinin etrafinda
yerlesim gosteren ve giimiis icin yiiksek bir yatkinliga sahip olan bir grup niikleolar nonhiston

proteinler (AgNOR proteinleri) *den dolayidir (18, 25).

Glimilis boyama teknigi, asidik bir ortamda gilimiis nitratin, NOR merkezlerinde NOR
proteinleri tarafindan metalik giimiise indirgenmesine dayanir (24). Ancak glimiis nitratt
metalik glimiise indirgeyen asil madde, rDNA ya da rRNA olmayip bu bdlgelere 6zgii
proteinler (NOR proteinleri)dir. Ciinkii, NOR boyama DNAaz ya da RNAaz’ lardan
etkilenmezken pronase, trypsin ya da papain gibi proteolitik enzimlerden etkilenmektedir (11,
13, 16, 24, 27, 29, 30). Bu sonuglar, giimiis iyonlarinin, asidik olan proteinlere baglandigini
gostermektedir (4, 11, 12, 27, 30-33). Sonug olarak, giimiisle pozitif olarak boyanan madde,
rDNA’nin kendisi degil, rDNA bdélgeleri ile birlesmis bulunan asidik proteinlerdir (8, 17, 34,
35). Bununla birlikte, inaktif rDNA ile degil, aktif rDNA ile birlesmis olan proteinler glimiisii
indirgerler. Bu indirgenme, 151k mikroskobu ile hiicrelerdeki NORs olarak isimlendirilen aktif
rDNA bolgelerini gormek i¢in kullanilan glimlis boyama igin esastir (28). Gilimiisle
boyanabilen madde, aktif NOR’larin etrafinda biriken riboniikleoproteinin asidik bir protein
bilesenidir (11, 12, 31, 32). Giimiis boyanmaya neden olan materyalin, interfaz boyunca

uretildigi ve profaz’da NOR’larin etrafinda biriktigi 6ne siiriilmektedir (11).

Gilimiisle boyanan proteinlerin bir kismi, ¢ekirdek ekstrakt’lardan elde edilen jel
elektroforezinde gosterilmistir. Giimiise proteinlerin baglanma reaksiyonu siilfidril ve distilfid
gruplar1 vasitasiyla meydana geliyor gibi goriinmektedir (26, 36). Fosfat gruplari da glimiis
boyamada ise karigabilmektedirler. Glimiise baglanan iki major AgNOR proteinleri, niikleolin
(C23) ve B23’diir (26, 32, 34, 36, 37). C23 ve B23, c¢ekirdek¢igin fosforlanan ana asidik
fosfoproteinleridir. Bu proteinlerin kiigiik fosforlanan birimleri olan fosfoserin ve fosfotreonin
glimiis boyamada ise karigabilmektedirler (34, 36). Defosforilasyon, kismi proteolizis ya da
maskelenmeden sonra bu proteinler giimiis i¢in yatkinliklarini kaybedebilirler (34). Bunun

yani sira, niikleolinin karboksi kisminin degil, amino terminal bdlgesinin AgNOR boyamada



ise karistig1 gosterilmistir (26, 38). Proteinin bu kisminda, tekrarlanmis ve araya serpistirilmis
20-30 aspartik yada glutamik asit halkalarinin art arda diziliminden olusan 4 biiyiik asidik alan
bulunur (26). Niikleolar protein B23’iin de, niikleolinin amino terminal kisminda bulunanlara
benzer uzun asidik alanlara sahip oldugu gosterilmistir (26). Niikleolinin amino terminal
bolgesindeki asidik amino asitlerin konsantrasyonu, giimiis iyonlarmnin indirgenmesinden
dolayisiyla AgNOR boyanmadan sorumludur (26, 30, 38). Bu iki major AgNOR
proteinlerinin yani sira diger mindr proteinler de genel boyanmadan sorumludurlar. Bu iki
major proteinlerin evrensel boyanmanin %60-75’inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir

(37).

Cekirdeke¢ik icindeki interfaz NOR’larinin giimiisle boyanmasinin giddeti, hiicrelerin
transkripsiyon aktivitesine baghdir (31, 38). Bu yiizden, ¢ekirdekg¢ik icindeki giimiis boyali
interfaz NOR’lar1 tarafindan kaplanan bolgenin goriintii analizi ile degerlendirilmesi, rutin
sito-histopatolojik orneklerde ¢ekirdekeik biiytikliigii ve gorevi hakkinda kesin bilgi edinmeye

izin verir (1).

Interfazda ya da mitoz sirasinda transkripsiyonel olarak aktif olan NOR’larin pozisyonu,
glimiis boyama ile gosterilebilmektedir (10, 13, 25, 29, 33). Ribozomal genlerin aktif
transkripsiyonel bolgesi ile glimiis boyanirlilig1 arasinda dogrudan bir iligki vardir (6, 12, 14,
25, 29, 31, 33, 38). AgNOR boyama, aktif (AgNOR boyama pozitif) ve baskilanmis (AgNOR

boyama negatif) olan genleri tahmin etmek i¢in iyi bir isarettir (20, 31).

NOR boyamanin iki 6zelliginden biri, sadece aktif rDNA bdlgelerini boyayip, inaktif (rRNA
sentezlemeyen) bolgeleri boyamamasidir. Transkripsiyonel aktivitenin giimiis boyanirlilig
icin gerekli oldugu belirtilmektedir (33). Bir diger 6zelligi ise aktiflik ya da inaktifligin
kalitsal olusudur. Kiiltiirii yapilmis lenfosit hiicrelerinde NOR’larin giimiisle boyanabilirligi,
belirli sinirlar igerisinde kalitilabilir bir 6zelliktir (11-13, 21). Baska bir ifade ile 6rnegin anne
ve babada 13.kromozomlardaki rDNA’lar rRNA sentezlemiyorlarsa yani AgNO3 ile

boyanmiyorlarsa bu 6zellik ¢ocuklarinda da aynen goriilecektir.

Interfazik hiicrelerde gekirdekgikler, giimiis tarafindan yogun bir sekilde etiketlenirler. Buna
karsin, diger hiicre kesimleri glmiisten tamamen yoksundur. Bu yiizden reaksiyon,
cekirdekgik bilesenleri i¢in oldukea spesifik goriinmektedir. Etiketleme, sayist ve dagilimi, bir
hiicreden digerine degisen graniiller olusturur ve bu graniillerden bazilar1 da zincire benzer
yapilar olusturur (26). Glmiis boyama aym zamanda c¢ekirdekciklerin yapisin1  ve

biiylikliiglinii gostermek i¢in de kullanilir. Cok sayidaki calismalarda giimiisle boyanmis



cekirdekciklerin bliylikliigii, yapisi ve sayisi, hiicresel ¢ogalma ve malignansinin parametreleri

olarak kullanilmaktadir (5, 23, 32).

2.3. NOR PROTEINLERI (AgNOR PROTEINLERI)

Sitokimyasal reaksiyonlarla ortaya ¢ikarilabilen AgNOR proteinlerinden bazilari, ilk kez
1970’lerde tanimland1 (38). AgNOR proteinleri, elektron mikroskobu ile interfaz siiresince,
ozellikle cekirdekeik i¢inde rDNA’nin gosterildigi yerler olan, ipliksi merkez (FC) ve yogun
ipliksi bolge (DFC) de bulunurlar (24-26, 34, 35, 39, 40) ve interfaz ¢ekirdeginde graniillii
bolgeden disar1 atilirlar (24). Farkli miktarlardaki AgNOR proteinleri ince bir filament ile
olusan graniillere baglanirlar (35). FC ve DFC, mitotik NOR’larin interfaz karsihigidirlar (1, 4,
8, 15, 26, 34, 32, 41).

AgNOR proteinleri, cogalmayan hiicrelerdeki ifadeleri ¢ok diisiik olmasina karsilik, hizli bir
sekilde ¢ogalan hiicrelerde birikme yaparlar (37, 38). Bu ylizden AgNOR proteinleri, aktif
ribozomal genlerin isaretleridir (24, 26, 30, 35, 38). AgNOR proteinleri, mitoz siiresince
kromozomlardaki NOR’larla ve interfaz siiresince c¢ekirdek¢iklerdeki ribozomal genlerle
birlesmis olarak kalirlar ve miktarlari, hiicrelerin ribozomal transkripsiyonel durumuna
ve/veya hiicre katlanma siiresine bagli olarak degisir (24-26, 30, 35, 38). Bu proteinler,
kromozomlarin NOR’larinda giimiis boyama ile gosterilebilirler (31). NOR proteinleri, diger
bir ¢ok hiicresel proteinlerin boyanmadan kaldigi asidik sartlar altinda giimiisii indirgeme

yetenekleri ile ayirt edilirler. Glimiise 6zgiin yatkinliklar1 vardir (26, 35, 42).

Ribozomal genlerin (rDNA) transkripsiyonu ve c¢ekirdek¢igin islenmesi, AgNOR
proteinlerinin varligia baghdir (17, 23, 26, 32). AgNOR proteinlerinin yoklugunda rRNA
sentezi meydana gelmez (1). Bu proteinlerin varlig1 ya da yoklugu, aktif ve inaktif NOR’lar
arasinda in situ ayirt edilmesi i¢in bir kriterdir (26). Bu yiizden bu proteinlerin miktari,

transkripsiyonel aktivitenin derecesini yansitir (17, 26).

AgNOR proteinlerinden bir kismi, c¢ekirdekg¢ik transkripsiyon aktivitesinden (pre-rRNA
sentezinden) tamamen bagimsizdirlar (17, 32, 35, 39). Bu proteinler muhtemelen, ribozomal
kromatinin siirekliligi i¢in, fonksiyonel bir rolden ziyade, yapisal bir rol oynamaktadirlar (17,
32, 35, 39). Bu proteinler, histonlarin rDNA’ya baglanmalarint engelleyerek, stirekli
genislemis bir kromatini devam ettirebilirler (40). AgNOR proteinleri, ¢ogalan hiicrelerde G,



faz1 boyunca meydana gelen ribozomal kro 8 leki yapisal degisikliklerde anahtar bir rol

oynarlar.

AgNOR proteinlerinin miktari, hiicre cogalmasinin bir gostergesidir (1, 32, 37, 38, 43). Ciinkii
bu proteinlerin miktari, hiicre dongiisti evreleri ile iligkilidir (26, 31, 37, 38) ve bu miktar,
diizenli olarak hiicre dongiisii boyunca degisir (43). Hiicre katlanma zamani ne kadar kisalirsa,
interfaz AgNOR’larinin miktar1 da o kadar artar (1, 31, 37). AgNOR proteinlerinin miktari
sematik olarak; G, fazi i¢in diisiik, S-G, fazlar i¢in yiiksektir (37, 38). G, fazinda AgNOR

proteinlerinin miktari, G, fazindaki hiicrelerde bulunanlardakinin yaris1 kadardir (37).

Interfaz AgNOR protein miktar1 ve hiicre katlanma zamani arasindaki iliski; ¢ogalan
hiicrelerin, kardes hiicreler icin yeterli ribozom iiretmek zorunda olmalar1 ve hiicre dongiisii
ne kadar kisalirsa, birim zaman bagina yapmak zorunda olduklari ribozomun da o kadar ¢ok
olmasi gdz Oniine alinarak aciklanabilir. Interfaz AgNOR’larinin  sayisi, rRNA
transkripsiyonel aktivitesi ile iliskili oldugundan, interfaz AgNOR miktarinin da aymi

zamanda hiicre katlanma zamani ile ilgili olmasi tutarli bir sonuctur (1).

Interfaz AgNOR’larinin  miktarsal dagilimmin degerlendirmesi, hem diagnostik hem de
prognostik amaglar icin tiimdr patolojisinde kullanilmaktadir (1, 2, 18, 32). AgNOR
parametresinin, tiimorlerin birgok tipinde bagimsiz bir prognostik faktdr olarak, kanser
hastaligimin klinik akibetini tanimlamada giivenilir bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Klinik
sonucu etkileyen en Onemli faktorlerden biri, tiimor kiitlesi biiylime orani oldugu igin,
AgNOR degeri, bulundugu kiside tiimor hastaliginin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi olmak

icin degerli bir parametreyi temsil eder (1, 32).

AgNOR proteinlerinin 6l¢timii, kanser hiicresi ¢ogalma hizinin basit bir tahmini olarak
kullanilabilir (23, 31, 32, 37). Interfaz boyunca mevcut olan AgNOR proteinlerinin
miktarinin, diizenli olarak hiicre ¢ogalmasi ve ¢ekirdekcik etkinligini degerlendirmek i¢in
kullanildig1 ve kanser hiicresinin erken tanisi i¢in bir 6l¢iit oldugu belirtilmektedir (13, 30,
31). Malign hiicreler, malign olmayan (benign ya da normal) hiicrelerle karsilastirildiklarinda
daha fazla miktarda AgNOR proteini bulundururlar. Kanser dokularinda AgNOR proteini
ifadesi, hiicre duplikasyon (katlanma) orani ile iliskilidir (4, 18, 32). Ciinkii hiicre dublikasyon
aktivitesi ve AgNOR proteinlerinin miktari arasinda dogrusal bir iligki bulunmaktadir (23, 32,
37). Giimiisle boyanan AgNOR proteinlerinin miktar1 ne kadar fazla olursa, hiicre ¢ogalmasi
da o kadar hizli olur (4, 32). Bu yiizden AgNOR boyama tekniginin, tiimdrlerin erken

tanisinda, kismi olarak malign tiimorlerden benign tiimdrleri ayirt etmede ve benign tiimdriin
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siddetini degerlendirmede faydali bir test haline geldigi 6ne siiriilmektedir. AgNOR boyama
prosediiriiniin spesifikligi ve kolaylig1 bu teknigin, insan patolojisinde, hiicre biyolojisinde ve
gelisen biyolojide genis bir kullanim alan1 sagladigi belirtilmektedir (30).

Okaryotik hiicreler, TRNA sentezini hizli bir sekilde diizenleyen bir mekanizmaya
(downregulation) sahiptirler. Bu diizenlenme, memeli hiicreleri temel amino asitlere ihtiyac
duydugu zaman goézlenir ve mekanizmanin kontroliine riboniikleoproteinler katilmaktadirlar
(13).

Transkripsiyon ve proliferasyon (¢ogalma) boyunca ortaya ¢ikarilan major AgNOR
proteinleri; niikleolin (C23 proteini) ve Niikleofosmin (B23 proteini)’dir (25, 26, 37-39).
C23 proteini ve B23 proteini, ¢ekirdek¢iklerde en bol bulunan AgNOR proteinleridir (26, 31,
44). Insan hiicrelerinde interfaz boyunca daha fazla miktarda ifade edilen AgNOR proteinleri;
Niikleolin ve Niikleofosmin ve bunlarin yaninda giimiis boyanmanin kii¢iik bir miktarindan
sorumlu olan 42, 40 ve 29 kDa’luk polipeptidlerdir (1, 31, 32, 38). Mitoz boyunca AgNOR
proteinleri ya sitoplazmada kromozomlarin etrafina dagilmis olarak ¢6ziinmiis halde ya da

NOR’lar i¢ginde ribozomal genlerle birlesmis haldedirler (31, 38).

2.4. AgNOR PROTEINLERININ OLCUMU

AgNOR lekelerinin 6lgiimlendirilmesi, NOR sayis1 ya da NOR alan1 gibi kesin bir deger
olarak, NOR index’ini belirler (5). AgNOR proteinlerinin dl¢limii i¢in iki metod Onerilmistir;

Counting (sayma) metodu ve morfometrik metod (5, 18, 37, 45).

Sayma metodu; dogrudan mikroskopta yiiksek biiyiitmede (1000X), kesit kalinligmin bir
ucundan diger ucuna dikkatlice odaklayarak, hiicre basina her bir giimiis boyali lekenin
sayimuidir (5, 18). Bu yaklasimin tartisilmaz avantaji, uygulamak i¢in kolay ve ucuz olmasidir.
Fakat bununla birlikte, hizli bir sekilde ¢ogalan kanser hiicrelerinde sik¢a oldugu gibi, tek
AgNOR lekeleri bir arada kiimelendiklerinde ya da kismen birbirlerinin {istiinii orttiiklerinde
(cakistiklarinda) sayma metodu, subjektif ve tekrarlanabilmesi gii¢c hale gelir. Daha da &tesi,
Ozellikle kanser hiicrelerinde her bir giimiisle boyali lekenin boyutunu dikkate almaksizin
yapilan AgNOR sayimi ¢ok degisken olabilir (4, 18). Bu dezavantajlarin {istesinden
gelebilmek icin Derenzini ve arkadaslart (1989) ile Riischoff ve arkadaslart (1990)

morfometrik metodu 6nermislerdir (18).

Morfometrik metod; bilgisayar yardimli goriintii analizi ile niiklear kesitin yandan cekilen

resmi i¢inde giimiisle boyali yapilar tarafindan kaplanan alanin, otomatik ya da yar1 otomatik



10

Olclimiidiir. Sayma metoduna goére morfometrik metod; daha hizli, daha dogru, daha
yinelenebilir ve daha nesnel bir metottur (4, 18). Bu metodun uygulanabilirligindeki tek
siirlilik, uygun aletlere ( 151k mikroskobu iizerine monte edilmis bir CCD kameradan
olusmasi ve 6zel morfometrik bir bilgisayar yazilimi ile donatilmis bilgisayara bagli olmasi)

ihtiyag gdstermesi ve bilgisayar kullanimina ve istatistige biraz asina olmay1 gerektirmesidir
(18).

IIk “Onkolojide AgNOR” c¢alistay1 siiresince, “AgNOR’ degerlendirmede uluslar arasi
komite” AgNOR olclimlendirmesi i¢in, goriintii analizinin kullanim1 siddetle 6nermis ve
1994°de Regensburg’da bulunan calistay boyunca, sito-histolojik 6rneklerde AgNOR protein

analizi i¢in tercih edilen metod olarak goriintii analizi gosterilmigtir (18).

2.5. DOWN SENDROMU (TRiZOMIi 21; MONGOLIZM)

Down sendromu (DS)’nun klinik belirtileri ilk kez, 1866 yilinda John Langdon Down
tarafindan bildirilmistir. Kromozomal diizensizlikler ise, ilk kez 1959 yilinda Lejeune ve
arkadaglar1 tarafindan, DS ve iglincii bir 21. kromozom arasinda bir iliski oldugunu

kesfetmeleri ile ortaya cikt1 (46).

DS, 21. kromozomun fazladan bir kopyasi ile ortaya c¢ikan en yaygin kromozom
anomalilerinden biridir (47-52). DS, yaklasik 700 canli dogumda bir goriiliirken bu oranin son
yillarda 1000 canli dogumda bire indigi belirtilmistir (46). DS nu tanimlayan 6zelliklerin, 21.
kromozomun uzun kolu (21q) i¢inde bulundurulan baz1 genlerin, fazladan bir kopyalarinin
bulunmasindan dolayi, bu genlerin asir1 ifade edilmeleri sonucunda olustugu varsayilmaktadir
(48, 49). 21q, yaklasik 37 Mb (37.000 kb)’dir ve insan genomunun %1°1 kadarini olusturur.
21. kromozomun kisa kolu (21p), diger dort cift akrosentrik kromozomlara oldukca
homologdur ve 21p’nin tamamen bulunmamasi, klinik fenotiplerle birlesmez. Ciinkii,
t(21;21)’den dolay1 olusan trizomi 21°de, 21p yer degistiren (transloke olan) kromozomlardan
cikarilmistir ve bu trizominin klinik 6zellikleri diger serbest trizomi 21°den farkli degildir

(53). 21.kromozom en kiigiik insan kromozomudur (53, 54).

Trizomi 21, mental retardasyonun (zeka geriliginin) en yaygin otozomal genetik nedenidir
(47, 49, 51-53, 55). Mental retardasyona ve yiize ait 6zelliklere ek olarak, ¢ok sayida diger
fenotipler de DS ile birlesmistir. Bunlar; erken yaslanma, dogustan gelen kalp hastaligi,

Alzhemier hastaliginin erken baslangici, immiin sistem yetersizlikleri ve cocukluk 16semisinin
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artmis riskidir (46, 47, 49, 51, 55-58). DS _cuklarin fiziksel Ozellikleri; dar damak,

eklemlerin asir1 biikiilgenligi, yass1 burun kemigi, birinci ve ikinci ayak parmaklar1 arasinda
bosluk, kisa genis eller, kisa boyun, anormal dis, kisa bes parmak, a¢ik agiz, enine burusuk

avug i¢i ve ¢ikintilt dil gibi diger fiziksel bulgulari igerir (56).

Trizomi 21’in, DS’na nasil yol agtig1 ile ilgili iki temel hipotez bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi; kompleks DS fenotipinin goriiniisiine katkida bulunan ve 21. kromozom tarafindan
sifrelenen 300°den fazla genlerin fazladan birer kopyalarinin bulunmasi ve bunun sonucunda
da bu genlerden bazilarmin asir1 ifade edilmeleridir (47, 49, 52). Ikincisi ise; bu genlerin
irlinlerinin, dogrudan ya da daha muhtemel olarak dolayli bir sekilde, diger genlerin

ifadelerini ya da gen iiriinlerini etkilemesidir (47).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

I

S ®° N,

Etliv (Heto/Cell Hause 200)
Santrifiij (Niive NF 815)

Su banyosu (Termal)

Vorteks (Janke&Kunkel VF?)
Mikroskop (Olympus model CX41)
Manyetik karistirict (Janke&Kunkel)
Dengeleme terazisi

Hassas terazi (Kern S 2000)

Derin dondurucu (Ugur Derby)

. Buzdolab1 (Argelik)
11.
12.
13.
14.

Bunzen beki

Zaman ayarlayici

Dispenser (Brand-Dispensette)
pH metre (NEL Mod 821)
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15. Mikroskop atagsmanli video kamera (Oly1 _ .~ J)P20 CCD kamera, DP2-BSW)

16. Kamera adaptorii (Olympus DP20-5)
17. Bilgisayar (HP Compaq Intel Core 2 Duo CPU, Windows XP)
18. Bilgisayar yazicis1 (HP LaserJet P1005)

Sarf Malzemeler

Giemsa (Merck, 540040512)
KH,PO, (Merck, 9021622)
Na,HPO, H,O(Merck, K1690176)

Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)
Metanol (Merck, 502K5275408)
Lamel yapistirici (Entellan®, Merck, 640171987)
Immersiyon yag1 (Immersiol®, Merck, 09403569)
Alkol (% 96’1k saf alkol, Tekel)
Aseton (Merck, K11415613)

. Ksilol (Merck, 207K03755385)

A R AR L A A

e
]

. NaCl (Merck, 2448989)
. KCI (Merck, 340TA611835)

e
W N

. AgNO; (Carlo Erba, 320904)

[
N

. Etanol (Merck, K21078586)
. Jelatin (Merck, 5214525)
. Formik asit (Merck, K30486663)

ke
e =Y | |

. pH Universal indikatér pH 0-14 (Merck)

[
oo

. Distile su

.
=]

. Cesitli cam laboratuar malzemesi

™
<

. Konik tabanli 10ml’lik steril kiiltiir tiipli (Grainer, polystrene)

N
ey

. Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 25mm)

N
N

. Enjektor 1ml, 2ml, Sml, 10ml, 20ml, 50ml (Sterijen)

N
w

. Pastor pipeti

N
N

. Lam (Objekttriager)

N
N

. Lamel (Menzel-Glasser 24x32mm)

N
=)

. Aliiminyum Folyo
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Tibbi Genetik Anabilim Dalina Down Sendromu (DS) siliphesi ile basvuran ve yaslar1 0-7
arasinda degisen bebek/cocuklardan periferik kanlari alindi. Isik mikroskobu ile yapilan
kromozom analizi sonucunda karyotipleri kesin olarak 47, XX + 21 ya da 47, XY +21 seklinde
bulunan 20 bebek/ ¢ocuk DS’lu hasta grubu, hi¢ bir anomalisi bulunamayan ve karyotipi 46,
XX ya da 46, XY olan ayni yas grubundan 20 bebek / cocuk ise kontrol grubu olarak
degerlendirildi.

3.2.2. Hiicrelerin Fiksasyonu

Kromozom analizi i¢in ekim yapildiktan sonra arta kalan kan 6rneklerinden birkag damla kan,
temiz lam {izerine yayildi ve kuruduktan sonra 5 dakika metanolle (Merck, Kat. No:

502K5275408) tespit edildi. Tespit isleminden sonra preparatlara giimiis (AgNOR) boyama

yontemi uygulandi.

3.2.3. AgNOR Boyama

Gilimiis boyama, Lindner (9)- protocol no 2, yontemine gore yapildi. Bununla birlikte, bu
yontem hafif bir degisiklikle uygulandi: Sicaklik 37°C ye cikarilirken, sitire 15 dakikaya
diistiriildii. Her iki grubun tiim preparatlar1 i¢in boyanma siirelerinin esit tutulmasina 6zellikle

dikkat edildi.

AgNOR Boyamada Kullanilan ¢ézeltiler:

%33 liik AgNO;:
1 g AgNO5;’1n 2 ml bidistile su i¢inde ¢éziinmesi ile hazirlandi. Cozelti +4 C° de karanlikta

(aliiminyum folyo ile sarilarak) en fazla 15 giin stire ile saklandi.

%1 lik formik asit:

Iml lik absolii (mutlak) formik asitin bidistile su ile 100ml ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

%2 lik jelatinli formik asit:

%1 lik formik asitin 98 ml’si i¢ine oda sicakliginda 2g jelatin karistirildi. Karigim filtre
kagidindan siiziiliip oda sicakliginda birka¢ giin korunabilir. Ancak miimkiin oldugu siirece

karisim her ¢aligmanin basinda yeniden hazirlandi.
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Giimiis boyama cozeltisi:
%33 liik AgNOs cozeltisinden 1ml (2hacim), %2 lik jelatinli formik asitten de 0.5 ml (1

hacim) alarak 151k gormeyen g¢evresi aliiminyum folyo ile sarili tiip i¢inde karistirilarak
hazirlandi.

Bu karigim (glimiis boyama ¢ozeltisi), beklenilmeden fikse edilmis preparatlarin {istiine 3-4
damla konularak iistiine lamel bastirilmadan konuldu ve hemen ¢evresi aliiminyum folyo ile
saril1 petri kaplar1 icine yerlestirilerek 37 C° de 15 dk bekletildi. Bu silirenin sonunda
preparatlar distile su ile yikanarak {istlerindeki lamelleri atildi. Lamlar kuruduktan sonra

NORs alanlarinin 6l¢iimiine baslandi.

3.2.4. NOR Alanlarinin Goriintii Analizi

DS’lularin ve saglikli kontrollerinin in vivo ortamdaki lenfosit c¢ekirdekleri mikroskoptan
(Olympus CX41) video camera (Olympus DP20 CCD kamera, DP2-BSW) aracilig1 ile
bilgisayar ortamma aktarildi.  Bilgisayar ortamima aktarilan her bir lenfosit
niikleoplazmasindaki AgNOR protein diizeyi, bilgisayarda 6zel olarak hazirlanmis Imaj analiz
yontemi (59) kullanilarak belirlendi. Lenfositlerdeki niikleoplazmanin giimiis ile boyanma
siddeti, icerdigi AgNOR protein miktarina bagh olarak degismekte olup, daha fazla miktarda
AgNOR proteini igerenler giimiisle koyu, daha az miktarda AgNOR proteini igerenler ise
glimiisle daha acik renkte boyandilar. Bilgisayar programinda bu boyanma farkliliklari
Olciilerek, lenfosit niikleoplazmalarindaki AgNOR protein diizeyleri belirlendi. Bu yontemde,
fazla miktarda protein icerenler (giimiisle koyu boyananlar) bilgisayar programinda diisiik
algilama, daha az miktarda protein igerenler (giimiisle daha agik boyananlar) ise bilgisayar
programinda yliksek algilama diizeyi ile goriintiilendiler. Bu durum ise, bilgisayar programinda
diisiik siddette algilanan c¢ekirdek plazmalarinin daha fazla miktarda AgNOR proteini icerdigi,
yiiksek siddette algilanan ¢ekirdek plazmalarinin ise daha az miktarda AgNOR proteini igerdigi
seklinde yorumlandi. Dolayis1 ile bilgisiyar tarafindan algilanan niikleoplazmanin boyanma
siddeti ile icerdigi AgNOR protein diizeyi ters iligkili durumdadir. Bu sekilde, her bir kisiden
100 adet lenfosit niikleoplazmasindaki AgNOR-protein diizeyi ol¢tildii.

3.2.4. ISTATISTIKSEL YONTEM

DS’lu ve saglikli kontrollerinin lenfosit ¢ekidek-plazmalarindaki in vivo AgNOR-protein
diizeylerinin istatistiksel karsilastirilmasi, bilgisayar programi SPSS’deki Student t-testi
kullanilarak yapilmistir.



4. BULGULAR

20 DS’ lu hastanin ve ayn1 yas grubundaki 20 saglikli kontroliin periferik kan yaymalarindan
elde edilen ve giimiis boyama metodu uygulanarak hazirlanan preparatlardan, her bir kigsiden
100 adet olmak iizere, lenfosit ¢ekirdek-plazmalarindaki AgNOR protein diizeyleri imaj analiz

programi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Olgiim sonucunda, her bir DS’lu hastanin giimiisle boyali lenfosit niikleoplazmalarinin

bilgisayar programi ile algilanan ortalama boyanma siddeti degerleri Tablo 1’

gosterilmistir.

de

Tablo 1: Her bir DS’ Iu hastanin giimiis ile boyali lenfosit niikleoplazmalarinin bilgisayarda 6l¢iilen

ortalama boyanma siddeti degerleri.

18

Niikleoplazmanin Boyanma Siddeti
Hasta Grubu Yas Cinsiyet N
Ortalama *+ SD
1) BP 5 aylik 100 167.99 £9.97
2) BC 2 aylik K 100 162.49 £ 11.17
3) YK 20 giinliik E 100 172.14 + 8.28
4)CB 37 giinlik K 100 177.86 +7.39
5) BB 15 giinliik E 100 176.41 £ 10.15
6) EC 1 aylik E 100 180.61 +£9.39
7) SY 1 aylik E 100 174.00 + 8.39
8) MC 5 yas E 100 172.52 +7.78
9) EA 3 aylik E 100 178.97 £7.82
10) BE 3 giinliik E 100 176.48 + 7.61
11) BT 5 giinliik E 100 174.33 £ 8.82
12) BG 10 giinliik E 100 175.07 £ 10.11
13) BY 7 aylik E 100 176.39 £ 8.22
14) MR 5 giinliik K 100 180.68 = 7.11
15) BK 29 giinliik E 100 179.78 £7.51
16) HM 11 ayhk K 100 183.99 +7.08
17) KH 10 aylik E 100 178.76 + 8.48
18) Fi 1 aylik E 100 180.75 + 6.20
19) AB 3 aylik K 100 179.99 + 6.43
20) MA 9,5 aylik E 100 181.78 + 8.40
GENEL ORTALAMALAR 176.55 £9.73




Ayn1 yas grubundaki 20 saglikli kontrolden her birinin glimiisle

boyali

lenfosit

niikleoplazmalarinin bilgisayar programi ile algilanan ortalama boyanma siddeti degerleri ise

Tablo 2’ de gosterilmistir.

Tablo 2: Her bir saglikli kontroliin giimiis ile boyali lenfosit niikleoplazmalarinin bilgisayarda dlgiilen

ortalama boyanma siddeti degerleri.

Niikleoplazmanin Boyanma Siddeti
Kontrol Grubu Yas Cinsiyet N Ortalama * SD

1) DS 7 yas E 100 200.72 £ 7.63
2) AB 6.5 ayhk E 100 199.99 +5.39
3)SD 13 aylik E 100 200.82 £ 6.08
4 YZ 3,5 yas E 100 203.63 £ 6.15
5) MS 3 aylik K 100 208.66 £ 5.17
6) DU 5 aylik K 100 203.18 £ 6.18
7) MC 3 aylik E 100 203.37 £ 5.37
8) IS 2 yas E 100 204.69 + 6.05
9) SC 1 aylik K 100 202.08 + 6.39
10) FB lay 8 giin K 100 204.98 £4.75
11) NN 9 aylik K 100 201.38 £5.72
12) AG 6 aylik E 100 201.24 £5.79
13) FA 1 yas E 100 202.74 £5.14
14) MO 9 aylik E 100 203.14 £4.97
15) BM 5 aylik E 100 203.08 £5.10
16) AR 2 aylik E 100 198.28 + 6.13
17) YB 4 aylik E 100 202.62 +4.98
18) EY 9 aylik E 100 204.56 + 4.56
19) OK 6 aylik E 100 204.45 +4.03
20) SS 11 ayhk E 100 202.72 £5.19

GENEL ORTALAMALAR 202.82 £5.96
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DS’lularin lenfosit niikleoplazmalariin giimiisle daha koyu boyandig1 ve buna bagli olarak da
cekirdek plazmalalarmin ortalama boyanma siddetinin bilgisayar programinda daha diisiik
algilandig1 (176.55 = 9.73), kontrol grubunun lenfosit niikleoplazmalarinin ise giimiisle daha
acik boyandig1 ve buna bagl olarak da c¢ekirdek plazmalarinin ortalama boyanma siddetinin

bilgisayar programinda daha yiiksek algilandig1 bulundu (202.82 + 5.96).

Bilgisayarda imaj analiz programi kullanilarak o6lg¢iilen, DS’lulardaki niikleoplazmalarin
ortalama giimiisle boyanma siddeti degerleri ile kontrol grubundaki niikleoplazmalarin
ortalama gilimiisle boyanma siddeti degerleri arasindaki istatistiksel karsilastirmalar Tablo

3’de verilmistir.

Tablo 3: 20 DS’lu ve 20 Saglikli kontroliin lenfosit niikleoplazmalarinin bilgisayarda Ol¢iilen

ortalama glimiigle boyanma siddeti degerlerinin istatistiksel karsilagtirilmalari

Niikleoplazmanin Boyanma Siddeti
Gruplar n
Ortalama = SD
DS’lu hasta grubu (N=20) 2000 176.55 £ 9.73*
Kontrol grubu (N=20) 2000 202.82 +5.96
N:Kisi sayis1 n: degerlendirilen hiicre sayisi. *p<0.001

Sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, bilgisayardaki algilanan niikleoplazmanin
boyanma siddeti ile igerdigi AgNOR protein diizeyi ters iliskili oldugundan dolayi, DS’lu
lenfosit niikleoplazmalarindaki in vivo AgNOR protein diizeylerinin, kontrollere gére daha
fazla miktarda oldugu bulunmustur (p<0.001). Karsilastirma sadece ortalamalar diizeyinde
degil de bireyler arasinda yapildiginda bile DS’lularin en yiiksek degeri (183.99 + 7.08)
kontrollerin en diislik degerinden (198.28 = 6.13) daha fazla bulunmustur. Bu demektir ki bu
yas grubundaki DS’lu bireyler, sadece interfaz AgNOR boyamalarina bakilarak kontrollerden
ayrilabilmektedirler. Yontemin giivenirligi i¢in ¢ok sayidaki vakalarin karsilagtirilmasi

gereklidir.



5. TARTISMA VE SONUC

DS’ lularin hem in vitro olarak PHA ile uyarilmis lenfositlerinde (59) hem de in vivo
ortamdaki lenfositlerinde (60) kontrol grubu lenfositlerine gore daha fazla AgNOR
proteini igerdiklerini AgNOR alanlarini 6lgerek gostermistik.

Yine benzer sekilde in vitro yapilan diger caligmalarimizda da, kiiltiir ortamindaki
mitojen derisimi ile NOR ifadesi arasindaki iliskiye bakilmis (61) ve DS’lu
lenfositlerindeki NORs ifadelerinin kontrollerin lenfositlerinde oldugu gibi bir kararlilik
gosteremedigi ortaya ¢ikartilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda, PHA derisimine gore DS’lu
lenfositlerindeki hem AgNOR’la boyanan kromozom sayisinin (62) hem de interfazdaki
NOR alanlarimin genisliginin (63) degistigi gosterilmistir.

Bu calismamizda ise DS’lu ve saglikli kontrollerinin lenfositlerinin ¢ekirdek
plazmalarinda bulunan in vivo AgNOR protein diizeyleri karsilastirilmis ve DS’lu
hastalarin ¢ekirdek plazmalarindaki AgNOR- protein diizeylerinin kontrollere gére daha
fazla miktarda oldugu bulunmustur.

Caligmalarimiz gostermektedir ki hem in vivo hem de in vitro kosullarda DS’lular
AgNOR proteinleri sentezini saglikli kontrolleri gibi yapamamaktadirlar. Bu fazladan ve
gereksiz protein sentezi de ya dogrudan DS fenotipini olusturmakta ya da bosa harcanan
bu enerji nedeni ile zeka kusuru da dahil diger Ozelliklerin olusmasina katkida
bulunmaktadir (64).

Sonug olarak bu ¢alisma ile, serbest trizomi 21°li DS’lularin lenfosit hiicre ¢ekirdeklerinde

saglikli cocuklara/bebeklere gore daha fazla NOR proteinleri tasidiklari istisnasiz tim
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hastalarda diizenli olarak bulundugu kanitlandiginda, literatiire yaptigimiz katki iki noktada

ortaya ¢ikmaktadir:

» DS’lu hastalarin simdiye kadar bilinmeyen bir 6zellikleri daha ortaya cikartilarak,
bu hastalarin ¢ekirdek plazmalarindaki AgNOR- protein diizeylerinin kontrollere gore
daha fazla miktarda oldugu bulunmustur. Sonug olarak trizomi 21 li hasta lenfositleri,
saglikli kontrollere gore daha fazla NOR proteini sentezlemektedirler. Bilindigi gibi
protein sentezi de diger makromolekiiller gibi enerji (ATP) harcanarak yapilmaktadir.
Gereksiz ve fazladan enerji harcanmasinin, zeka kusuru ve gelisme geriligi yoniinde
bir handikap olusturacagi aciktir. Bu gereksiz sentez ve enerji harcanmasi, ektoderm
hiicrelerinde de gozlenmektedir (65). Olaym baskalar1 tarafindan dogrulanmasi
durumunda, gereksiz ve fazladan enerji harcanmasi, bu hastalardaki gelisme geriligi ve

zeka kusuruna, basit ve anlagilabilir yeni bir agiklama getirebilecektir.

» Sonugclar istatistiksel olarak karsilastirildiginda, DS’lu lenfosit niikleoplazmalarindaki
in vivo AgNOR protein diizeylerinin, kontrollere gére daha fazla miktarda oldugu
(p<0.001) ve karsilastirmanin sadece ortalamalar diizeyinde degil de bireyler arasinda
yapildiginda bile, DS’lularin en yiiksek degerinin (183.99 + 7.08) kontrollerin en
diisiik degerinden (198.28 + 6.13) daha fazla oldugu bulunmustur. Bu da, bu yas
grubundaki DS’lu bireylerin sadece interfaz AgNOR boyamalarina bakilarak, in vivo
AgNOR protein diizeylerine gore kontrollerden ayrilabildigi anlamina gelmektedir.
Boylece, lenfositlerin ¢ekirdek i¢i NOR proteinleri 6lgiilerek de serbest trizomi 21°li
bebeklerin en fazla 2 giin icinde on-tamis1 yapilabilecektir. Bununla birlikte,

yontemin giivenirligi icin ¢ok sayidaki vakalarin karsilastirilmas: gereklidir.
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