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DOWN SENDROMLU VE SAGLIKLI KONTROLLERINDEKiI NOR
AKTIVITELERININ LENFOSIT INTERFAZ VE METAFAZINDA
KARSILASTIRILMASI

OZET

Trizomi 21°1i (Down sendromlu, DS’lu) hastalarda c¢ekirdekcik olusturan
bolgelerin (NORs) ifadelerinin ayarlanmasi tam olarak acgiklanamamistir. Bu
calismanin amaci, DS’lu bireylerin ve saglikli kontrollerin gittikce artacak sekilde
uyarilan lenfositlerinde metafaz kromozomlarinda ve interfaz cekirdekciklerindeki

NORs ifadelerini karsilastirmaktir.

Alisilmis periferal kan kultird (72 saat) ve kromozom hazirlama islemi, DS’lu
hasta (N=30) ve saglikli kontrollerinden (N=24) alinan kan 6érneklerinin, ayni fakat
konsantrasyonu gittikce artan sekilde: 0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve 2.21 ml
fitohemaglutinin (FHE) iceren 100 mllik ortamlara ekilmesi ile yapilmislardir.
Birey ve konsantrasyon basina aktif NORs tasiyan kromozomlarin (AgNOR+
kromozom) ortalamalarini hesaplamak ve interfazda NOR alani/Total Cekirdek
alan1 (NORa/TCa) oranini belirlemek icin konsantrasyon basina art arda gelen

100 metafaz ve S0 interfaz cekirdegi analiz edilmistir.

DS’lu hastalarin lenfositlerindeki AgNOR(+) kromozom sayisinin ve NORa/TCa
oraninin, saglkli kontrollerdeki durumun tersine, kultir ortamindaki FHE

konsantrasyonuna uygun olarak arttigi bulunmustur.

Sonu¢ olarak DSTularin lenfositleri, kontrol hucrelerinin kisitladigi NOR
ifadelerini azalan yonde ayarlayamamaktadirlar. Bu in vitro bulgular, uterusdaki
organogenez sirasinda gereksiz rRNA ve AgNOR protein Uretimine dayali atik
enerjinin neden oldugu DS’lu fenotipini aciklamada ipucu verebilecektir. Bu
sonuclar bize, DS lenfositlerindeki rutin NOR'u dogru degerlendirmemizde/

yorumlanmamizda yardimci olabilirler.

Anahtar kelimeler: Down sendromu, FHE konsantrasyonu, giimiis boyama,

interfaz NORs, metafaz NORs.
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COMPARISION OF THE NOR ACTIVITIES BETWEEN DOWN SYNDROME
PATIENTS AND HEALTHY CONTROLS THROUGH INTERPHASE AND
METAPHASE OF LYMPHOCYTES

ABSTRACT

The regulation of the nucleolus organizer regions (NORs) expression in trisomy 21
(Down syndrome, DS) cells is not fully explained. The objective of this work is to
compare the NORs expression on metaphase chromosomes and in interphase
nucleoli in gradiently stimulated lymphocytes of DS patients and healthy

controls.

Conventional peripheral blood culture (72h) and chromosome preparation
procedure have been used except that blood samples from DS patients (N=30)
and healthy controls (N=24) have been cultivated in the same but gradiently
increasing phytohemagglutinin (PHA) concentration containing: 0.37 ml, 0.75 ml,
1.48 ml and 2.21 ml of PHA / 100 ml of medium. 100 consecutive metaphases
and 50 interphase nucleus per concentration have been analyzed to score the
means of the active NORs bearing metaphase chromosomes (AgNOR+
chromosome) number and to determine ratio of the NOR area/ Total Nucleus area

(NORa/TNa) in interphase nucleoli per the individual and the concentration.

It’s found that AgNOR(+) chromosome number and NORa/TNa ratio in DS
patients’ lymphocytes increase in concordance to the gradient of the PHA

concentration in the culture medium unlike the case in the healthy controls.

In results, DS’s lymphocytes do not down-regulate their NOR expression in the
limit of the controls’ cells. These in vitro results may serve as a clue for the
explanation of DS phenotype due to the wasted energy, producing unnecessary
rRNA transcripts and AgNOR proteins in utero during the organogenesis. These
results may also help us to take precaution in routine work of the NORs

evaluation/ interpretation in DS lymphocytes.

Key words: Down syndrome, interphase NORs, metaphase NORs, PHA

concentration, silver stain.
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1. GIRIS VE AMAC

NORs (Nucleolus Organiser Regions), insanda bulunan bes cift
akrosentrik kromozomlarin ikincil bogumlarina yerlesmis ardisik olarak
yinelenen rRNA gen familyasidir. Down Sendrom (DS)1u hastalar,
tasidiklarn fazladan 21. kromozomdan dolay: fazladan bir rRNA gen
familyasina sahiptirler. Interfazda transkripsiyonel olarak aktif olan
(rRNA sentezleyen) NOR’lar, metafazda da gimus (AgNOR) boyama ile
gosterilebilmektedir. Dolayis1 ile AgNOR boyama, ya dogrudan dogruya
interfaz cekirdekcigini ya da metafaz kromozomlar: Ustiindeki NOR

bolgeleri belirlemek icin kullanilmaktadir.

Mutat trizomi 21 ya da Down sendromu (DS), zigot olusumu ile birlikte
baslayan, kok hucrelerindeki ifadesini, beyin dokusu da dahil,
embriyogenez, organogenez ve dogum sonrasi evrelerinde de surduren,
bagisiklik yetmezligi, hizli yaslanma, zeka kusuru, gelisme geriligi ve
yuksek l6semi riski ile kendisini gbsteren, cok sik rastlanan ve cok
calisilmis bir sendromdur. Ancak, diger kusurlarla birlikte, zeka
kusurunu olusturan etmenler de henliz tam olarak aciklanamamaistir.
DS iyi bilinen kalitsal hastaliklardan biri olmasina karsilik NOR ifadesi

ile DS arasindaki iligski de yeterince bilinmemektedir.
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Gorunti  analizi yo6ntemi kullanarak mitojenle uyarimis DS
lenfositlerinin saglikli kontrollere gére interfazda daha fazla NOR yuzeyi
tasidiklarini 6nceden gostermistik. DS’lu ile saglikli bireylerin uyarilmis
lenfositlerinin interfaz NOR’lar1 arasindaki fark o kadar acik ve nettir ki
151tk mikroskopta ve orta derecedeki bir buylUtmede bile ayirt

edilebilirler.

Fitohemaglutinin (FHE) ile lenfositlerin uyarilmas: sonucunda rRNA
sentezinde belirgin bir artisin oldugu ve cekirdekcigin gumusle
boyanirhiliginin 6énemli 6lctide arttigr belirtilmistir. DSlu ve saglikhi
bireylerin lenfosit hucrelerinde, FHE ile wuyarilma sonucunda
akrosentrik kromozomlar Uzerinde bulunan rRNA genlerinin (NOR
bolgelerinin) ve interfaz c¢ekirdekcigini olusturan NOR alanlarinin
aktiflik ya da inaktifliginin ortamdaki FHE konsantrasyonuna bagh
olarak degisip degismedigini arastirmak calismamizin ilk amacini
olusturmaktadir. Bu calismamizda, saglikli kontrollerdeki aktif NOR
tasiyan kromozom sayisinda ve interfaz NOR alanlarinda bir degisme
olmazken, DS’lu lenfositlerindeki metafaz AgNOR(+) kromozom sayisinin
ve interfaz NOR alaninin, ortamdaki FHE konsantrasyonuna goére
arttigin1 goésterdik. DS’lu bireylerin FHE ile uyarilmis lenfositlerinde
NOR ifadesinin kontrollindeki bu dengesizlik, gereksiz rRNA kopyalari
ve NOR proteinleri sentezindeki bosa harcanan enerji ytiziinden, fetal
yasamda DS fenotipinin olusumuna bir aciklama da getirmektedir.
Daha da o6tesi bu goézlem, sadece DS’lularin baska bir 6zelligini aciga
cikartmakla kalmamakta, ayni zamanda DS’lulardaki NOR analizlerinin
guvenilir bicimde yapilabilmesi icin lenfosit kultir kosullarinin

standartlastirilmasi geregini de ortaya koymaktadair.

Mitojenle lenfosit uyarimi, sik kullanilan bir laboratuar uygulamasi
olmasina karsilik kullanilan uyarici, 6rnegin FHEnin konsantrasyonu
laboratuarlara/calisma gruplarina gére 6nemli 6lctide degismektedir.
Insan ve 6zellikle de bebek lenfositlerinin uyariminda yararlanilabilecek
optimum FHE konsantrasyonunu belirtir kapsamli bir calismaya da

rastlanilamamaktadir.
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Ayrica, kullanilan FHEnin tek hedefinin lenfositleri mitoza tesvik
olmasina karsilik, bu maddenin hangi formda (M formu, P formu..)
bulundugu/bulunacag: da calisan kisilere gore degismektedir. FHE tipi
ve konsantrasyonunun laboratuarlar arasinda standartlastirilmasi bazi
analiz sonuclarinin guvenirliligi icin de gereklidir ¢iinkti bunlardan
bazilarinin é6rnegin DS’lularin NOR sonuclari, ortamdaki FHE miktarina

gore de degismektedir.

Bu veriler 1s181nda, FHE konsantrasyonunun mitotik indekse (Mi) etkisi
de arastirilmis ve hem DS’lu hem de kontrollerinin kan kulturleri icin
optimum FHE konsantrasyonu bulunmaya calisilmistir. Boylece,
faydasiz ve gereksiz yere fazladan FHE kullanimi 6nlenerek ekonomik
kazanc¢ da saglanmis olacaktir. Mevcut calismada, 0-8 yas arasi DS’lu
(N=30) ve kontrollerinden (N=24) olusma 54 kisinin kanlar1 4 farkli FHE
konsantrasyonlu (0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve 2.21 ml FHE / 100 mllik
ortam) kultir ortamina ekilerek FHE konsantrasyonuna goére her iki

grubun Mileri bulundu ve sonuclar literatiir 1s181nda tartisildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. CEKIRDEKCIK OLUSTURAN BOLGELER

(Nucleolar Organizer Regions; NORs )

Nucleolar Organizer Regions (NORs): Cekirdekcik olusturan boélgeler, ilk
kez Heitz (1931) ve McClinton (1934) tarafindan tanimlanmaislardir (1).

NOR’lar, insanlarda bulunan bes cift akrosentrik kromozomlarin yani
13, 14, 15, 21 ve 22. kromozom ciftlerinin kisa kollarinda bulunan DNA
ilmikleridirler ve metafaz akrosentrik kromozomlarinin ikincil bogumu
(secondary constriction) olarak nitelendirilen satellit saplarinda
bulunan ribozomal DNA’lar1 (rDNA) ifade ederler. Bu bdlgeleri iceren
akrosentrik kromozom bdlgeleri “cekirdekcik olusturan boélgeler” (NORs)
olarak isimlendirilirler (1-14). NOR’lar, maya htucrelerinden yuksek
yapili 6karyotlarin somatik hticrelerine kadar ardisik olarak yinelenmis
ribozomal genlerin, onlarca, yuzlerce ve hatta binlerce kopyasini
icerirler (15). rRNA’ya cevrilen bu DNA ilmikleri, interfaz boyunca bazen
tek NOR’lu bir cekirdekcige neden olurlar (2). Bir cekirdekcigin
olusumuna, bir kromozomdan daha fazla sayidaki kromozomda

bulunan traskripsiyonel olarak aktif NOR’lar katilabilirler (15).
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rDNA yuksek oranda guanin-sitozin icerigine sahiptir (16) ve rDNAnin
replikasyonu cekirdekciklerde meydana gelir (2). Memeli rDNA’sinin
transkripsiyon birimi 13.000 baz ciftinden olusur ve ortalama 4 um
uzunluga sahiptir (6, 17). Insan diploid hticrelerinde NOR’lar, ribozomal
RNA (rRNA) icin sifrelenen ardisik olarak yinelenen c¢ok sayidaki
ribozomal genlerin yaklasik 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
duzenlenirler (6, 15, 19). Her ribozomal gen birimi, genellikle
kopyalanan bir sekans ve kopyalanmayan dis bir bélgeden olusur (6,
15). rRNA genleri transkripsiyon boyunca cekirdekcikte 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, rDNAnin ¢ok sayida kopyalarini iceren kromozomal bélgelerdir
ve NOR basina rDNA kopyalarinin sayisi farklilik goésterir (7, 10, 11, 16,
20-22). Baska bir ifadeyle, farkli bireylerdeki kopyalarin dagilimi ve
sayisindaki farkliliklarin yani sira bir bireyde farkli kromozomlar
luzerindeki gen kopyalarinin sayisinda da farkliliklar vardir (7). Normal
hticrelerin cekirdekciklerinde rDNA’nin sadece bir kismi bulunur. Buna
karsin, eger hucreler hizli cogalma potansiyeline sahiplerse,

cekirdekciklerde daha fazla rDNA bulunur (2).

rDNA kisa kollarin1 yitirmemis tuim akrosentrik kromozomlarda
bulundugu halde (10, 19) transkripsiyonel olarak hepsinde aktif degildir
(10). NOR aktivasyonu, hucresel aktivite icin bir goéstergedir (23).
Trankripsiyonel olarak inaktif olan NOR’ lar, aktif olanlardan belirli bir
uzaklikta ve cekirdekciklerin disinda bulunurlar. Cekirdekcik icinde
bulunan rDNA, transkripsiyonel olarak aktiftir (10, 23, 24). Bitki
cekirdeginde, inaktif rDNA cekirdekcigin disinda kalir ve bu olgun

lenfositlerdeki modele benzer (24).
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Bunun yaninda, oldukc¢a arjirofilik (gimus sever) olan non-histon
asidik proteinlerin 6zel bir grubu da, NOR’larla ayni bélgelere yerlesim
gosterirler ve bodylece NOR’larin, gimus nitrat boyama tarafindan
oldukca acik ve hizli bir sekilde gérinmelerine izin verirler (1, 2, 18, 25-
27). Bununla birlikte, inaktif rDNA ile degil, aktif rDNA ile birlesmis
olan proteinler gimusu indirgerler (28). Gumusle boyanan NORIar,
“AgNORSs” olarak ve Arjirofilik NOR’larla birlesmis proteinler de “AgNOR
proteinleri” olarak bilinirler (1, 18). Arjirofilik NOR’ar (AgNORs),
cekirdekciklerdeki nukleik asit-arjirofilik non-histon protein

kompleksleridir (2).
2.2.1. Interfaz ve Metafaz NOR’lar1

Metafaz NOR’lar1 her zaman, kromozomal bogumlar icinde kismen bir
butin haline gelmis kiiresel ya da uzatilmis yapilar olarak gértintrler.
Bu sekildeki metafaz NOR’lari, kromozomlarin icinde kismen bir blitin
haline gelmis siskinliklere ya da kabartilara benzetilebilirler. Bu yapilar
her zaman ciftler olarak bulunurlar. Gimtusle boyanabilen bu ciftler,
muhtemelen her bir kardes kromatid Uzerindeki rDNA genleri ile
birlesmis, gimiusle boyanabilen maddenin iki setine karsilik gelirler

(29).

Mitoz boyunca metafaz akrosentrik kromozomlar:1 tizerindeki NOR’lar
(ribozomal genler), NOR proteinleri olarak adlandirilan gumusle
boyanan cekirdekcik proteinlerinin bir grubuyla birlesmis olarak

bulunurlar (4, 15, 24, 26, 29, 30-34).

Interfaz boyunca NOR’lar, metafaz NOR’larina karsilik gelen interfaz
temsil eden cekirdekcigin ipliksi bélgelerinde (fibrillar component)
bulunurlar (1, 4, 8, 15, 26, 35, 36). Metafaz ve Interfaz NOR’lan
arasinda sayisal bir iliski yoktur; bir cok metafaz NOR’lar1 bir tek

interfaz NOR'unda ktimelenmis olabilir (1).
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Interfaz NORu, rRNA sentezi icin yapisal ve gorevsel bir birimdir.
Ribozomal transkripsiyon icin gerekli olan tiim bilesenler; ntikleozomal
olmayan tamamen genislemis bir yapidaki (yani transkripsiyon icin
hazir) rRNA genleri, RNA polimeraz-I, Utist bdlgeye baglanma faktéru
(UBF) ve topoizomeraz-I, interfaz NOR’larinin sinirlari icinde bulunurlar.
Bununla birlikte interfaz NOR’larinin esas bilesenleri AgNOR

proteinleridir (1).

Metafaz kromozomlar: tizerindeki NOR bélgeleri ile birlesmis halde olan
gumusle boyanabilen proteinlerin miktari, interfaz NOR’arinda

bulunan proteinlerin miktarindan daha azdir (4, 25, 33).

Interfaz NOR’larinin sadece bir béliimiiniin transkripsionel olarak aktif
oldugu bilinmektedir (37). Interfaz NORlarinin buyukliigl ve sayisi,
cekirdekcik icindeki rRNA transkripsiyonel aktivitesine uygun olarak
oldukca degiskenlik go6sterir. Ribozom yapimi cok dustk duzeyli
hicrelerin cekirdekcikleri (dinlenme halindeki lenfositlerdeki gibi), genis
bir tek interfaz NORu tarafindan temsil edilirlerken, aktive edilmis
hucrelerin cekirdekcikleri (fitohemagglutininle uyarilmis lenfositlerdeki
gibi), cok sayida kuctik interfaz NOR’lar sergileyebilirler (1). Interfaz
AgNOR’larinin sayisi, sUrekli olarak cogalan hucrelerde, cogalmanin

hiziyla ve rRNA sentez etkinligi ile iligkilidir (1, 35).

Mitotik NOR’lardan bazilari, bir o6nceki interfazda transkripsiyonel
olarak aktif olan ribozomal genleri icerir. Fakat bazi NORJar,
transkripsiyonel mekanizma ve/veya gimuis boyamanin bilesenleri icin

pozitif degillerdir. Béyle NOR’lar, transkripsiyon icin yetersizdirler (15).

Cekirdekcik icinde giimus boyali interfaz NOR’lar tarafindan kaplanan
bolge, ribozom Uretiminin seviyesi ve total cekirdekcik alani ile ilgilidir

(1, 17).

1961’den beri insandaki 10 akrosentrik kromozomun kisa kollarinin
saplar tasidigi ve yumru seklinde satellitleri oldugu kabul edilmektedir.
Bu bélgeler cekirdekcigin yapiminda ise karistiklar: icin énemli 6l¢ctide

sitogenetik 6neme sahiptirler (38). Insan hiticrelerinin metafazlarinda,
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NOR tasiyan akrosentrik kromozomlarin kisa kollar1 sik sik bir arada
bulunurlar. Buna “satellit birlesmesi” adi verilir. Daha fazla miktarda
rDNA iceren NOR’larin daha sik olarak satellit birlesmelerine katildiklari
ve yine ayni sekilde aktif NOR’larin inaktif olanlardan ¢ok daha fazla

siklikta bu birlesmelere katildiklar: 6ne sturulmustur (7, 39).

Akrosentrik  kromozom senrtomerleri ve  rDNA’nin, interfaz
cekirdekciklerinde bitisik sekilde yan yana bulunduklari gésterilmistir
(40). Akrosentrik kromozom birlesmesinin dolasimdaki 16kositlerde
interfaz da bile mevcut oldugu belirtilmektedir (2). Insan interfaz
huicrelerinde AgNOR’lara karigsmis olan akrosentrik kromozomlarin
orani ve AgNOR’larin sayisi, hiicre tiplerine gére degisiklik gosterebilir.
Bu, malignant degisiklik iceren huicre fenotipinin belirlenmesinde ve

rDNA transkripsiyonunda énemli bir rol oynayabilir (2).

Bununla birlikte, insan interfaz huicrelerindeki cekirdekcikler (interfaz
NORu) ve metafaz NOR’u arasindaki iliski hakkinda cok az bilgi
bulunmaktadir (2).

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

Gumus nitrat, 180011 yillarin sonlarindan beri sitolojik bir boya olarak
kullanilmaktadir (41). Kromozom preparatlarinda AgNOR boyama
(nucleolar giimus boyama) ilk olarak Carleton (1920) tarafindan
gosterilmistir (41). AgNOR boyama teknigi, sitogenetik preparatlarda
cekirdekcik olusturan bélgeleri ortaya cikarmak icin Goodpasture ve
Bloom (1975) tarafindan gelistirilmistir. Bu teknik, Howell ve Black
(1980) tarafindan basitlestirilerek 1s1k ve elektron mikroskobu
alanlarina uygulanmistir (34). Ploton ve arkadaslar1 (1986) daha sonra,
bir formik asit giimus nitrat boyama metodu uygulayarak, rutin sito-
histolojik  6rneklerde interfaz = NORJlarinin tam  yerlesimlerini

gostermislerdir (1).
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NOR’lar, gimus ile secici olarak boyanan arjirofilik (gimus-sever)
proteinlerin  bir kismini iceren cekirdekcik bilesenleri olarak
tanimlanirlar. Gimus boyamadan sonra NOR’lar, yalnizca cekirdekcik
boyunca yerlesim gbsteren siyah lekeler olarak kolayca ayirt edilebilirler
(1, 2, 5, 18). NOR’larnn arjirofilik olmas: (gimus sevmesi), ribozomal
DNA genlerinin etrafinda yerlesim gdsteren ve giimus icin yuksek bir
yatkinliga sahip olan bir grup ntkleolar nonhiston proteinler (AgNOR
proteinleri) ’den dolayidir (18, 25).

AgNOR proteinlerini gérulebilir hale getirmek icin kullanilan ilk gimus
boyama metodlari, art arda gelen iki basamaktan olusmaktaydi.
Bunlar; Gimus nitratla (AgNO3) bir doyurma basamag: ve indirgeyici
bir ajanla (amonyak ya da formik asit gibi) gelistirme basamagidir.
Howell ve Black (1980), doyurma ve gelistirmenin ayni anda meydana
getirildigi tek basamakli bir giimUtis boyama metodunu 6nerdiler. Howell
ve Black’in orijinal tekniginde, gimis boyanma 70°C’de 2 dakikada
meydana gelmektedir. Boyanma reaksiyonunu daha iyi kontrol etmek
ve non-spesifik boyanmadan kacinmak icin Ploton ve arkadaslar
(1986), daha dusuik bir sicaklik ve daha uzun bir boyanma suresi ileri
surduler. Guvenirliligi ve o6zgulligliinden dolayr bu glmus boyama
metodu, rutin sito-histopatolojide AgNOR proteinini goérulebilir hale
getirmek icin siklikla kullanilir olmustur (1, 18). Bu yoéntem
kullanilarak, interfaz NOR’lari oldukca iyi tanimlanan siyah lekeler
olarak goérunurler (1, 2, 18, 35). Ultra yapisal duizeyde cok sayidaki
siyah lekeler (yaklasik 5 nm capinda), sadece interfazik cekirdekciklerin
aktif boélgelerinde (yani ipliksi merkez ve yogun ipliksi bdélgelerinde)
bulunurlar (1, 5). Bu bdlgelerin icinde cok kucik giimus lekelerinin
birikimi, optik seviyede cekirdekciklerin icinde 1-2 um c¢apinda
yuvarlakca yapilar yada NOR grantlleri olarak gérinur (5). Bu siyah
lekelerin sayis1 ve buyukligid i1sik mikroskobu kullaniminda oldukca
degerlidir (1). AgNOR lekelerinin sayisi1 huicre cogalmasinin iyi bir
gostergesidir. Bu AgNOR lekelerinin sayis1 ne kadar fazla olursa, hicre

doéngusitnun o kadar kisa oldugu 6ne surdlmustur (5).
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Gumus boyama teknigi, asidik bir ortamda gumus nitratin, NOR
merkezlerinde @ NOR  proteinleri  tarafindan  metalik gimiuse
indirgenmesine dayanir (24). Ancak gumus nitrati metalik gimuse
indirgeyen asil madde, rDNA ya da rRNA olmayip bu boélgelere 6zgi
proteinler (NOR proteinleri)dir. Cunkti, NOR boyama DNAaz ya da
RNAaz’ lardan etkilenmezken pronase, trypsin ya da papain gibi
proteolitik enzimlerden etkilenmektedir (11, 13, 16, 24, 27, 34, 41). Bu
sonucglar, gumus iyonlarinin, asidik olan proteinlere baglandigini
gostermektedir (4, 11, 12, 27, 32, 34, 35, 42). Sonuc¢ olarak, gimusle
pozitif olarak boyanan madde, rDNA’nin kendisi degil, rDNA bélgeleri ile
birlesmis bulunan asidik proteinlerdir (8, 17, 29, 43). Bununla birlikte,
inaktif rDNA ile degil, aktif rDNA ile birlesmis olan proteinler gimusu
indirgerler. Bu indirgenme, 151tk mikroskobu ile htuicrelerdeki NORs
olarak isimlendirilen aktif rDNA boélgelerini gérmek icin kullanilan
gumus boyama icin esastir (28). GUmusle boyanabilen madde, aktif
NOR’larin etrafinda biriken ribonukleoproteinin asidik bir protein
bilesenidir (11, 12, 32, 35). Gimus boyanmaya neden olan materyalin,
interfaz boyunca uretildigi ve profaz’da NOR’larin etrafinda biriktigi 6ne

sturulmektedir (11).

Gumausle boyanan proteinlerin bir kismi, cekirdek ekstraktlardan elde
edilen jel elektroforezinde goésterilmistir. Gimuise proteinlerin baglanma
reaksiyonu sulfidril ve distlfid gruplar1 vasitasiyla meydana geliyor gibi
gorunmektedir (26, 38). Fosfat gruplari da glimuis boyamada ise
karisabilmektedirler. Gimuse baglanan iki major AgNOR proteinleri,
nukleolin (C23) ve B23dur (26, 29, 35, 38, 44). C23 ve B23,
cekirdekcigin fosforlanan ana asidik fosfoproteinleridir. Bu proteinlerin
kuicik fosforlanan birimleri olan fosfoserin ve fosfotreonin gimus
boyamada ise karisabilmektedirler (29, 38). Defosforilasyon, kismi
proteolizis ya da maskelenmeden sonra bu proteinler gimus icgin
yatkinliklarini kaybedebilirler (29). Bunun yani sira, nukleolinin
karboksi kisminin degil, amino terminal bélgesinin AgNOR boyamada

ise karistigr gosterilmistir (26, 30). Proteinin bu kisminda, tekrarlanmais
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ve araya serpistirilmis 20-30 aspartik yada glutamik asit halkalarinin
art arda diziliminden olusan 4 buyuk asidik alan bulunur (26).
Nukleolar protein B23in de, nukleolinin amino terminal kisminda
bulunanlara benzer uzun asidik alanlara sahip oldugu go6sterilmistir
(26). Nukleolinin amino terminal bélgesindeki asidik amino asitlerin
konsantrasyonu, gumus iyonlarinin indirgenmesinden dolayisiyla
AgNOR boyanmadan sorumludur (26, 30, 34). Nukleolinin, N-terminal
bolgesindeki asit tekrarlarini ortaya cikaran AgNOR boyama, tim
nukleolini ortaya cikarmayr mumkin hale getirir ve nukleolinin
miktarina bagli lineer bir cevap saglar. Bu iki major AgNOR
proteinlerinin yani sira diger mindr proteinler de genel boyanmadan
sorumludurlar. Bu iki majér proteinlerin evrensel boyanmanin %60-

75’inden sorumlu oldugu tahmin edilmektedir (44).

AgNOR boyama, diger proteinlerde de asidik alanlarla iliskilidir (30) ve
asidik bolgeler, cekirdekcik proteinlerinde siktirlar (26). AgNOR
proteinlerinin, nukleolinde oldugu gibi, glutamik ve aspartik asit
koklerinden olusan uzun tekrar alanlarina sahip oldugu 6ne
stUrdlmustir. Bu asidik boélgeler; transkripsiyon faktérlerinde,
sentromerik proteinlerde, nukleoplazminde, HMG-1 ve HMG-2’de ve

diger cekirdekcik proteinlerinde bulunmuslardir (26).

Cekirdekcik icindeki interfaz NOR’larinin gumusle boyanmasinin
siddeti, hucrelerin transkripsiyon aktivitesine baghdir (30, 32). Bu
yuzden, cekirdekcik icindeki giimtis boyali interfaz NOR’lar1 tarafindan
kaplanan bélgenin gbérintti analizi ile degerlendirilmesi, rutin sito-
histopatolojik 6rneklerde cekirdekcik buyukligt ve goérevi hakkinda

kesin bilgi edinmeye izin verir (1).

Interfazda ya da mitoz sirasinda transkripsiyonel olarak aktif olan
NOR’larin pozisyonu, gumus boyama ile goésterilebilmektedir (10, 13,
25, 41, 42). Ribozomal genlerin aktif transkripsiyonel bélgesi ile gimus
boyanirliligi arasinda dogrudan bir iligki vardir (6, 12, 14, 25, 30, 32,
41, 42). AgNOR boyama, aktif (AgNOR boyama pozitif) ve baskilanmis
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(AgNOR boyama negatif) olan genleri tahmin etmek icin iyi bir isarettir

(20, 32).

Mitotik NOR’larin giimusle boyanabilmesi i¢cin, NOR kromatininin hticre
déngusitnun bir 6nceki interfazinda transkripsiyonel olarak aktif olmasi
gerektigi 6ne surulmektedir (11-13, 15, 21, 23, 25, 42). Metafaz
kromozomlarinin gimusle boyanmasinin, daha ©6nceki interfazda
NOR’larin transkripsiyonel aktivitesini gosterdigi bilinmektedir (8, 23,
25, 36).

NOR boyamanin iki 6zelliginden biri, sadece aktif rDNA bdlgelerini
boyayip, inaktif (rRNA sentezlemeyen) bolgeleri boyamamasidir.
Transkripsiyonel aktivitenin giimus boyanirliligi icin gerekli oldugu
belirtilmektedir (42). Bir diger ozelligi ise aktiflik ya da inaktifligin
kalitsal olusudur. Kultirti yapilmis lenfosit huicrelerinde NOR’larin
gumusle boyanabilirligi, belirli smirlar icerisinde kalitilabilir bir
ozelliktir (11-13, 21). Baska bir ifade ile 6rnegin anne ve babada
13.kromozomlardaki rDNA’lar rRNA sentezlemiyorlarsa yani AgNOs3 ile

boyanmiyorlarsa bu 6zellik cocuklarinda da aynen gortlecektir.

Interfazik hticrelerde cekirdekcikler, giimuis tarafindan yogun bir
sekilde etiketlenirler. Buna karsin, diger hucre kesimleri giimusten
tamamen yoksundur. Bu ylzden reaksiyon, cekirdekcik bilesenleri icin
oldukca spesifik goértinmektedir. Etiketleme, sayisi ve dagilimi, bir
hiicreden digerine degisen grantuller olusturur ve bu grantllerden
bazilar1 da zincire benzer yapilar olusturur (26). Giimus boyama ayni
zamanda cekirdekciklerin yapisini ve buyukligini géstermek icin de
kullanilir. Cok sayidaki calismalarda gumausle boyanmis
cekirdekciklerin buyukliglt, yapisi ve sayisi, hucresel cogalma ve

malignansinin parametreleri olarak kullanilmaktadir (5, 23, 35).
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2.3.AgNOR BOYAMANIN STANDARTLASTIRILMASININ ONEMIi

NORun gumusle boyanabilirligi cesitli faktérler tarafindan buyuk
Olcide etkilenir. Bunlar; boyama reaksiyonunun suresi, sicakligi ve
kullanilan fiksatiflerdir. NORu giimusle boyamanin fiksatife bagimliligi
cok sayida arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Alkol bazli fiksatifler,
formalin iceren fiksatiflerin yaptiklarindan daha yogun ve spesifik
gorulebilen AgNOR proteini verirler (18). AgNOR proteinlerinin secici
boyanmasi icin en iyi fiksatifin etanolle birlikte oldugu 6ne strdlmustir
(35). Formalinle fiksasyonun genellikle dusuik kaliteli gimtis boyamaya
yol actigi ve bunun da muhtemelen htucresel proteinler tizerinde bu
fiksatifin maskeleyici bir etkisi yuUztinden oldugu belirtilmistir (18).
Daha da otesi, formalinle fikse edilmis 6rneklerde boyama reaksiyonu,
ayni zamanda kullanilan formalinin (tampon olarak ya da olmayarak)
tipine, fiksasyon suresine ve doku icine fiksatifin gecisine baglidir.
Derenzini ve Trere (1991), morfometrik bir calismada, ayni timor
0rneginden alinan ve farkli olarak fikse edilmis o6rneklerde AgNOR
proteini alanini karsilastirarak, NOR’ un boyanabilirligi tizerinde cesitli
fiksatiflerin etkisini degerlendirdiler. Bu calisma, saf etanolle ya da
methcarn solusyonu (3:1 hacim/hacim metanol:asetik asit) ile fikse
edilen o6rneklerin ortalama AgNOR protein alaninin, formalinle fikse
edilmis Orneklerde o6lctileninkinden iki kat daha fazla oldugunu
gosterdi. Bu sonugclar, farkli olarak fikse edilen histolojik 6rneklerden
elde edilen AgNOR protein degerlerinin kesinlikle birbirleri ile

karsilastirilamaz (kiyaslanamaz) oldugunu acikca gostermektedir (18).

NORun seciciligi, sicakliktan ve ayni1 zamanda boyama reaksiyonunun
stiresinden buytik élctide etkilenmektedir (18). Iki degisken birbiri ile
ters orantilidir; sicaklik ne kadar yuksek olursa secici bir NORun
gorulebilir bir hale gelmesi icin gerekli olan zaman o kadar kisalir.
Bunun yaninda diger arastirmalar, boyama reaksiyonunun, secici bir
NORun gorulebilmesi icin gerekli olan optimal zamandan daha fazla

uzatildiginda, giimus tortularinin (¢cékeleklerinin) hacim olarak arttigini
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ve gumusle homojen olarak boyanan tim cekirdekcik gérintinceye

kadar birlestiklerini géstermislerdir (18).

Bununla birlikte cesitli gimus boyama metodlarinin farkli sonuclara
neden olacagt belirtilmektedir. GuUmus boyama ile elde edilen
sonuclarin, o6n islemler ve fiksatiflerin kullanimindan etkilendigi
oldukca iyi bilinmektedir (29). Standartlastirilmis bir giimuts boyama
protokoliiniin bulunmayisi, bireysel calismalarda gercek yapilarin
degerlendirilmesinde c¢ok fazla yanlis yorumlara yol acmistir. Ayni
tamor tipleri icin farkli arastirmacilar tarafindan bildirilen kesin AgNOR
sayilari, guclukle karsilastirilabilir durumdadir ve bu arastirmalar
tarafindan ortaya cikarilan sonuclarin bazen birbirini tutmadigl
gorulmektedir. Bunun sonucunda da ayni timoér tipinde bireysel

calismalar arasinda fikir ayriligina neden olmaktadir. Bu farkli verilerin

elde edilmesinin baslica nedenleri;

1. NOR’u giimusle boyamada farkli uygulamalarin kullanilmasi,
2. AgNOR proteini 6lcimlendirmesi icin farkli yoéntemlerin

kullanilmasidir (18).

Butiin bunlar, NOR boyanabilirligini etkileyebilecek cok sayidaki
degiskenler g6z oOnune alindiginda, boyama protokoliintin, farkl
laboratuarlar arasinda tekrarlanabilir veriler elde edebilmek icin
kesinlikle standardize edilmeye ihtiyaci oldugunu goésterir. AgNOR
boyamada kesin bir standart elde etmek ve tUim laboratuarlarda
karsilastirilabilir veri tUretmek icin, 1993’de Berlin'de toplanan ilk
“Onkolojide AgNORs” calistayr suresince, “AgNOR’u degerlendirmede
uluslar arasi1 komite” kuruldu ve ilk kez AgNOR proteinini
degerlendirmek icin bir kilavuz belirlendi. Komite tarafindan o6nerilen
standartlastirilmis gimuis boyama sekli; énceden 1sitilmis soltisyonlar
kullanarak 37°C sabit bir sicaklikta, karanlkta yapilan boyama

boéltiimlerinden olusmaktadir (18).
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2.4.NOR PROTEINLERI (AgNOR PROTEINLERI)

Sitokimyasal reaksiyonlarla ortaya c¢ikarilabilen AgNOR proteinlerinden

bazilari, ilk kez 1970’lerde tanimlandi (30).

AgNOR proteinleri, elektron mikroskobu ile interfaz stiresince, 6zellikle
cekirdekcik icinde rDNAnin goésterildigi yerler olan, ipliksi merkez (FC)
ve yogun ipliksi bélge (DFC) de bulunurlar (24-26, 29, 33, 37, 43) ve
interfaz cekirdeginde granulli bdlgeden disar1 atilirlar (24). Farkl
miktarlardaki AgNOR proteinleri ince bir filament ile olusan grantllere
baglanirlar (43). FC ve DFC, mitotik NOR’larin interfaz karsiligidirlar (1,
4, 8, 15, 26, 29, 35, 36).

Mitozun tim fazlar1 boyunca AgNOR proteinleri, kondanse kromatinin
kendisi icinde degil sadece kondanse kromatinle birlesmis olan ipliksi
ktimelerin icine yerlesim gosterirler. AgNOR proteinleri, interfaz ve
metafaz stiresince rDNA genleri ile birlesirler. Mitozun bazi basamaklar:
boyunca (metafaz disinda), AgNOR proteinlerinden bazilari NORu terk
edebilir ve ayr1 bolgelerde toplanabilir (25).

AgNOR proteinleri, cogalmayan hucrelerdeki ifadeleri cok dusuk
olmasina karsilik, hizli bir sekilde cogalan huicrelerde birikme yaparlar
(30, 44). Bu yuzden AgNOR proteinleri, aktif ribozomal genlerin
isaretleridir (24, 26, 30, 34, 43). AgNOR proteinleri, mitoz sUresince
kromozomlardaki NOR’larla ve interfaz stUresince cekirdekciklerdeki
ribozomal genlerle birlesmis olarak kalirlar ve miktarlari, hiicrelerin
ribozomal transkripsiyonel durumuna ve/veya hiicre katlanma stresine
bagli olarak degisir (24-26, 30, 34, 43). Bu proteinler, kromozomlarin
NOR’larinda giimus boyama ile gosterilebilirler (32). NOR proteinleri,
diger bir cok hucresel proteinlerin boyanmadan kaldigi asidik sartlar
altinda giimuist indirgeme yetenekleri ile ayirt edilirler. Gimuise 6zgin

yatkinliklar vardir (26, 39, 43).
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Ribozomal genlerin (rDNA) transkripsiyonu ve cekirdekcigin islenmesi,
AgNOR proteinlerinin varligina baghdir (17, 23, 26, 35). AgNOR protein-
lerinin yoklugunda rRNA sentezi meydana gelmez (1). Bu proteinlerin
varligi ya da yoklugu, aktif ve inaktif NOR’lar arasinda in situ ayirt
edilmesi icin bir kriterdir (26). Bu yuzden bu proteinlerin miktari,
transkripsiyonel aktivitenin derecesini yansitir (17, 26). AgNOR protein-
lerinin, ribozomal transkripsiyonel birimlerin sadece transkribe edilen
kismiyla birlestikleri yani aktif ribozomal gen transkripsiyonuna baglh
olduklar1 gosterilmistir (26, 43). Interfaz cekirdekciklerindeki AgNOR
proteinlerinin, yogun kromatin yapilar: ile degil, oldukca dekondanse
olmus yapilarla surekli olarak birlestikleri in situ ultra yapisal

sitokimyasal arastirmalarla gésterilmistir (33).

AgNOR proteinlerinden en azindan bir kismi, cekirdekcik transkripsiyon
aktivitesinden (pre-rRNA sentezinden) tamamen bagimsizdirlar (17, 33,
35, 43). Bu proteinler muhtemelen, ribozomal kromatinin surekliligi
icin, fonksiyonel bir rolden ziyade, yapisal bir rol oynamaktadirlar (17,
33, 35, 43). Bu proteinler, histonlarin rDNA’yva baglanmalarini
engelleyerek, stirekli genislemis bir kromatini devam ettirebilirler (37).
AgNOR proteinleri, cogalan hticrelerde Gi fazi boyunca meydana gelen
ribozomal kromatindeki yapisal degisikliklerde anahtar bir rol oynarlar.
Yeni sentezlenen AgNOR proteinleri, DNA sentezi baslamadan o6nce

goézlenen ribozomal kromatin dagilmasindan sorumludurlar (33).

AgNOR proteinlerinin miktari, hticre cogalmasinin bir gostergesidir (1,
30, 35, 44, 45). Cunkd bu proteinlerin miktari, hticre déngtisti evreleri
ile iligkilidir (26, 30, 32, 44) ve bu miktar, dizenli olarak hticre dongtist
boyunca degisir (45). Hucre katlanma zamani ne kadar kisalirsa,
interfaz AgNOR’larinin miktar1 da o kadar artar (1, 32, 44). AgNOR
proteinlerinin miktar1 sematik olarak; Gi fazi icin dusuk, S-Go fazlan
icin yuksektir (30, 44). Go fazinda AgNOR proteinlerinin miktari, Gi

fazindaki huicrelerde bulunanlardakinin yaris1 kadardir (44).
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Nukleolin ve protein B23in miktarlari, nuikleolar aktivite ve htucre
cogalmasina bagli olarak degisir (32). Cogalan hticrelerde, ntikleolin ve
nukleofosminin miktari, erken G; fazinda derece derece artar, S fazinin
sonunda maksimum degere ulasir ve gec G2 fazina kadar sabit kalir (1,

44).

Interfaz AgNOR protein miktar1 ve hiicre katlanma zamani arasindaki
iliski; cogalan htucrelerin, kardes hucreler icin yeterli ribozom Uretmek
zorunda olmalar1 ve huicre déngisu ne kadar kisalirsa, birim zaman
basina yapmak zorunda olduklar: ribozomun da o kadar cok olmas1 g6z
oéntine alinarak aciklanabilir. Interfaz AgNOR’larinin sayisi, rRNA
transkripsiyonel aktivitesi ile iliskili oldugundan, interfaz AgNOR
miktarinin da ayni zamanda hucre katlanma zamani ile ilgili olmasi

tutarh bir sonuctur (1).

Interfaz AgNOR’larinin miktarsal dagilimimnin degerlendirmesi, hem
diagnostik hem de prognostik amaclar icin timoér patolojisinde
kullanilmaktadir (1, 2, 18, 35). AgNOR parametresinin, timoérlerin bir
cok tipinde bagimsiz bir prognostik faktér olarak, kanser hastaliginin
klinik akibetini tanimlamada guvenilir bir ara¢ oldugu kanitlanmistir.
Klinik sonucu etkileyen en o6nemli faktérlerden biri, timér kutlesi
blylme orani oldugu icin, AgNOR degeri, bulundugu kiside timor
hastaliginin ilerleyisi hakkinda bilgi sahibi olmak icin degerli bir

parametreyi temsil eder (1, 35).

AgNOR proteinlerinin 6lctiimti, kanser hticresi cogalma hizinin basit bir
tahmini olarak kullanilabilir (23, 32, 35, 44). Interfaz boyunca mevcut
olan AgNOR proteinlerinin miktarinin, dtizenli olarak htcre cogalmasi
ve cekirdekcik etkinligini degerlendirmek icin kullanildigi ve kanser
hicresinin erken tanisi icin bir 6lctit oldugu belirtilmektedir (13, 32,
34). Malign hticreler, malign olmayan (benign ya da normal) huicrelerle
karsilastirildiklarinda  daha  fazla miktarda AgNOR  proteini
bulundururlar. Kanser dokularinda AgNOR proteini ifadesi, hucre

duplikasyon (katlanma) orani ile iligkilidir (4, 18, 35). Ctinku hucre
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dublikasyon aktivitesi ve AgNOR proteinlerinin miktar1 arasinda
dogrusal bir iliski bulunmaktadir (23, 35, 44). Gumusle boyanan
AgNOR proteinlerinin miktar:1 ne kadar fazla olursa, htiicre cogalmas: da
o kadar hizli olur (4, 35). Bu yltzden AgNOR boyama tekniginin,
timorlerin erken tanisinda, kismi olarak malign timoérlerden benign
timorleri ayirt etmede ve benign timortin siddetini degerlendirmede
faydali bir test haline geldigi 6ne suUrulmektedir. AgNOR boyama
prosedurinun spesifikligi ve kolayligi bu teknigin, insan patolojisinde,
hticre biyolojisinde ve gelisen biyolojide genis bir kullanim alani
sagladigi belirtilmektedir (34).

Okaryotik hticreler, rRNA sentezini hizli bir sekilde diizenleyen bir
mekanizmaya (downregulation) sahiptirler. Bu duzenlenme, memeli
hicreleri temel amino asitlere ihtiya¢ duydugu zaman gozlenir ve
mekanizmanin kontroliine ribontikleoproteinler katilmaktadirlar (13).
Transkripsiyon ve proliferasyon (¢cogalma) boyunca ortaya cikarilan
major AgNOR proteinleri; ntukleolin (C23 proteini) ve Nukleofosmin
(B23 proteini)’dir (25, 26, 30, 33, 44). C23 proteini ve B23 proteini,
cekirdekciklerde en bol bulunan AgNOR proteinleridir (26, 31, 32).
Insan hiicrelerinde interfaz boyunca daha fazla miktarda ifade edilen
AgNOR proteinleri; Nukleolin ve Ntukleofosmin ve bunlarin yaninda
gumus boyanmanin kiictik bir miktarindan sorumlu olan 42, 40 ve 29

kDa’luk polipeptidlerdir (1, 30, 32, 35).

Mitoz boyunca AgNOR proteinleri ya sitoplazmada kromozomlarin
etrafina dagilmis olarak ¢6ziinmus halde ya da NOR’lar icinde ribozomal
genlerle birlesmis haldedirler (30, 32). Insan hicrelerinde mitoz
boyunca metafaz kromozomlar: tizerindeki NOR’larla birlesmis major
AgNOR proteinleri; RNA polimeraz-I'in en buyuk alt birimi, 135 kDa’luk
NOR proteini, UBF transkripsiyon faktérii ve 50 kDa’luk bir proteindir
(1, 30, 32). Mitoz boyunca kromozomlarla birlesmis AgNOR proteinleri-
nin miktarinin, total AgNOR proteinlerinin %5-10'u oldugu tahmin

edilmektedir (32).
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Bunun yaninda, Nukleolin ve Nuikleofosmin, hem kromozomal hem de
sitoplazmik ekstraktlarda ortaya cikarilmistir. Total nucleolinin %2-5’
kromozom ekstraktlar1 ile birlesmistir (30, 32). B23 proteini, insan
mitotik  hucrelerinde genellikle kromozomlarin periferinde ve
kromozomal ekstraktlardan daha fazla miktarda sitoplazmada bulunur.
(30, 32). Bu proteinlerden bazilar1 metafaz kromozomlar: Utzerindeki
NOR’arla birlesmis olarak kalirken, bazilar1 da sitoplazmada ¢6zUnmus
olarak bulunurlar. AgNOR proteinlerinden cogunlugu, mitoz boyunca
sitoplazmada bulunur (30). Fakat burada, kromozom izolasyonu ic¢in
gerekli olan hipotonik sok boyunca, bazi proteinlerin sitoplazma icine

salwverildigi ihtimali g6z ard: edilemez (32).
2.4.1. Niikleofosmin (B23 proteini, neumatrin ya da NO38)

Interfazda major AgNOR proteinlerinden biri olan protein B23, 35-40
kDa’luk molektler agirlig: ile ribozomal olmayan RNA’ya baglanan bir
fosfoproteindir. Insanlarda ve ratlarda B23, en az iki izoformda
sentezlenir. Bunlar; B23in major nukleolar formu olan 37-38 kDa’luk
B23.1 ve 35-36 kDa’luk B23.2’dir. Bu her iki izoformu bir tek gen

tarafindan sifrelenir (45).

On-ribozomal partikiil organizasyonunun ileri basamaklari ile mesgul
olan B23, ayni zamanda 6n-ribozomlarin ¢ekirdek birikiminde de gbérev
yapar (1, 30, 31, 35, 45). B23in hucre gelisiminin diizenlenmesinde
(45) ve nukleo-sitoplazmik transport strecinde de ise karistigi ileri
sturulmektedir (31). Ayrica B23, oldukca bol bulunan c¢ekirdekcik
fosfoproteinidir (31).

Ultra yapisal seviyede, B23 esas olarak oOn-ribozomlarin toplandig:
cekirdekcik ici bir bélge olan grantler bélgede bulunur. Aktif olarak
cogalan htucrelerde bu bélge, cekirdekcik hacminin yaklasik olarak
%60’ 1n1 olusturur. Halbuki cogalmayan htucrelerde (insan periferal kan
lenfositlerinde oldugu gibi) bu bdélge 6nemli 6lctide azalmistir. Bu
yuzden, protein B23 miktarinin in vitro cogalmasi icin aktive edilmis

normal lenfositlerde ayni zamanda lenfoproliferatif hastalikli hastalarda
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artmas1 beklenilebilir (45). B23"in immuno-boyama modelinin, hticre
cogalma durumunun guvenilir bir immuno-sitokimyasal marker’
olabilecegi ifade edilmistir. Daha da 6tesi, B23"in immuno-
lokalizasyonu cogalma icin lenfosit aktivasyonunda Ki-67’den daha
erken bir goOsterge olarak yardimci olabilir ve bdylece prognostik
amaclar icin klinik pratikte wuygulanabilir. B23Mn miktarinin
degerlendirilmesi farkli kan kanserlerinde teshis icin énemli olabilir ve

hastaligin gidisini tahmin etmeye yardimci olabilir (45).
2.4.2. Niikleolin (C23 proteini)

rRNA molektllerinin transkripsiyonunda ve islenmesinde énemli bir rol
oynayan 105 kDa’luk bir fosfoproteindir (1, 30, 33, 35). Nukleolin,
onribozom birlesmesinde ise karisan ve ayni anda her yerde mevcut
olan cok fonksiyonlu bir proteindir ve hem interfazda nukleolar
kromatinle hem de mitoz stiresince metafazik kromozomlar tizerindeki

NOR’larla birlesmis olarak bulunur (26).

Nukleolin, 6nemli cekirdekcik proteinlerinden biridir ve bir cok gorev,
farkli yapisal ve fonksiyonel modeller iceren bu proteine atfedilmistir.
Nukleolin, RNA polimeraz-I tarafindan ribozomal genlerin transkripsi-
yonel kontrolinde ve RNA polimeraz-Ii rRNAya baglamada ise
karisabilmektedir (26, 31, 33).

Bununla birlikte, niikleolinin; rRNA’nin yapiminda esas olarak da erken
olgunlasma surecinde ve DNA topoizomeraz-I’e baglandigi icin rDNAnin
transkripsiyonu surecinde ise karistigi belirtilmistir (26, 44).
Nukleolinin ayni zamanda, B lenfositlerde immuinoglobulin sinif
degisikligi icin pol-II'nin transkripsiyonel reglilasyonunu yoéneten
genlerden uzakta cok sayida cekirdekcik disi gérevlerde de bulundugu
One surdlmustur (31). Nukleolinin, H; histonuna baglanarak, kromatin
dekondensasyonuna neden olmasi, onun yapisal bir géreve de sahip

oldugunu gostermektedir (33, 35).
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Nukleolin’in, amplifiye edilen cekirdekcik ve ntikleoplazma arasinda bir
set olusturarak bu iki bélgeyi birbirinden ayirdigi éne stUrulmektedir
(46). C23 proteini, metafaz slUresince kismi proteolizis ya da

defosforilasyona oldukc¢a duyarhdir (25).

Nukleolinin ifade edilmesi, major AgNOR proteinleri arasinda htucre
déngusiine en bagimli olanidir ve ntukleolinin ifadesi hiicre déngisu
boyunca duizenlenir (26, 44). Bu yuzden, nukleolinin derisimi, hticre

cogalmasini degerlendirmede bir arac olabilir (44).
2.4.3. RNA Polimeraz-I Alt Birimleri

180 kDa’luk AgNOR proteini, RNA polimeraz-I'in en buyutk alt birimidir.
Transkripsiyon (cogalan htucreler) ve transkripsiyonun inaktif oldugu
durum (tavuk eritrositleri gibi c¢ogalmayan hucreler) boyunca
cekirdekciklerdeki boyanmaya katilabilirler (32). Ribozomal genlerle
birlesmis olan mitotik AgNOR proteinleri, interfaz boyunca AgNOR

boyamanin temel dlizeyini olustururlar (32).
2.4.4. UBF (Transkripsiyon Faktorii)

97-94 kDa’luk protein, RNA polimeraz-I'in transkripsiyon faktéra,
UBF’dir. RNA polimeraz-I Ust boélgeye baglanma faktéri (UBF)nin
mitoz boyunca ribozomal genlerle birlesmis olarak kaldigi bilinmektedir

(32).
2.4.5. 135 kDa’luk AgNOR Proteini

Kromozomal ekstraktlar, 135 kDa’luk bir AgNOR proteini icerirler. Bu
protein oldukca fosforile edilmistir ve bir AgNOR proteini olarak ilk
Onerilen proteindir. Bu protein NORlarin temel bir bilesenidir ve
cogalmanin bir markeri oldugu 6ne surulmektedir. Fakat fonksiyonu
bilinmemektedir. Cekirdekcik ekstraktlarinda bir AgNOR proteini olarak
bulunur (32).
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2.5.AgNOR PROTEINLERININ OLCUMU

AgNOR lekelerinin 6l¢ciimlendirilmesi, NOR sayis1 ya da NOR alani1 gibi
kesin bir deger olarak, NOR index’ini belirler (5). AgNOR proteinlerinin
Olcimu icin iki metod Onerilmistir; Counting (sayma) metodu ve

morfometrik metod (5, 18, 44, 47).

Sayma metodu; dogrudan mikroskopta yuksek buylttmede (1000X),
kesit kalinliginin bir ucundan diger ucuna dikkatlice odaklayarak,
hiicre basina her bir gimus boyali lekenin saymmidir (5, 18). Bu
yaklasimin tartisilmaz avantaji, uygulamak icin kolay ve ucuz
olmasidir. Fakat bununla birlikte, hizli bir sekilde cogalan kanser
hucrelerinde sikca oldugu gibi, tek AgNOR lekeleri bir arada
kuimelendiklerinde ya da kismen birbirlerinin Ustiint o6rttuklerinde
(cakistiklarinda) sayma metodu, subjektif ve tekrarlanabilmesi gti¢ hale
gelir. Daha da o6tesi, 6zellikle kanser hucrelerinde her bir gtiimusle
boyali lekenin boyutunu dikkate almaksizin yapilan AgNOR sayimi ¢cok
degisken olabilir (4, 18). Bu dezavantajlarin Uistesinden gelebilmek icin
Derenzini ve arkadaslar1i (1989) ile Ruschoff ve arkadaslar1 (1990)

morfometrik metodu 6nermislerdir (18).

Morfometrik metod; bilgisayar yardimli goériinti analizi ile nuklear
kesitin yandan cekilen resmi icinde giimusle boyali yapilar tarafindan
kaplanan alanin, otomatik ya da yari otomatik 6lcimudur. Sayma
metoduna gbére morfometrik metod; daha hizli, daha dogru, daha
yinelenebilir ve daha nesnel bir metottur (4, 18). Bu metodun
uygulanabilirligindeki tek sinirlilik, uygun aletlere ( 1s1k mikroskobu
Uzerine monte edilmis bir CCD kameradan olusmast ve 06zel
morfometrik bir bilgisayar yazilimi ile donatilmis bilgisayara baglh
olmasi) ihtiya¢ gdstermesi ve bilgisayar kullanimina ve istatistige biraz

asina olmay1 gerektirmesidir (18).
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Kullanilan fiksatif, sicaklik ve boyama reaksiyonunun suresi, NOR
boyanabilirligini buytk o6lctide etkiler (4, 18). Gerek sayma gerekse
morfometrik metodlardan elde edilen AgNOR degerleri, buiytik 6l¢ctide bu
degiskenlerin belli kosullarina baghdir. Fakat bununla birlikte, sayma
yonteminin aksine morfometrik yontem, farkli fiksatiflerin yada giimus
boyama protokollerinin kullanimi ile uretilen boyanma degisikliklerini
dengeleyebilir. Gercekten de, kanser huicrelerinin ortalama AgNOR alani
ile ilgili olarak, farkli fiksatiflerle fikse edilmis ya da farkli boyama
prosedurlerine gore boyanmis tamor Oornekleri arasinda

karsilastirilabilir veri elde etmek mimkundur (18).

IlIk “Onkolojide AgNOR” calistayr stiresince, “AgNOR’ degerlendirmede
uluslar aras1 komite” AgNOR o6lcimlendirmesi i¢in, gérintti analizinin
kullanimi siddetle 6nermis ve 1994’de Regensburg’da bulunan calistay
boyunca, sito-histolojik 6rneklerde AgNOR protein analizi icin tercih

edilen metod olarak gériintti analizi gosterilmistir (18).

2.6.INSAN T-LENFOSIT INTERFAZ CEKIRDEKCIKLERININ
(NUKLEOLUS) YAPISI VE FONKSIYONU

Cekirdekcik, okaryotik huicrelerde hticre cekirdegi icinde dtizenlenen,
rRNA sentezinin, islenmesinin ve ribozom Uretiminin meydana geldigi,
cekirdek alt1 zarsiz buytk bir organeldir (3, 15, 31, 33, 46, 48-51). Bu
bolgede, aktif rDNA, RNA polimeraz-I tarafindan hizli bir sekilde
kopyalanirlar (3). Hem ribozomal genlerin diizeni hem de ribozomal gen
ifadesinde ise karisan polimeraz, cekirdekcigin organizasyonunu ve
yerlesimini gucld bir sekilde etkiler (15). Cekirdekciklerin varligi rRNA
gen transkripsiyonuna baghdir (50). Kararli durumdaki cekirdekcik,
materyalin iceri akisini, transkripsiyon ve islenme olaylarini, ribozomal
alt Unitelerin disar1 atilmasinin yani sira ayni zamanda birlesmesini

icerir (15, 31).
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Insan  hiicrelerinin  cekirdekciklerinde  yaklasik 350  protein
tanimlanmistir (15). Insan hticresinin cekirdekcigi, RNA ve proteinlerin
yuksek konsantrasyonlarindan dolayi, 1sik ve elektron mikroskobu ile
morfolojik olarak oldukca iyi ayirt edilebilen en dikkat cekici yapidir (2,
15) ve bize kromatin organizasyonu ve transkripsiyonu arasindaki

iliskileri aciga cikarmada en iyi olanaklar: saglar (51).

Cekirdekcik, rRNA o6ncil molekullerinin sentezlendigi ve olgun hale
geldigi yer olmasinin yani sira, rRNA 6nctil molektulleri burada spesifik
ribozomal ve ribozomal olmayan proteinlerle diizenli olarak birleserek
On-ribozomal molektlleri olustururlar (3, 5, 15, 31, 46, 49). Her bir
cekirdekcik, olgunlasmanin cesitli basamaklarindaki 6n-ribozomal
parcaciklarin bir kiimesini icerir (3, 17, 23). Neticede, hemen hemen
olgunlasan ribozomal alt birimler cekirdekcikten serbest birakilirlar ve
nukleer por komplekslerinden gecerek protein biyosentezinde énemli rol
oynadiklar sitoplazma icine tasinirlar (46, 49). Cogu yuksek o6karyotik
huicre tiplerinde cekirdekcik, ntkleer zarin yakinina yerlesmistir. Bu
yerlesim sitoplazmaya  ribozomal partiktllerin transportunu

kolaylastirabilir (52).

Cekirdekcik, sitoplazmik yapilarin farklilasmasini diizenlemede merkezi
bir rol oynar. Kabaca ntukleer yapida ise karisan ana degisiklikler,
interkromatinik materyal ve kondanse kromatinin; dagilimi, nispi
miktari, sekli ve buyuklagadur. Ornegin, kuslarda eritrosit
farklilasmasi1 boyunca ntukleer buyukluk azalir, kondanse kromatin
toplanmas1 cogalir ve cekirdegin interkromatinik alani belirgin olarak
azalir. Hucre doénglstinde kromatin toplanmasinin duzenlenmesi

interfaz boyunca olur (53).

Cekirdekcik diger énemli fonksiyonlarla da ilgilidir. Bunlar; gelisme ve
hticre doéngust kontrolti, timér olusumu, yaslanma, ribozomal
olmayan RNA’larin ve/veya ribonuikleoproteinlerin (RNP) olgunlasmasi
ve/veya birlesmesi ve ribozom-dis1 makro molektul ya da makro molekul

komplekslerinin ntkleolar alig verisleridir (3, 15, 49). Bunun yaninda
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cekirdekcikler, genis Olciide mRNA islenmesi ve mitozun yani sira

huicresel fonksiyonlar: da diizenlerler (50).

Interfaz cekirdekciklerinin yapisal birlesimi hticre tarafindan kontrol
edilir ve butinligla cekirdek ya da matriks sistem tarafindan saglanair.
Cekirdekciklerin olusumunda, matriks sistemin yaninda rDNA’da major
bir rol oynar (2). Cekirdekciklerde ribozomal genler, ipliksi merkez ve

yogun ipliksi boélgede yerlesim gosterirler (33, 36, 43).

Cekirdekcigin sekli, hlicrenin tipine, gelisimsel basamagina, metabolik,
fonksiyonel ve fizyolojik durumuna baghdir (3, 15, 17, 31). Elektron
mikroskobunda, mayanin yani sira bitki ve hayvan somatik
huicrelerinin cekirdekcikleri ayrintili olarak icten disa dogru Uug¢ temel

boélimden olusur (11, 15, 17, 31, 51, 52, 54). Bunlar;

1. Ipliksi Merkez (Fibrillar Center, FC, Core Structure): Buyukliigu,
sayis1 ve ultrayapisal gérintist oldukca degiskendir (17, 29). Elektron
mikroskobu gérinimu, genellikle dairesel sekildedir ve cok az RNA
icerir (3, 15). DNA, RNA pol-I ve diger proteinleri iceren ve acik boyanan
transkripsiyon bélgeleridir (51, 52). Elektron mikroskobu gértintisiine
ve diger bazi kriterlere (hem interfaz FC’lerde hem de mitotik NOR’larda;
ribozomal genlerin, pol I ve UBF’nin bulunmas: gibi) gore, FC’ler
NOR’lara benzer ve mitotik NOR’larin interfaz karsiligi olarak

degerlendirilirler (1, 15).

FC’ler esas olarak, memeli hucrelerinde aktif ribozomal genlerin
dizenlenmesinde yapisal bir rol oynamalarina ragmen, inaktif genlerin

depolar: olarak gérev yapabilmeleri de muhtemeldir (15).

2. Yogun Ipliksi Bolge (Dense Fibrillar Component, DFC): Glimusle
boyanabilen proteinlerin yani sira, DNA ve RNA’nin her ikisini de iceren
ipliksi merkezin cevresinde, yogun boyanan bir bélgedir (3, 29, 52). DFC
bazen, FC icine cikintilarla intrantikleolar bir retikulum olusturabilir
(15, 29). DFC’ler, yuksek yogunluklarda ribontkleo-proteinleri icerirler

(15). rDNA transkripsiyonunun ve rRNA islenmesinin ilk basamaklari-
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nin, muhtemel olarak bu bdlgede meydana geldigi ve bdylece, bu

boélgenin RNA sentez bdlgesi olabilecegi belirtilmistir (23, 52).

3. Graniillii Bolge (Granular Component, GC): FC’lerin ve DFC’nin
etrafin1 kusatan ve cekirdekcige seklini veren, cekirdekcigin en dis
cevresindeki boélgedir (15, 29, 33). Ribonukleer protein partikillerini
toplar ve On-ribozomlarin farkli asamalarini icerir (3, 15, 23, 33).
Granulli boélge, rRNA transkriptlerinin olgun bir bicime hazirlandig:
boélgedir (15, 52). Metabolik olarak aktif huicrelerin cekirdekciginin ana

govdesi GC olarak isimlendirilir (3).

FCler ve DFC, interfaz boyunca gumusle boyanan NOR (AgNOR)
proteinlerinin secici olarak yerlesim gosterdikleri bélgelerdir (26, 29, 33,
37). Elektron mikroskobunda goértlen interfaz cekirdeginde, gimius
granullerinin c¢6kelmesinin en fazla c¢ekirdekcigin ipliksi merkezi
Uzerinde meydana geldigi 6ne surulmektedir (11, 26, 29). Bununla
birlikte FC ve DFC arasindaki gecis tabakasinin, en muhtemel
transkripsiyon boélgesi oldugu bildirilmesine ragmen, aktif rRNA
genlerinin tam olarak nerede bulundugu ve rRNA transkripsiyonunun
tam olarak hangi bélgede yapildigi hala tartismali durumdadir (23, 31,
51, 54).

Cekirdekcik, ileri o6karyotik hucre doénglisi boyunca genis O6lctide
yapisal degisikliklere maruz kalir. En carpict degisiklikler, mitoz
sUresice ortaya cikar. Profazda, parcalanir ve telofazda, iki kardes
hiicrenin yeniden sekillenen cekirdeginde yeniden ortaya cikar (29, 31,
46, 49). Mitozdan sonra cekirdegin yeniden olusumu, yeniden baslayan
rRNA sentezini yansitir (15, 31, 49). Sonuc olarak cekirdekcigin varligi,
rRNA gen transkripsiyonuna baghdir (50).
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Bir hiuicredeki cekirdekcik sayis1 bazi faktdrlere bagh olarak degisebilir;

1. Bir hiucrede en fazla gozlenebilen cekirdekcik sayisi, en cok bu

hticredeki NOR sayis1 kadar olabilir.

2. Cekirdekcigin sayisi huicrenin fonksiyonel durumundaki degisiklik-
lerle iliskilidir. Onceden inaktif olan NORZlarin aktivasyonu
sonucunda artabilir, ya da diger yandan, 6zellikle daha uzun sureli

interfazda aktif NORlarin birlesmesi sonucunda azalabilir.

3. Cekirdekcigin sayisi, sik sik meydana gelen mitotik béliinmelerden

dolay1 artabilir (10).
2.7.RIBOZOM OLUSUMU

Ribozom olusumu, rDNA’nin transkripsiyonunu, ©6énctil rRNATnin
islenmesini ve ribozomal proteinlerle rRNA’larin birlesmesini iceren bir
strectir (3, 15, 48). Ribozom olusumu cekirdekcikte meydana gelir (3,
15, 49, 55). Ribozom olusumu, hucrelerdeki major bir enerji ve
biyosentetik talebin yani sira, hlicresel adaptasyon, gelisme ve cogalma
icin de gereklidir. Bu nedenlerle, ribozom olusumu arz ve talebin

dengelenmesi icin tam duizenlenmeyi gerektirir (50, 55).

Olgun 80S o6karyotik ribozomu, 60S (buytk) ve 40S (kticiik) olmak
Uzere iki alt birimden olusur. Ribozomun her bir alt birimi, uzun bir 6n-
rRNA molekuliyle birlesmis yaklasik 80 ribozomal proteinlerden olusur
(13, 15, 48, 50, 55). Ribozom sentezi boyunca, polisistronik bir 6n-rRNA
kopyasinin, 40S alt birimi olgun 18S rRNA’ya ve 60S alt birimi de 5,8S
ve 28S rRNA'ya islenir. Ek olarak, rRNA’lar, bagimsiz olarak kopyalanan
5S rRNA ile ve 80 ribozomal proteinlerle birlesmek zorundadirlar (48,
49). rRNA’nin agirlikli goérevi yapisaldir ve katalitik aktiviteye sahiptir.
Hucre icindeki total RNA'nin %80’inin olusturur (55). rRNA, her bir
translasyon evresi boyunca mRNA ya da tRNA ile karsilikli olarak
birbirini etkiler. rRNA’daki mutasyonlar, protein sentezinin 6zgulliginu

etkileyebilir (13).



28

Ribozomlarin birlesmesi, yaklasik 80 farkli ribozomal proteinin
sitoplazmadan cekirdekcik icine sturekli bir akisini ve tamamlanmis
ribozomal alt birimlerin zit yonde disan (cekirdekcikten sitoplazmaya)
gonderimini gerektirir (31). Tam bir ribozomun birlestirilmesi ve sentezi,
hiicrenin her yerinde meydana gelen kompleks bir seri yollar icerir. RNA
polimerazin Uc tipi de ribozomal bilesenlerin sentezinde ise karisir. RNA
polimeraz-I (pol-I); 28S, 18S ve 5,8S rRNA’larin sentezini yapar (15, 55)
ve bu rRNA’lar dkaryotik ribozomun yapi iskelesi ve katalitik kalbidirler
ve bir tek oOn-rRNA olarak sentezlenirler (50). RNA polimeraz-II;
ribozomal proteinler icin 6n-mRNA’larin sentezini, RNA polimeraz-III’de;
ribozom yapiminin cesitli basamaklari icin gerekli olan kticik RNA’larin
yani sira geri kalan 5S rRNA’nin sentezini yapar. Bunlarin ¢cogunun ana
ilkesi, o©n-ribozomal parcaciklar halinde toplandiklar1 yer olan
cekirdekcikte bir arada olmaktir. Bu kompleksler, nukleoplazma
icinden gecerler, nuklear porlar vasitasiyla sitoplazmaya cikarlar ve

sitoplazmada olgun ribozomlar haline gelirler (15, 55).
2.8.FITOHEMAGLUTININ iLE T-LENFOSITLERIN AKTiVASYONU

Fitohemaglutinin (FHE), Phaseolus vulgaris (red kidney beans)’den elde
edilen bir mukoproteindir (56, 57). Bu madde esas olarak, eritrosit
ktimelestirmesi (agltitinasyon)  yeteneginden  dolayr  kulturleri
hazirlamada, tim kandan l6kositleri ayirma araci olarak kullanilir. Ayni
zamanda bu madde, monosit ve buyuk lenfositlerin baskalasimlarini
uyararak mitozu baslatabilme yetenegine de sahiptir. Dolayisiyla
lékositlerin mitotik potansiyelini uyararak, mitotik aktivitenin 6zgin bir
baslaticisi olarak da goérev yapar. FHEnin varliginda hiicre béliinmesi

meydana gelir, yoklugunda ise mitoz gértilmez (56).

Bununla Dbirlikte FHETMin, wuyarilmis htucreler tzerinde, bazi
konsantrasyonlarinda hticrede degisikliklere yol acan sitotoksik etkiye
sahip oldugu da belirtilmistir (45). In vitro olarak, FHE ile uyarilmis
lenfositlerin daha ileri kultarlerinde, etkili bir hiicre o6limuinin

meydana geldigi gdsterilmistir (45).
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Normalde, kemik iligi gibi dokular in vivo olarak nispeten yuksek bir
mitotik indekse sahiptirler ve bdéylece, her zaman, birkac¢ saat icinde
uyariya yanit verebilen, boéliinebilme yeteneginde olan bir cok hucre
icerirler. Karaciger huicreleri gibi hucreler ise normalde, cok dusuk
mitotik aktiviteye sahiptirler ve uyariya ancak birka¢ gunlik bir
stireden sonra yanit verebilirler. Bu stire boyunca organlari olusturan
farklilasmis hucreler, alisilmis 6zgiin goérevlerinden, mitotik protein ve
diger maddelerin sentezine dogru yoén degistirirler. FHE, bu kultar
sisteminde yO6n degistirme sUrecini baslatan bir maddedir. Diger
taraftan, bélinme yetenegindeki 16kositler (kemik iligi, 16semik blastlar
gibi), kendi kendine mitotik stre¢ icin FHEmnin varhigina gerek

duymazlar (56).

Insan periferik kan T-lenfositleri, normalde hiicrelerin Go fazinda
dinlenme halinde oldugu bir topluluktur. Bu htuicreler, FHE ile muamele
edilerek huicre bélinme dénglisine yani cogalmaya tesvik edilebilirler
(57, 58). Periferal kan lenfositleri, FHE gibi mitojenlerle uyarildiginda
blast benzeri (geng) hucreler halinde gelisirler ve kucuk lenfositler
buyuk lenfoblastlara déontstrler (10, 15, 17, 57, 59, 60). Bu hucrelerin
cekirdekcigi aktivasyon boyunca énemli degisikliklere ugrar (10, 15, 59,
60) ve cekirdekcikler gittikce artan bir gevsemeye maruz kalirlar (17).
FHE ile uyarilma, lenfositlerin ¢ekirdekciklerinde degisikliklere yol acar
ve FHE ile uyarilmis ve uyarilmamis lenfositlerin interfaz cekirdekcikleri

arasinda farkliliklar bulunur (10, 15, 23, 60).

Uyarilmamis (dinlenme halindeki) insan periferik kan lenfositleri,
genellikle halka seklinde kticik bir cekirdekcik icerirler (10, 15, 23, 60).
Uyarilmamis lenfositlerde goértilen bu halka seklindeki bir adet kuicuik
cekirdekcik giimiis boyamayla da gosterilebilmektedir (10, 23, 60).
Inaktif (uyarilmamis) hiicrelerde NOR’lar siklikla kiiciik ve bir adet
olarak goértnurler. In situ hibridizasyon sonuclari, uyarilmamis
lenfositlerde cekirdekciklerin disinda belirgin birkac rDNA bdlgelerinin

bulundugunu ve butin NOR’larin bir cekirdekcigin olusumunda gbérev
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almadiklarini goéstermistir. Yani, bekleme durumundaki lenfositlerde

NOR’larin sadece bir kaci transkripsiyonel olarak aktiftir (10, 23, 60).

Hucre aktivasyonu arttiginda, dinlenme halindeki lenfositlerin halka
bicimindeki cekirdek¢iginin buyukligu, sekli, i¢c organizasyonu ve sayisi
degisir (15). Kucuk cekirdekcigin sayisi, FHE uyarimindan sonra ilk
birkac saat boyunca artar ve bunu bir kac¢ halka yapili buyuk
cekirdekciklerin gelisimi izler (10, 15, 60). Cekirdekcigin sayisindaki bu
artig, daha 6nce inaktif olan NOR’larin aktiflestiklerini géstermektedir

(10, 23, 60).

Lenfositlerin FHE gibi mitojenler ile uyarimi suresince hucresel
aktivasyon tesvik edilir. Onceden inaktif olan NOR’lar transkripsiyonel
olarak aktif hale gelir ve aktivasyon kazanan NOR’ lar birbirleri ile
birlesirler. Boylece, FHE ile uyarilmadan sonra, cekirdekciklerin
olusumuna katilan NOR’larin sayis1 artar (23). Cekirdek icindeki NOR’
larin  faaliyetlerinde meydana gelen bu artisin, NOR’larin
transkripsiyonel aktivitesine bagli oldugu bilinmektedir (10). Boylece,
uyarilmamis lenfositlerde butiin NOR’lar cekirdekcigin olusumunda
gorev almazlar ve bu ylUzden hepsi transkripsiyonel olarak aktif

degildirler (10, 23).

NOR’larin bu birlesmesi, FHE uyarimindan sonra meydana gelen ilk
mitozda goézlenen yuksek frekanstaki akrosentrik bilesmeleriyle de
uyumludur. Aktiflesmis NOR’larin birlesmesi, NOR tasiyan akrosentrik
kromozomlarin ¢ekirdek icinde her tarafa hareket edebilmesi anlamina

gelir (10).

FHE ile uyarilmis lenfositlerde, cekirdekcigin ntkleer zar ile bag: sona
ermistir. Oysa, uyarilmamis lenfositlerde cekirdekcigin nukleer zarla

baginin kopmasi nadir gértilen bir olaydir (10).

Uyarilmadan o6nce T-lenfositler, buyuklik ve morfoloji bakimindan
homojen gértinurler (~6 um capinda). Uyarilmamis cekirdekte kondanse
kromatin, tim nukleer hacmin yaklasik yarisini kaplar. Bu kromatinin

hacmi, uyarilma boyunca cekirdegin buyukligiinde meydana gelen
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artis gibi, ©6nemli 6lctide degismez. Uyarilmis cekirdek icindeki esas

hacim degisimi interkromatinik (6kromatin) bélge ile temsil edilir (53).

FHE ile uyarilmadan sonra, T-lenfositlerin hem htcre buyutkliginde
hem de morfolojisinde 6nemli degisiklikler meydana gelir ve heterojen
bir dagilim gosterirler (58). Uyarilmadan sonraki morfolojik degisiklikler,
rRNA sentezindeki aktivasyonun tipik isaretleri olan cekirdekcik
hacminde bir artis ve agimsi yogun cekirdekciklerin géruintist gibi
cekirdekcik yapisindaki degisiklikleri gésteren birden fazla cekirdekcikli
hicrelerin gérunmesini icerir (23). FHE ile uyarnlmis lenfositlerde,
cekirdekler belirgin bir sekilde degisir ve buyukltkleri de artar (45, 53).
Aktive edilmis (uyarilmis) htucrelerde genis cekirdekcik cok ince
bolgelerden olusan narin agimsi (reticulate) bir yap: sergilerler (10, 23).
Bu wuyarilmaya heterokromatik bolgeler, genis oOlciide bicimlerini

degistirerek eslik ederler (53).

Lenfositlerin mitojenik uyarilmaya ilk yanaiti, interkromatinik materyalin
miktarindaki artis nedeni ile cekirdek hacminde buyudk bir artistir.
Hacim olarak buyurler ve cekirdek/sitoplazma hacim orantisi1 azalir.
Interkromatinik materyaldeki degisiklige, kromatinin membranla
birlesmis buyluk kumelerden, kucik ayri kimelerin olusumuna
degismesi eslik eder ki bunlar daha sonra, buylk 6lctide genislemis
matriks’le dolu bélgenin icine yayilirlar. Bu yapisal yeniden diizenlenme
boyunca, kondanse kromatinin miktarinda énemli bir degisiklik olmaz

ve kesinlikle azalmaz (53).

Lenfositlerin FHE ile uyarilmas1 sonucunda rRNA sentezinde belirgin bir
artis meydana gelir (10, 17, 23, 30, 57, 61). Bu da 6nceden inaktif rRNA
genlerinin transkripsiyon icin guclendirildigi ve aktif olarak sentezlenen
rRNA genlerinin sayisinin arttigi anlamina gelir (17). Lenfositlerin FHE
ile uyarilmasindan sonra cekirdekc¢igin gumiusle boyanirlihigi artis

gostermektedir (10, 23, 61).
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2.9.DOWN SENDROMU (TRiZOMi 21; MONGOLIZM)

Down sendromu (DS)nun klinik belirtileri ilk kez, 1866 yilinda John
Langdon Down tarafindan bildirilmistir. Kromozomal duizensizlikler ise,
ilk kez 1959 yilinda Lejeune ve arkadaslari tarafindan, DS ve Utg¢lncu
bir 21. kromozom arasinda bir iligki oldugunu kesfetmeleri ile ortaya

cikt1 (62).

DS, 21. kromozomun fazladan bir kopyas: ile ortaya cikan en yaygin
kromozom anomalilerinden biridir (63-68). DS, yaklasik 700 canl
dogumda bir goérultirken bu oranin son yillarda 1000 canli dogumda
bire indigi belirtilmistir (62). DSnu tanmimlayan 0zelliklerin, 21.
kromozomun uzun kolu (21q) icinde bulundurulan bazi genlerin,
fazladan bir kopyalarinin bulunmasindan dolayi, bu genlerin asir1 ifade
edilmeleri sonucunda olustugu varsayilmaktadir (64, 65). 21q, yaklasik
37 Mb (37.000 kb)’dir ve insan genomunun %1’ kadarini olusturur. 21.
kromozomun kisa kolu (21p), diger dért cift akrosentrik kromozomlara
oldukca homologdur ve 2lpnin tamamen bulunmamasi, klinik
fenotiplerle birlesmez. Clinku, 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

(69). 21.kromozom en kuiciik insan kromozomudur (69, 70).

Trizomi 21, mental retardasyonun (zeka geriliginin) en yaygin otozomal
genetik nedenidir (63, 65, 67-69, 71). Mental retardasyona ve yulze ait
ozelliklere ek olarak, cok sayida diger fenotipler de DS ile birlesmistir.
Bunlar; erken yaslanma, dogustan gelen kalp hastalig, Alzhemier
hastaliginin erken baslangici, immun sistem yetersizlikleri ve cocukluk
l6semisinin artmis riskidir (62, 63, 65, 67, 71-74). DSlu cocuklarin
fiziksel 6zellikleri; dar damak, eklemlerin asir1 biiktilgenligi, yassi burun
kemigi, birinci ve ikinci ayak parmaklari arasinda bosluk, kisa genis
eller, kisa boyun, anormal dis, kisa bes parmak, acik agiz, enine

burusuk avuc ici ve cikintili dil gibi diger fiziksel bulgularn icerir (72).
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DS'unun gb6ze carpan fenotiplerinden birisi de, azalmis yasam
beklentisidir (66, 70, 71, 74). DSlularin ortalama o6luim yasi, yaklasik
olarak 35tir (70, 74). Fakat bununla birlikte, DSTu 17.897 bireyde
yapilan son bir arastirmada, ortalama 6lim yasinin 49’a yukseldigi
belirtilmektedir (62). DS’lu yetigkinlerde, normal yaslanmayla birlesen
klinik belirtilerden cogu vaktinden 6nce meydana gelir ve Alzheimer
hastaliginin néropatolojik bulgular1 gelisir (66, 70, 71, 74, 75). DS’lu
yetiskinlerde Alzheimer hastaliginin baslangici, genel populasyonda
yaslanan yetiskinlerden 20 ya da daha fazla yil daha erken basladig:
bilinmektedir. 40 yasina kadar hemen hemen tim DS’lu bireyler,

noéropatolojik bulgulara sahip olurlar (71, 74, 76, 77).

Trizomi 21’in, DSna nasil yol actigi ile ilgili iki temel hipotez
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; kompleks DS fenotipinin
gorintstine katkida bulunan ve 21. kromozom tarafindan sifrelenen
300’den fazla genlerin fazladan birer kopyalarinin bulunmasi: ve bunun
sonucunda da bu genlerden bazilarinin asir1 ifade edilmeleridir (63, 65,
68). Ikincisi ise; bu genlerin Urlnlerinin, dogrudan ya da daha
muhtemel olarak dolayl bir sekilde, diger genlerin ifadelerini ya da gen

Urlnlerini etkilemesidir (63).

18 Mayis 2000°de, 21. kromozomun uzun kolunun tim sekansi
yapilmis ve bdylece bu kromozom tizerindeki her genin teshisi mimkin
olmustur (63). 21. kromozomun 6énceden 225 olan gen igeriginin simdi
329 oldugu tahmin edilmektedir. Bu genlerden 165i deneysel olarak
dogrulanmis genler, 150’si ifade edilen sekanslarin etiketlenmis veri
tabanina dayanan gen modelleri ve 14’0 de bilgisayar tahminleridir (62).
Ek olarak, 21. kromozomun rRNA’ya sifrelenen gercek kisminin, gen
sifreleyen sekanslar tarafindan isgal edilen kismindan 6nemli 6lctide

daha fazla bir dizilise sahip olabilecegi belirtilmistir (62).

DS’nun olus mekanizmasi, mayozun I. yada II. bélinmesinde meydana
gelen ayrilamama (non disjunction) yada anafazda geri kalma (anaphase

lag) dan kaynaklanir (13, 66).
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Down sendromlular sitogenetik olarak U cesittirler.

1. Serbest trizomi 21; Bu sendroma sahip bireylerin cogunda (%95)
21. kromozomdan U¢ tane bulunur (13, 66, 69, 78). Bu serbest trizomi

21, mayoz evresinde ayrilamamadan olusur (69).

2. Translokasyon tipi trizomi 21; DS’lu hastalarin daha dustk bir
kisminda (%1-5), 21. kromozomun bir kopyas: diger akrosentrik
kromozomlara (D ve G grubu) transloke olur. Yani 21. kromozomun
uzun koluyla (21q) diger bir akrosentrik kromozomun uzun kolu
sentromerde birlesmislerdir ve kisa kollar da kaybolmustur. Bu
translokasyon “Robertsonian tipi translokasyon” olarak da bilinir. En
cok 14. kromozom ile 21. kromozom arasinda goérulur (66, 69, 78).
Translokasyonun, mayoz I'deki crossing-over ‘dan 6énce meydana gelmis

olmasi, en olas1 mekanizmadir (69).

3. Mozaik tip trizomi 21; Bu hastalarin bazi htcreleri normal
kromozom kurulusuna sahipken baz1 hucreleri de U¢ tane
21.kromozoma sahiptirler. Baska bir ifadeyle, hiicrelerden bir kismi 46,
bir kism1 da 47 kromozomludur. DS’lu bireylerin %1’inde géruliar (13,

66, 69, 78).
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. Immersiyon yag1 (Immersiol®, Merck, 09403569)
. Alkol (% 96’lik saf alkol, Tekel)

. Aseton (Merck, K11415613)

. Ksilol (Merck, 207K03755385)

. NaCl (Merck, 2448989)

. KCI (Merck, 340TA611835)

. AgNO; (Carlo Erba, 320904)

. Etanol (Merck, K21078586)

. Jelatin (Merck, 5214525)

. Formik asit (Merck, K30486663)

. pH Universal Indikatér pH 0-14 (Merck)
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26. Distile su

27. Cesitli cam laboratuar malzemesi

28. Konik tabanli 10mllik steril kulttir tipt (Grainer, polystrene)
29. Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 25mm)

30. Enjektér 1ml, 2ml, Sml, 10ml, 20ml, S0ml (Sterijen)

31. Pastor pipeti

32. Lam (Objekttrager)

33. Lamel (Menzel-Glasser 24x32mm)

34. Aliminyum Folyo

35. Fotograf filmi (Ilford 50 ASA siyah-beyaz, Fuji 100 ASA renkli)
36. Fotograf kart: (Ilford siyah-beyaz, Fuji Color Paper renkli)

3.2. YONTEM
3.2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi

Tibbi Genetik Utinitesi ve Pediatri Anabilim Dali'na Down Sendromu (DS)
kuskusu ile bas vuran 0-8 yas arasindaki bireylerin periferik
kanlarindan lenfosit kulturd yapilmis ve kultiir sonucunda elde edilen
preparatlar G-bandlama yoéntemi kullanilarak analiz edilmistir. Isik
mikroskobu ile yapilan analiz sonucunda sadece 47,XX(XY)+21
karyotipine sahip olan 30 DS’lu birey kontrol grubu ile karsilastirmak
lUzere secilmislerdir. Yine Pediatri Anabilim Dali’nda yapilan muayenede
hi¢ bir anomalisi bulunamayan, G-bandlama yoéntemi ile yapilan
kromozom analizi sonucunda da herhangi bir kromozom kusuru
gorulemeyen ve 46,XX(XY) karyotipine sahip olan 0-8 yas arasi 24 kisi

de kontrol grubu olarak belirlenmistir.

DS’lu bireyler 15 kiz ve 15 erkekten, saglikli bireyler ise 14 kiz ve 10

erkekten olusmaktadir.
3.2.2. Lenfosit Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Mevcut calismada DS’lu (30) ve kontrollerinden (24) olusma 54 kisinin
kanlari, 4 farkli Fitohemaglutinin (FHE) konsantrasyonlu ortama
ekilerek, her iki grubun T-lenfositlerinde FHE konsantrasyonunun

interfaz ve metafaz NOR aktivitesine etkisi arastirilmistir.



38

FHE konsantrasyonunun NOR aktivitesine etkisini incelemek tuzere,
100 mllik Ham’s F10 medyum icerisine; 30ml Fetal Calf Serum, 1 ml
L-Glutamin, 1ml Penisilin-Streptomisin ve 1ml Heparin sabit olmak
Uzere sirasiyla 0.5 ml, 1 ml, 2 ml ve 3 ml FHE iceren 4 farklh kulttr
ortami hazirlandi. Buna gére FHEnin 4 farkh kultiir ortamindaki ytizde
(%) orami hacim/hacim olarak sirasiyla; 0.37, 0.75, 1.48 ve 2.21
seklindedir.

Steril sartlarda hazirlanan ortam, 10’ar ml’lik steril kdltir ttplerine S’er

ml olacak sekilde esit miktarlarda dagitilarak —20 °C’ de saklanmistir.
3.2.2.1. Kiiltiir isleminin Uygulanmasi

Calismamizda T-lenfositlerin Giremesi icin uygulanan kulttr isleminde

asagidaki basamaklar sirasiyla takip edilmistir;

1. DS’lu ve saglikl bireylerden steril sartlarda, 1/10 — 1/20 oraninda
heparinize edilmis enjektére, yaklasik 2-3 ml periferik kan alinmisg

ve oda sicakliginda yaklasik 3 - 4 saat bekletilmistir.

2. Steril ortamda icinde Sml medyum bulunan ve her birinde farkl bir
konsantrasyonda FHE bulunan 4 farkli kultir ortamina, enjektor
icindeki heparinize kanin yaklasik 0.3-0.5 ml’si disar1 atildiktan
sonra 12’ser damla (~0.3 ml) ekim yapilarak 72 saatlik inktibasyon

icin 37 °C’lik etive konulmustur.

3. Tuplere 70’inci saatte 1’er damla final konsantrasyonu 0.1 pg/ml
olacak sekilde kolsisin eklenerek iyice karisincaya kadar calkalanip

etiive yeniden konulmustur.

4. 72’inci saatte tUpler etiivden cikartilarak 6 dakika 1000 rpm’de

santriftij edilmistir.

S. Supernatani atilarak tizerine 37 °C’deki hipotonik ¢coézeltiden damla

damla 6ml ilave edilerek 20 dakika 37 °C’lik ettivde bekletilmistir.

6. Etuvden cikarilan tipler yeniden 6 dakika 1000 rpm’de santrif(jj

edilerek sUipernatani atilmistir.
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7. 1k fiksasyon islemi, tliplere damla damla 6ml soguk fiksatif
eklenerek ve 30 dakika +4 °C’de bekletilerek yapilmistir.

8. Bekleme isleminin ardindan tupler 6 dakika streyle 1000 rpm’de
santrifiij edilerek stipernatani atilmistir.

9. [Ilk fiksasyonda uygulanan islemler ikinci ve Ui¢tinct fiksasyonda
da yinelenmistir.

10. Fiksasyon islemlerinin ardindan dipte kalan hicre
stispansiyonundan preparatlarin hazirlanmasina gecilmistir.

11. Preparatlar, -8 °C sicaklikta % 7071ik etanol icinde saklanan
lamlarin gazli bezle silindikten sonra, Uzerlerine 7-8 damla hticre
stispansiyonundan damlatilmas:i ve havada kurutulmasiyla

hazirlanmastir.

Hucre stispansiyonlarindan hazirlanan preparatlara daha sonra Giemsa

boyama, G-bandlama ve AgNOR boyama teknigi uygulanmistir.
3.2.2.2. Kiiltiir isleminde Kullanilan Cozeltiler
Hipotonik Cozelti

0.075 M KCI : 1.398 g KCI tartilarak uzeri distile su ile 250 mlye

tamamlanarak hazirlanmaistir.
Fiksatif Cozeltisi

3:1 oraninda metanol:Asetik asit karigimi: Kullanimdan en fazla yarim
saat oOnce hazirlanarak -8°C’ye kaldirilmis ve soguk olarak

kullanilmistir.

3.2.3. G Bandlama

G-Bandlamada kullanilan Cozeltiler
Sorensan Tamponu (pH=6.8)
Na,HPO,’den 18.96 g,

KH,PO,’den 18.16 g,

tartilip 1000 ml distile suda ¢6ztlmus ve Uzeri distile su ile 2000 mlye

tamamlanmistir.
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Tripsin Cozeltisi

1:250’lik tripsinden 0.06 g tartilarak tUzerine 50 cc Sdrensan

tamponundan eklenmistir.
G-Bandlama Yontemi

Preparatlar, 37 °C’deki kuru ettivde 3 giin bekletilerek eskitilmislerdir.
Eskitilmis preparatlar bandlanma durumlarina gére degisen surelere
gbére tripsin solUisyonunda tutulmuslardir. Preparatlar tripsin
soliisyonundan c¢ikarilir ¢ikarilmaz 2-3 saniye Sorensan tamponunda
calkalanmiglardir. Sérensan tamponundan cikarilan preparatlar % S’lik
Giemsa boyasinda, 6 dakika boyandiktan sonra, havada kurutulup,

lzerleri entellan kullanilarak lamel ile kapatilmistir.
3.2.4. Giemsa Boyama
Kullanilan Cozeltiler

Sorensan Boya Tamponu (pH=7.0)
Na,HPO,’den 8.65 g,

KH,PO,’den 5.26 g,

tartilarak tizeri distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmaistir.
% 5’lik Giemsa Cozeltisi

Hazirlanisi: S6rensan boya tamponundan 95 ml alinarak, tizerine 5 ml
Giemsa boyasi eklenmis ve hazirlanan boya coézeltisi filtre kagidindan

stizdlmustur.

Boyama Islemi : Hazirlanan preparatlar % 5lik Giemsa cézeltisi icinde

6 dakika bekletilerek boyama islemi gerceklestirilmistir.
3.2.5. AgNOR Boyama
Kullanilan Cozeltiler

% 50’lik AgNO; Cozeltisi (Agirlhik/agirlik olarak ~ % 33’liik)
1 g AgNO;in 2 ml bidistile su icinde ¢6ztilmesiyle hazirlanmistir.

Cozelti +4 °C’ de ve karanlikta saklanmistir.
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% 1’lik Formik asit Cozeltisi

Iml formik asitin Uzeri distile su ile 100ml’ ye tamamlanarak

hazirlanmastir.
% 2°’lik Jelatinli Formik asit Cozeltisi

Oda sicakliginda 98 ml % 11lik Formik asit icinde 2 g jelatinin
coziinmesiyle (% 2’lik jelatin) elde edilmistir. Elde edilen karisim filtre

kagidindan stzulmus ve oda sicakliginda saklanmistir.
Giimiis Boyama Cozeltisi

% 50’1lik AgNO;’den 1 ml (iki hacim)
% 2’lik Jelatinli Formik asit’den 0.5 ml (bir hacim)

alinarak, 1sik gérmeyen etrafi aliminyum folyo ile kaplanmis bir ttp

icerisinde karistirilarak hazirlanmistir.
GUumus Boyama solusyonu her kullanimda yeniden hazirlanmistir.
% 2’lik Giemsa Cozeltisi

Hazirlanisi: Sérensan boya tamponundan 98 ml alinarak, tizerine 2 ml
Giemsa boyas1 eklenmis ve hazirlanan boya coézeltisi filtre kagidindan

stzulmustur.
AgNOR Boyama islemi

Luther E. Lindner tarafindan kullanilan gimtis boyama metodu (9) hafif
degistirilerek AgNOR boyama islemi gerceklestirilmistir. Bu yéntemde
sicaklik 37°C’ye cikarilirken, stire 15 dakikaya dusurdlmustur.

Preparatlar ilk 6énce 1-2 dakika distile suda bekletilerek tizerlerindeki
asetik asit diltie edilmis ve daha sonra havada kurutulmustur. Havada
kurutulan preparatlar daha sonra icinde distile su ile islatilmis
kurutma kagidinin bulundugu petri kabinin icerisine yerlestirilmistir.
Preparatlarin tizerine pastor pipeti ile % 507lik AgNO;, ve jelatin/formik
asit karisimindan olusan gimus boyama solisyonundan 3-4 damla
damlatilmis ve Uzerleri lamelle kapatilmistir. Sonra hizli bir sekilde petri

kabinin kapagi kapatilarak, etrafi 1sitk almayacak sekilde aliminyum
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folyo ile sarilip 37 °C’deki ettivde 15 dakika bekletilmistir. 15. dakikanin
sonunda ettivden c¢ikarilan preparatlar TUzerlerindeki lameller
distinceye kadar distile su ile yikanmis ve % 21ik Giemsa

soliisyonunda 10 saniye sUreyle boyanmistir.

Sonucta tim preparat Uzerindeki butin bolgelerde hedefledigimiz

kalitede homojen NOR boyanmalar elde edilmistir.

3.2.6. FHE Konsantrasyonuna Gore T-Lenfositlerdeki Metafaz ve

Interfaz NOR Aktivitelerinin Degisiminin Degerlendirilmesi

DS’lu ve saglikli bireylerin T-lenfositlerinde FHE konsantrasyonuna gore
metafaz ve interfaz NOR aktivitelerinin degisimini arastirmak icin, doért
farkli konsantrasyonda FHE iceren medyumlardan hazirlanmis ve
AgNOR boyama islemi uygulanmis her bir preparattan 100 metafaz ve
50 interfaz alani incelenmistir. Her iki grupta FHE konsantrasyonuna
gore T-lenfositlerdeki metafaz NOR aktivitelerinin degisimi 151k
mikroskobu ile interfaz NOR aktivitelerinin degisimi de bilgisayar

yardimi ile degerlendirilmistir.
3.2.6.1. Isik Mikroskobu ile Metafaz NOR’larinin Analiz Islemleri

FHE konsantrasyonuna gore metafaz NOR aktivitelerinin degisimini
degerlendirmek icin, AgNOR boyali her bir preparattan 100 metafaz
alani, dogrudan 1si1k mikroskobu altinda ve yluksek buyututmede (1000X)
incelenmistir. AGNOR boyama ile boyanmis her bir metafaz alaninda,
gumusle boyali (Ag+) metafaz akrosentrik kromozom sayilar1 (aktif NOR
tasiyan, AgNOR(+) kromozom sayilari) kaydedilerek, FHE konsant-
rasyonuna gore her iki grubun T-lenfositlerindeki metafaz NOR

aktivitelerinin degisimi degerlendirilmistir.



43

3.2.6.2. Bilgisayarla Interfaz NOR’larinin Ol¢iim Islemleri

FHE konsantrasyonuna gore her iki grubun T-lenfositlerindeki interfaz
NOR aktivitelerininin degisimini degerlendirmek icin, AgNOR boyal1 her
bir preparattan 50 interfaz alani, gtimusle boyali lenfosit interfaz
cekirdekciginin lenfosit cekirdegine orani (NOR alani/Toplam cekirdek
alani=NORa/TCa) seklinde, bilgisayarda ©6zel olarak hazirlanmis
géruntll analizi yo6ntemi kullanilarak yltzde olarak o6l¢culmustir.
Bilgisayarda 6l¢ctiim islemleri icin asagidaki basamaklar sirasiyla takip

edilmistir.
Goriintiilerin Elde Edilmesi

Analiz isleminde kullanilacak olan lenfosit cekirdeklerinin gértinttleri
151k mikroskobundan (100 x 10 buyulitme) bilgisayar ortamina bir video
kamera (Sony SSC-M370CE) araciligi ile aktarimistir (Resim 3.1).
Kameradan alinan goéruntiler, analizi yapilmak uUzere bitmap tara

resim formatinda bilgisayarda saklanmistir.

Resim 3.1. Analiz isleminde kullanilan 1s1k mikroskobu - video kamera - bilgisayar
diizenegi
Goriintiilerin Standardizasyonu



44

Goruntulerin analizi icin Delphi dilinde yazilan bir bilgisayar programi
kullanilmistir. Analiz islemine baslamadan 6nce elde edilen resimlerdeki
15tk yogunlugunun  birbirlerinden farkli oldugu g6z Onlinde
bulundurularak gérinti yogunlugunun standardizasyonu icin esitlik
3.1 uygun bir algoritmayla resim Uzerindeki butlin noktalara

uygulanmistir.
Ps=[(Po-Pmin)/ (Pmax-Pmin)]x255 3.1

Esitlikte Pg noktanin standardize edilmis degerini, Po noktanin asil
degerini, Pmax resim Uzerinde en yuUksek parlaklik degerine sahip
noktanin degerini, Pmin resim Uzerinde en duistik parlaklik degerine

sahip noktanin degerini géstermektedir.
Goriintiilerin Analizi

Standardize edilen goérintiler ayni programla analiz edilmislerdir.
Analiz isleminde kullanilan programin goérinttisi Resim 3.2°de

gorulmektedir.

a) NOR Bolgelerinin Belirlenmesi : Analiz programi yardimiyla NOR
iceren bolgelerin secimi icin programa bir esik deger girilerek bu esik
siddetine uygun bir sekilde cevresindeki noktalardan daha yogun olarak
ayrilan noktalarin belirlenmesi saglanmistir. Bu yolla secilen boélgeler
disinda NOR bélgesi oldugu duistintilen boélgeler ise programdaki cesitli
araclar sayesinde secime dahil edilmis veya fazla secilmis olan bdélgeler
secimin disinda birakilmistir. NOR bélgelerinin  belirlenmesinde
bilgisayar programi yol gésterici olarak kabul edilip analiz yapan kisinin
kararlar1 esas alinmistir. Resim 3.3, NOR boélgeleri belirlenmis bir
lenfosit cekirdegini gostermektedir. Daha sonra belirlenen bu NOR
bolgeleri hesaplanarak, cekirdek alaninin belirlenmesine gecilmistir.
Resim 3.4 NOR bolgeleri hesaplanmis bir lenfosit cekirdegini

gostermektedir.



45

HEE

Resim 3.2. Analiz isleminde kullanilan program ve analiz edilecek olan lenfosit cekirdegi
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Resim 3.3. NOR bolgeleri belirlenmis lenfosit ¢cekirdegi
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Resim 3.4. NOR bolgeleri hesaplanmis lenfosit ¢cekirdegi
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b) Cekirdek Alaninin Belirlenmesi : Cekirdek alaninin belirlenmesi
icin de NOR bélgesinin belirlenmesine benzer bir yol izlenerek verilen
esik degere goére bilgisayarin cekirdek bdlgesini secmesi istenmistir.
Ozellikle sitoplazma golgesi bulunduran bazi goértintiilerde cekirdegin
ayirt edilmesi oldukc¢a gltic oldugundan bu tur gértintilerde cekirdegin
sinirlan elle cizilip programin belirlenen alani cekirdek boélgesi olarak
goérmesi saglanmistir. Resim 3.5 cekirdek ve NOR bélgeleri belirlenmis

bir lenfosit cekirdegini gdstermektedir.

@ Kromometre  Kullamci: = (|
Diozpa Resim Renk  Gorlndim

=]

HEI IR IR =
s Wh @i & s B
q
ol BE 2
| @ %\
&
&
Eondanse Eromatin =~ Cekirdek
Alan Alan
1186 14415
Kiitle Kiitle
Adr- Soyads Proiokol 1751.69 3642.48
ah
Preparat ady Cekirdek Ad L Kiitle Oram
1 = %8.228 %32.474
=140 Y=146 Yogunluk=244
Resim 3.5. Cekirdek ve NOR bolgeleri belirlenmis lenfosit ¢cekirdegi
c) Parametrelerin Hesaplanmasi : Calismamizda bu 6lcimlerin

parametresi olarak, NOR ylzey alaninin butin cekirdek ylizey alanina
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orani kullanilmistir. Bu parametrenin hesaplanmasi i¢cin kullandigimiz
bilgisayar programi sayesinde Oncelikle NOR bodlgesi olarak belirlenen
bolgedeki nokta sayisi ve cekirdek boélgesi olarak belirlenen boélgedeki
nokta sayisi1 hesaplanarak, icerisine NOR bdélgesinin de dahil oldugu

cekirdek alanina gére NOR alaninin yltizde orani hesaplanmistir.

Ol¢cimu yapilan hticrelerin buiytikltikleri calismamizda énemli bir role
sahip oldugu icin butin hucrelerin buyukltikleri de pum olarak
hesaplanmistir. Bu hesaplama icin yapilan kalibrasyon isleminde 100
hicrenin caplar1 mikrometre sayesinde o6lctilip bu hucrelerin
bilgisayardaki gértintilerinin yatay ve dusey eksendeki nokta sayisi1 géz
éntinde bulundurularak 1pum® buytkligindeki alan icin 56.53
degerinde bir kalibrasyon katsayisi hesaplanarak cekirdek alanlari um?
tirinden ifade edilmistir. Elde edilen alan degerinden bu alana sahip
olan dairenin capr um turinden hesaplanmistir. Hesaplanan bu cap
degerleri mikrometre ile yapilan o6lctiimlerle karsilastirilarak olctilen

degerlere oldukca yakin degerlerde bulundugu tespit edilmistir.

3.2.7. FHE Konsantrasyonuna Goére Mitotik Indeks Degisiminin

Degerlendirilmesi

FHE konsantrasyonunun mitotik indekse (M) etkisini incelemek tizere
4 farkh kultir ortami hazirlandi. Buna gére FHEmin 4 farklhh kultar
ortamindaki %’si hacim/hacim olarak sirasiyla; 0.37, 0.75, 1.48 ve 2.21
seklindedir. Yaslar1 O — 8 yil arasinda degisen 30 DS’lu ile ayni yas
grubundan 24 kontrolin her birinin kanlari bu farklh FHE
konsantrasyonundaki ortamlara ekildiler. 70. saatte baslayan rutin
islemlerden sonra her bireyin farkli ortamlardaki Mileri, 1s1k
mikroskobu altinda her konsantrasyondan (preparattan) yaklasik 5000-
6000 hucre sayilarak % olarak belirlendi. Béylece her iki grubun da

FHE konsantrasyonuna gére Mileri bulunmustur.
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3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

Ortamdaki FHE konsantrasyonuna gore interfazdaki NOR alan orani
ortalamasi ve metafazdaki AgNOR(+) kromozom sayisi ortalamasinin DS lu
ve saglikli bireylerdeki istatistiksel karsilastirilmasi, ANOVA testi
kullanilarak yapilmistir. Kultiir ortamindaki FHE konsantrasyonu ile hem
interfazlarindaki NOR alan orani hem de metafazlarindaki AgNOR(+)
kromozom sayis1 arasindaki baglantinin derecesini bulmak icin ise ayni
programdaki lineer regressiyon analiz yo6ntemi kullanildi. FHE
konsantrasyonunun mitotik indekse etkisini belirlemek i¢cin, hem DS’lu hem
de kontrol gruplarinda genel ortalamalar alinmis ve sonuclar Student t-testi

karsilastirilmistir.



4. BULGULAR

4.1. FITOHEMAGLUTININ (FHE) KONSANTRASYONU ILE NOR
AKTIVITESI ARASINDAKI ILISKI

4.1.1. DS’lu ve Saghikli Bireylerin FHE Konsantrasyonuna Gore
Metafaz NOR Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

DS’lu ve saglikli bireylerin T-lenfositlerinde FHE konsantrasyonuna gore
metafaz NOR aktivitelerinin degisimini degerlendirmek icin, her birey
icin 100 AgNOR boyali metafaz alani, dogrudan 1sik mikroskobu altinda
ve yuksek buyltmede (1000X) incelenmis ve bireysel AgNOR(+)
kromozom sayisi ortalamalar: Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de karsilikli olarak
verilmistir. Tablo 4.3’de ise her iki grubun FHE konsantrasyonuna gore
genel AgNOR(+) kromozom sayis1 ortalamalari verilmistir. AgNOR boyasi
ile boyanan akrosentrik kromozomlar AgNOR(+), boyanmayanlar da

AgNOR(-) olarak ifade edilmislerdir.
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Tablo 4.1. Her bir Down sendromlu hastanin FHE konsantrasyonuna goére
ardisik 100 metafaz alaninda bulunmus AgNOR(+) kromozom sayis1 ortalamalar:
(K:K1z, E:Erkek). En alt satirda da genel ortalamalar gosterilmistir.

AgNOR(+) kromozom sayis1 ortalamalari

(ml FHE/ 100 ml’lik ortam)

Hasta Yas Cins
0.37 ml (%) | 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)
(X £ SS) (X + S8S) (X + S8S) (X £ SS)
1) KT 8 ay E 8.88%1.19 9.07+0.91 9.89+1.00 | 10.14%0.78
2) UA 2 ay E 8.14+0.82 8.16+£0.87 | 9.161x0.91 9.75+0.82
3) TB 13 glin K 7.3210.78 7.92+0.80 | 8.78+0.81 8.43+0.82
4) BK 1lay K 10.01+0.85 | 10.33£0.73 | 10.48+0.64 | 10.45+0.66
5) IK 1ay E 8.46x0.89 8.59£1.01 9.18+1.00 | 9.56*0.73
6) MK 5.5 ay E 8.55+0.87 | 8.92+0.92 9.17+0.71 9.42+0.59
7) 10 1ay E 7.6410.98 8.11+0.86 | 8.7410.94 8.99+0.97
8) KB | 0-15 giin K 8.83+0.88 9.22+0.73 9.19+0.79 | 9.41+0.73
9) AS ~1yil K 8.59+0.89 8.77+0.93 9.21+0.74 | 9.42+0.68
10) SD ~1yil K 8.16x0.86 | 8.3510.85 | 8.96+0.75 | 9.15+0.67
11) LT 2 ay K 8.15+0.87 | 8.50+0.81 8.91+0.68 | 9.20+0.67
12) DB | Premat. K 9.11+0.89 9.25+0.86 | 9.63%0.81 9.73+0.84
13) SC 1 yil K 9.904+0.89 9.86+0.88 | 10.27+£0.69 | 10.43+0.61
14) KT 1yl K 8.71£0.97 | 9.09+0.82 9.384+0.71 9.58+0.70
15) SE 6 ay E 8.94+1.05 9.20£0.97 | 9.81+0.86 | 9.85%0.83
16) LG 6 ay K 9.28+0.83 9.43£0.80 | 9.74+0.68 | 9.8610.68
17) AL | 55 glin E 8.21+0.73 8.17+0.73 8.73%0.62 8.9810.55
18) FP 8 yil E 7.22+0.80 | 7.58t0.76 | 8.37+0.69 8.56+0.66
19) KK 3yl K 8.3710.91 8.4610.86 | 9.13+0.79 | 9.37+0.60
20) EP | 18 giin E 8.5510.98 8.77£1.06 | 9.58t0.96 | 9.76+0.97
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21) EB | 0-15 glin E 8.80£1.21 9.11£+1.11 9.81+0.94 9.81+0.98
22) FE 13 ay E 9.14+0.84 9.24+0.79 9.56+0.72 9.72+0.65
23) FK 4 ay K 8.15+0.96 8.36+£0.89 9.00+0.75 9.15+0.72
24) BE 6 ay K 7.57+0.80 8.01+0.89 8.72+0.88 8.95+0.81
25) BN 1.5yl K 7.32+0.78 7.43+0.92 8.19+0.87 8.46+0.83
26) YD 9 ay E 7.11+£0.78 7.22+0.84 7.88+0.77 8.311+0.68
27) AT 3 ay E 7.23+0.76 7.31+£0.92 8.06+0.85 8.25+0.70
28) MB| 3.5 ay E 7.05+0.76 7.31+£0.87 7.97+0.69 8.2110.74
29) SN 10 ay K 8.42+0.87 8.86+0.73 9.36x0.60 9.4510.61
30) MS 9 ay E 7.85+0.95 8.78+0.97 9.15+0.82 9.28+0.73

Genel ortalamalar 8.32+1.18 | 8.58+1.15 | 9.13%+1.02 | 9.3240.95

Tablo 4.1'in sonunda bulunan genel ortalamalar, DS’lu hastalarda

AgNOR(+) kromozom ortalamalarinin kultir ortamindaki FHE
konsantrasyonu ile birlikte arttigini géstermektedir. 0.37 ml FHE/100
ml’ lik ortamda 8.32+1.18 iken, 2.21 ml FHE/100 mllik ortamda
9.324£0.95 [ortalama * Standart sapma (X+SS)] olarak bulunmustur. Bu
artis az ya da cok tim bireylerde de goértilmektedir. DSlularda FHE
konsantrasyonuna gore en az AgNOR(+) kromozom artis ortalamasi,
0.44 kromozom ile BK (4)’de, en cok ortalama artis da 1.61 kromozom
ile UA (2)da gortulmektedir. En az FHE konsantrasyonundan (% 0.37)
en cok FHE konsantrasyonuna (% 2.21) genel ortalama artis ise ~1
kromozom kadardir. FHE konsantrasyonu ile AgNOR+ kromozom sayisi

arasindaki iliski istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.000).

Tablo 4.2. Her bir saglikhh kontrolin FHE konsantrasyonuna goére ardisik
100 metafaz alaninda bulunmus AgNOR(+) kromozom sayisi ortalamalar:
(K:K1z, E:Erkek). En alt satirda da genel ortalamalar verilmistir.
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AgNOR(+) kromozom sayis1 ortalamalar:
Hasta Yas Cins (ml FHE/100 ml’lik ortam)

0.37 ml (%) | 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)

(X £ SS) (X £ SS) (X £ SS) (X + SS)

1) KB ~1 ay K 7.9010.44 | 7.95+0.41 | 7.98+0.13 | 8.04+0.32
2) IH 2yl K 6.9610.53 | 6.88+0.71 | 6.92+0.37 | 7.01+0.30
3) 0z 14 giin K 7.4410.62 | 7.69+0.53 | 7.88+0.36 | 7.61+0.57
4) BT 6 ay K 8.3510.91 | 8.27+0.97 | 8.29+0.92 | 8.42+0.95
5) Yi 12 gtin E 7.73+0.51 | 7.77+0.58 | 7.76+0.55 | 7.8410.54
6) BC S ay K 7.8610.88 | 7.79+0.87 | 7.81+0.75 | 7.9810.84
7) AH 10 ay E 8.1210.62 | 8.17+0.62 | 8.26+0.63 | 8.30+0.61
8) SB 1ay K 7.6410.48 | 7.61+0.49 | 7.65+0.48 | 7.62+0.49
9) cO ~lay K 8.03+0.75 | 8.13+0.77 | 8.1940.71 | 8.20+0.75
10) AG ~1 ay K 9.11+£0.72 | 9.10+x0.79 | 9.19+0.77 | 9.22+0.75
11) AB 3ay E 8.2510.64 | 8.16+0.66 | 8.19+0.66 | 8.24+0.64
12) TC 10 gtin K 9.43+0.61 | 9.36x0.66 | 9.40+0.60 | 9.48+0.63
13) FZ 14 ay E 8.08+0.80 | 8.26+0.71 | 8.27+0.72 | 8.31+0.74
14) iM 2 yil E 8.39+0.62 | 8.46+0.63 | 8.43+0.66 | 8.49+0.64
15) HK 1.5 ay K 9.20+0.73 | 9.26%0.73 | 9.31+0.80 | 9.35%0.73
16) YA 8 yil K 7.24+0.43 | 7.22+0.42 | 7.2910.46 | 7.32+0.47
17) MU 8 yil E 8.13+0.73 | 8.19+0.83 | 8.12+0.84 | 8.24+0.93
18) FG 1 yil E 9.3340.67 | 9.30+£0.73 | 9.27+0.74 | 9.31+0.79
19) MR Say K 8.40x0.49 | 8.43+0.50 | 8.51+0.50 | 8.46x0.50
20) HU 3yl K 8.16+0.56 | 8.13+0.58 | 8.12+0.64 | 8.17%0.65
21) RC 1.5 ay E 8.05+0.72 | 8.03+0.70 | 7.88+0.72 | 8.10+0.76
22) sC 5 yil E 8.8410.68 | 8.77+0.68 | 8.91+0.68 | 8.93+0.70
23) SM 9 ay E 7.63+0.54 | 7.67+0.53 | 7.7610.62 | 7.72+0.62
24) FN 7 yil K 8.21+0.41 | 8.24+0.43 | 8.21+0.41 | 8.27%+0.45
Genel ortalamalar 8.19+0.89 | 8.20+0.90 | 8.24+0.89 | 8.28+0.90

Tablo 4.2’in sonunda bulunan genel ortalamalar, kontrol grubundaki

bireylerin AgNOR(+) kromozom ortalamalarinin kulttir ortamindaki FHE
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konsantrasyonu ile birlikte énemli 6lctide artmadigini géstermektedir.
0.37 ml FHE/100 mllik ortamda 8.19+0.89 iken, 2.21 ml FHE/100
ml’lik ortamda 8.28+0.90, (X£SS) olarak bulunmustur. Kontrol
grubundaki bireylerin ortamdaki FHE konsantrasyonuna gére AgNOR(+)
kromozom ortalamalarindaki en buyuk sapma, ~0.23 ortalama ile FZ
(13)’de gorulmektedir. En disuk sapma ise 0.01 kromozom ortalamasi
ile AB (11) ve HU (20)’de gorulmektedir. Ancak, FHEnin en dustik
konsantrasyonu ile en yuksek konsantrasyonu arasinda AgNOR(+)
kromozom sayisi ac¢isindan istatistiksel bir fark bulunamamistir (p>

0.05).

Tablo 4.3. DS’lu ve saglikli kontrollerinin her bir FHE konsantrasyonuna goére genel
metafaz AGNOR(+) kromozom sayis1 ortalamalar: (ml FHE /100 mllik ortam’da).

Gru N| g | 037 mlFHE | 0.75 ml FHE | 1.48 ml FHE | 2.21 ml FHE
P (%) (X+SS) | (%) (X+SS) | (%) (X+SS) | (%) (XtSS)

DS 30| 3000 | 8.32+1.18 8.58+1.15 9.13+1.02 9.32+0.95

Kontrol | 24 | 2400 | 8.19+0.89 8.20+0.90 8.24+0.89 8.28+0.90

N: Birey sayisi, n: Degerlendirilen toplam metafaz sayisi

DS’lularda ortamdaki FHE konsantrasyonuna goére metafaz AgNOR(+)
kromozom sayisi arasindaki iliskiyi gosteren regressiyon grafigi Sekil
4.1A’da verilmistir (r? = 0.2422, p< 0.01). Bu da FHE konsantrasyonu
ile AgNOR(+) kromozom sayisi arasinda anlamli ve pozitif bir iliski

oldugunu gostermektedir.

Kontrol grubundaki bireylerde ortamdaki FHE konsantrasyonuna goére

metafaz AgNOR(+) kromozom sayist arasindaki iliskiyi g0steren

regressiyon grafigi Sekil 4.1B’de verilmistir (r2 = 0.0031, p> 0.05). Bu da
iki degisken (FHE ve AgNOR(+) kromozom sayisi) arasinda anlamli bir

iliskinin olmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.1. Kultir ortamindaki FHE konsantrasyonu ile metafazda
bulunan AgNOR(+) kromozom sayis1 arasindaki iliskiyi goOsteren
regressiyon grafikleri.

A) Serbest trizomi 21’1i DSIu hastalar (N=30)

B) Kontrol (N=24)
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DSTu bir bireye ait % 2.21 FHE konsantrasyonunda AgNO; ile
boyandiginda 11 aktif NOR tasiyan (AgNOR+) akrosentrik kromozomlar
Resim 4.1’de, saglikli bir bireye ait yine % 2.21 FHE

konsantrasyonunda AgNO;‘le boyandiginda ortalama olarak gértilebilen

8 aktif NOR tasiyan (AgNOR+) akrosentrik kromozomlar ise Resim
4.2°de gosterilmistir.

Resim 4.1. Down sendromlu bir bireye ait AgNOs ile boyanmis
akrosentrik kromozomlar (Boyanmis NOR sayisi= 11)

Resim 4.2. Saglikli bir bireye ait AgNOs ile boyanmis akrosentrik
kromozomlar (Boyanmis NOR sayisi= 8)



4.1.2. DS’lu ve Saglikli Bireylerin FHE Konsantrasyonuna Gore

58

Interfaz NOR Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

DS’lu ve saglikli bireylerin T-lenfositlerinde FHE konsantrasyonuna gore
interfaz NOR aktivitelerinin degisimini degerlendirmek icin, AgNOR
boyali her bir preparattan 50 interfaz alani, bilgisayarda 6zel olarak
hazirlanmis gérintd analizi ydntemi kullanilarak NORa/TCa orani
seklinde ytizde olarak 6lctilmusttir. Bireysel NORa/TCa ortalamalar: her
iki grupta karsilikli olarak Tablo 4.4 ve Tablo 4.5°de verilmistir. Tablo
4.6’da ise her iki grubun FHE konsantrasyonuna gére genel NORa/TCa

orani ortalamalar1 verilmistir.

Tablo 4.4. Her bir Down sendromlu hastanin FHE konsantrasyonuna goére
50 interfaz alaninda o6lctilmtis NORa/TCa orani ortalamalar: (K:Kiz, E:Erkek).
En alt satirda da genel ortalamalar, X+SS olarak gosterilmistir.

NORa/TCa ortalamalari
(ml FHE / 100 ml!’ lik ortam)

Hasta | Yas | Cins o ml(%) ] 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)
(X + SS) (X + SS) (X + SS) (X + SS)
1) KT 8 ay E 9.78+1.76 | 10.50+2.21 | 12.16+2.39 | 13.48+2.16
2) UA 2 ay E 9.28+1.69 | 10.93+1.70 | 12.61+2.21 | 13.75+2.13
3) TB 13 gin K 10.29+1.60 | 12.69+1.86 | 13.88+1.65 | 14.30+1.91
4) BK 1 ay K 9.64+1.64 | 12.20+2.20 | 13.44+2.05 | 13.93+1.88
5) iK 1 ay E | 10.69+2.42 | 12.00+2.29 | 14.36+2.02 | 14.35+2.40
6) MK | 5.5ay E 10.16+1.66 | 12.30+2.30 | 13.10+1.91 | 13.3242.25
7) iU 1 ay E 9.76+1.48 | 10.38+1.53 | 11.73%£1.93 | 11.84+2.23
8)KB |0-15gin| K 9.52+1.64 | 10.58+1.66 | 11.36%2.31 | 11.41+2.58
9) AS ~1yil K 10.41+1.42 | 12.1941.96 | 14.42+1.87 | 14.21+2.21
10)SD | -~1yil K 10.97+1.79 | 12.63+1.77 | 14.04+1.55 | 13.87+1.96
11) LT 2 ay K 11.32+1.21 | 12.70+1.73 | 14.91+1.97 | 15.4042.11
12) DB | Premat. K 10.85+1.42 | 12.13+1.41 | 13.93+1.36 | 13.87+1.91
13) SC 1yl K 10.67+1.60 | 11.54+1.56 | 12.71+1.79 | 13.33+1.78
14) KT 1yl K 11.11+1.78 | 12.24+1.68 | 13.08+1.86 | 12.76+1.60




Tablo 4.4. in devami

59

15) SE 6 ay E 10.49+1.41 | 12.1842.09 | 13.49+1.76 | 13.60+1.51
16) LG 6 ay K 10.32+1.34 | 11.46%1.52 | 12.83%£1.33 | 12.98+1.44
17) AL | 55 gln E 10.62+1.45 | 11.21+1.76 | 12.78%+1.69 | 13.64+1.64
18) FP 8 yil E 9.48+1.50 10.50+1.70 | 12.04£1.65 | 12.58+1.66
19) KK 3yl K 10.64+1.43 | 11.35£1.53 | 13.13£1.86 | 12.89+1.79
20) EP 18 glin E 10.16+1.26 | 10.77+£1.51 | 12.30£1.79 | 12.85+1.58
21) EB | 0-15 glin E 9.61+1.25 10.49+1.66 | 12.56%1.71 | 12.11+1.48
22) FE 13 ay E 10.41+1.82 | 11.48%t1.94 | 13.33+2.12 | 14.07£1.72
23) FK 4 ay K 10.78+1.75 | 11.55+£1.71 | 13.41£1.72 | 12.5612.18
24) BE 6 ay K 11.0242.16 | 12.05t1.61 | 13.13+2.15| 13.08+1.91
25) BN 1.5yl K 11.1741.72 | 11.93+£1.79 | 14.22+1.53 | 14.38+1.77
26) YD 9ay E 10.28+1.63 | 11.94+1.69 | 13.63£1.85 | 13.64+1.96
27) AT 3ay E 10.37£1.34 | 12.91+1.64 | 13.39+1.49 | 13.93+1.98
28) MB | 3.5 ay E 11.34£1.77 | 12.60+1.87 | 14.17+2.19 | 13.86+1.77
29) SN 10 ay K 11.20+1.80 | 12.63%1.59 | 13.46%£1.97 | 13.60+2.02
30) MS 9 ay E 10.85+1.69 | 12.20+1.74 | 13.77+2.03 | 13.38+1.70

Genel ortalamalar 10.44+1.72 | 11.74+1.93 | 13.25+2.03 | 13.43+2.08

Tablo 4.4"an sonunda DS’lu bireylerde bulunan genel ortalamalar,
NORa/TCa FHE
konsantrasyonu ile birlikte arttigini géstermektedir. 0.37 ml FHE/100
ml’ lik ortamda 10.44+1.72 iken, 2.21 ml FHE/100 mllik ortamda
13.43%£2.08, (X£SS) olarak bulunmustur. Bu artis az ya da cok tim

orani ortalamalarinin kualtar ortamindaki

bireylerde de goérilmektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirme

sonucunda DS’lu bireylerde, FHE konsantrasyonu ile NORa/TCa orani

arasindaki iliski anlamli bulunmustur (p=0.000).
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Tablo 4.5. Her bir saglikli kontroltin FHE konsantrasyonuna gére 50 interfaz
alaninda ytizde olarak 6lctilmtis NORa/TCa orani ortalamalar: (K:Kiz, E:Erkek).
En alt satirda da genel ortalamalar XtSS olarak gosterilmistir.

NORa/TCa ortalamalari
Hasta Yas Cins (ml FHE / 100 m!’ lik ortam)

0.37 ml (%) | 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)

(X = SS) (X = SS) (X = SS) (X = SS)
1) KB ~1 ay K 10.54+2.04 | 11.39%£1.86 | 11.37+2.15 | 11.17+1.93
2) iH 2yl K 10.98+£2.10 | 10.60+1.84 | 10.83+1.69 | 10.61+1.92
3)0z | 14 gin K 10.60+£1.83 | 10.82+1.89 | 10.36+1.79 | 10.76+2.06
4) BT 6 ay K 10.90+2.05 | 11.06+1.72 | 11.15+1.74 | 11.19+1.66
5) Yi 12 gtin E 10.36£1.95 | 10.00£1.57 | 10.39+1.73 | 10.07£1.76
6) BC Say K 10.13£1.73 | 10.50+£1.79 | 10.38+1.88 | 10.46%+1.86
7) AH 10 ay E 9.42+1.80 9.94+1.79 9.77+£1.97 9.54+1.74
8) SB 1lay K 10.66£1.56 | 10.49+1.63 | 10.30+2.17 | 10.28+2.21
9) cO ~lay K 9.69+1.92 9.78+1.71 9.97+1.46 10.10+1.50
10) AG | ~1ay K 10.30£1.46 | 10.27+£1.54 | 10.10+1.76 | 10.59%+1.54
11) AB 3ay E 9.71+1.82 10.01+1.63 9.81+1.72 9.93+1.81
12) TC | 10 glin K 10.52+1.66 | 10.31+1.26 | 10.57+2.04 | 10.66%+1.50
13) FZ 14 ay E 9.07£1.70 9.70£1.65 9.65+1.51 9.67+1.56
14) im 2yl E 9.64+1.43 9.78+1.27 9.83+1.24 9.46+1.69
15)HK | 1.5ay K 10.64£1.57 | 10.39+1.79 | 10.50+1.88 | 10.59+1.92
16) YA 8 yil K 10.16£1.78 | 10.10+1.68 | 10.44+1.68 | 10.66+1.60
17) MU 8 yil E 10.68+1.79 | 10.69+£1.93 | 10.76+2.02 | 10.94+1.53
18) FG 1y E 9.01£1.79 9.05£1.49 9.20+1.47 9.32+1.49
199 MR | Say K 9.39+1.72 9.91+1.35 9.89+1.58 9.73%1.40
20) HU 3yl K 10.47+£1.28 | 10.49+1.63 | 10.02+1.58 | 10.11+1.55
21)RC | 1.5ay E 8.7411.46 8.55+1.46 8.82+1.46 8.98+1.28
22) sSC Syil E 9.78+1.79 10.27£1.43 | 10.05+1.35 9.83%+1.53
23) SM 9ay E 9.70+1.68 9.39+1.65 9.59+1.52 9.84+1.26
24) FN 7 yil K 10.39£1.59 | 10.58t1.46 | 10.53+1.69 | 10.73+1.62
Genel ortalamalar 10.06+1.83 | 10.17+1.73 | 10.18+1.80 | 10.22+1.76
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Tablo 4.5'in sonunda bulunan genel ortalamalar, kontrol grubundaki
bireylerin NORa/TCa orani ortalamalarinin kultir ortamindaki FHE
konsantrasyonu ile birlikte énemli 6lctide artmadigini géstermektedir.
0.37 ml FHE/100 ml’ lik ortamda 10.06+1.83 iken, 2.21 ml FHE/100
ml’lik ortamda 10.22%+1.76, (X£SS) olarak bulunmustur. FHE’nin en
dustk konsantrasyonu ile en yuksek konsantrasyonu arasinda
NORa/TCa orani acgisindan istatistiksel bir fark bulunamamaistir (p>

0.05).

Tablo 4.6. DS’lu ve saglikli kontrollerinin her bir FHE konsantrasyonuna goére genel
interfaz NORa/TCa orani ortalamalar: (ml FHE /100 ml’lik ortam’da).

Gru N| q | 037 mlFHE | 0.75 ml FHE | 1.48 ml FHE | 2.21 ml FHE
P (%) (X£SS) | (%) (X+SS) | (%) (X£SS) | (%) (Xt SS)

DS 30| 1500 | 10.44+1.72 11.74+1.93 13.25+2.03 13.4342.08

Kontrol |24 | 1200 | 10.06+1.83 10.17+1.73 10.18+1.80 | 10.22+1.76

N: Birey sayisi, n: Toplam 6lctilen interfaz sayisi

DS’lularda ortamdaki FHE konsantrasyonuna gore interfaz NORa/TCa
orani arasindaki iliskiyi gosteren regressiyon grafigi Sekil 4.2A’da
verilmistir (r? = 0.2456, p< 0.01).

Kontrol grubundaki bireylerde ortamdaki FHE konsantrasyonuna gore
interfaz NORa/TCa orani arasindaki iliskiyi gésteren regressiyon grafigi

ekil 4. e verilmistir (r? = O. , p> 0.05).
Sekil 4.2B’d ilmistir (r? = 0.0008 0.05
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Sekil 4.2. Kultir ortamindaki FHE konsantrasyonu ile interfazda
bulunan NORa/TCa oranlari arasindaki iligkiyi godsteren regressiyon
grafikleri.

A) Serbest trizomi 21°li DSlu hastalar (N=30)

B) Kontrol (N=24)
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DS’lu bir bireye ait % 2.21 FHE konsantrasyonunda AgNOs ile
boyanmis T-lenfosit interfaz cekirdegindeki NOR boélgeleri Resim 4.3’de,
saglikli bir bireye ait yine % 2.21 FHE konsantrasyonunda AgNO;le
boyanmis T-lenfosit interfaz cekirdegindeki NOR boélgeleri ise Resim

4.4’de gosterilmistir.

Resim 4.3. Down sendromlu bir bireye ait AgNO3
ile boyanmis T-lenfosit interfaz cekirdegi

Al

.

Resim 4.4. Saglikli bir bireye ait AgNOs ile
boyanmis T-lenfosit interfaz cekirdegi



64

4.2. FITOHEMAGLUTININ (FHE) KONSANTRASYONUNUN MITOTIK
INDEKSE ETKISI

Calismamizda, FHE konsantrasyonunun Mitotik indekse (M) etkisi de
arastirilmis ve hem DS1u hem de kontrollerinin kan kulturleri icin
optimum FHE konsantrasyonu bulunmaya calisilmistir. FHE
konsantrasyonunun 30 DSlu ve 24 saglklh kontrollerinin kan
lenfositlerinde Mi’e etkisini incelemek icin, her derisimden 5000-6000
hiicre sayilmis ve sonuclar % olarak Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’de karsilikli

olarak verilmistir.

Tablolarda, hem DS’lu hem de saglikli kontrollerin genel ortalamalar:
verilmistir. Bireyler arasinda énemli farkliliklara karsilik, 30 DS’lu ve 24
saglikli kontrolin 0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve 2.21 ml FHE
konsantrasyonlarindaki genel % MI degerleri, X+SS olarak karsilikli
sekilde sirasiyla; DS’lularda 4.20+1.73, 4.57+1.31, 4.69%+1.19,
4.19+1.11 ve kontrollerde 4.37+£1.67, 5.06%£1.60, 5.01+1.47 ve 4.9811.43
olarak bulunmustur. Bu durumda, Biological Indusries (Israil) tirtinleri
icin % 1-1.5 hacim/hacim FHE, hem DSIlu, hem de kontrollerin kan

kulturleri icin optimum (hem etkin, hem tutumlu) bulundu.

Tablo 4.7. 30 DSluda FHE konsantrasyonuna goére MI degerleri (%). FHE
konsantrasyonuna goére her bir konsantrasyondan yaklasik 5000-6000 htcre
sayillmistir. Genel ortalamalar ise en alt satirda X+SS seklinde gortilmektedir.

Hasta Yas Cins % MI (ml FHE / 100 m!’lik ortam)
0.37 ml (%) | 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)

1) KT 8 aylik E 2.66 3.88 6.73 4.68
2) UA 2 aylik E 1.15 2.47 3.15 4.16
3) TB | 13 glinlik| K 2.18 2.22 2.83 3.53
4) BK 1 aylik K 2.86 5.49 7.14 5.14
5) IK 1 aylik E 2.68 4.28 4.46 4.49
6)MK | 5.5aylk | E 3.42 4.20 3.77 2.90
7) 10 1 aylik E 5.12 4.94 4.62 4.20
8) KB | ~1 aylik K 4.04 4.60 5.52 4.43




Tablo 4.7.nin devami
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9) AS ~1yil K 1.87 3.55 3.74 2.61
10) SD ~1 yil K 5.41 enfeksiyon 6.89 7.81
11) LT 2 aylik K 4.65 4.29 4.47 3.43
12) DB | Premature K 4.37 4.30 4.95 4.52
13) SC 1 yil K 4.72 5.26 5.58 5.59
14) KT ~1yil K 1.18 3.41 3.46 2.97
15) SE 6 aylik E 1.56 5.31 5.57 2.73
16) LG 6 aylik K 3.52 4.01 3.50 3.50
17) AL ~2 ayhk E 3.43 3.51 3.59 3.66
18) FP 8 yil E 5.78 5.50 5.18 5.19
19) KK 3yl K 3.23 4.14 3.91 3.64
20) EP | 18 ginlik| E 6.41 4.16 4.63 4.20
21) EB ~1 ayhk E 4.85 3.30 3.40 3.44
22) FE 13 aylik E 5.49 3.92 4.07 4.11
23) FK 4 ayhik K 3.71 4.83 4.02 3.17
24) BE 6 aylik K 5.31 3.91 3.99 4.00
25) BN 1.5 yil K 6.21 5.65 5.44 5.43
26) YD 9 aylik E 4.45 5.00 4.97 4.33
27) AT 3 aylik E 6.34 4.64 4.14 3.27
28) MB | 3.5 aylik E 5.25 5.73 3.95 3.43
29) SN 10 aylik K 5.73 7.57 6.29 5.59
30) MS 9 aylik E 8.27 8.55 6.74 5.60
Genel Ortalama 4.20+1.73 4.57+1.31 | 4.69+1.19 | 4.19+1.11
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Tablo 4.8. 24 kisilik kontrol grubunda FHE konsantrasyonuna gére MI degerleri (%).
Her satirdaki rakamlar, FHE konsantrasyonuna goére her bir konsantrasyondan
yaklasik 5000-6000 bireysel olarak sayilmis huicre ortalamalarini verirken, genel
ortalamalar en alt satirda X+SS seklinde gortilmektedir.

Hasta Yas Cins % MI (ml FHE / 100 m!’lik ortam)
0.37 ml (%) | 0.75 ml (%) | 1.48 ml (%) | 2.21 ml (%)
1) KB | ~1 aylk K 6.49 6.45 5.08 5.15
2) iH 2 yil K 4.73 4.56 4.68 4.55
3) 06z |14 gunlik| K 2.62 2.49 2.66 2.62
4) BT 6 aylik K 5.76 5.37 5.64 5.56
5)Yl |12ginlik| E 5.25 5.17 5.00 4.92
6) BC 5 aylik K 3.81 4.39 4.14 4.20
7) AH | 10 aylik E 2.75 3.69 2.95 3.67
8) SB 1 aylik K 3.34 2.82 2.58 2.41
9)CO | ~1aylk K 5.81 5.24 4.57 5.24
10) AG | ~1 aylik K 3.75 4.34 4.33 3.51
11) AB | 3 aylk E 4.75 3.84 3.72 3.30
12) TC | 10 ginlik | K 6.50 6.38 5.54 4.57
13) FZ | 14 aylik E 3.90 5.68 7.08 6.83
14) im 2 yil E 4.25 4.89 5.96 3.91
15)HK | 1.5aylik | K 1.24 2.96 4.78 5.10
16) YA 8 yil K 3.95 7.96 7.99 8.15
17) MU 8 yil E 8.64 8.60 8.30 7.67
18) FG 1yl E 2.61 4.77 5.89 6.56
19) MR | 5 aylk K 2.55 3.75 3.76 4.86
20) HU 3 yil K 4.77 6.66 Apopt. 6.10
21)RC | 1.5aylk | E 2.67 3.07 4.75 5.76
22) SC 5 yil E 6.35 5.47 5.58 5.47
23) SM | 9 aylik E 4.08 6.87 4.80 4.27
24) FN 7 yil K 4.20 6.13 5.41 5.13
Genel Ortalama 4.37+1.67 | 5.06+1.60 | 5.01+1.47 | 4.98+1.43
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Tablo 4.7’de ve Tablo 4.8’de, her iki gruptan alinmis periferal kan
lenfositlerinin FHE derisimine gére bulunmus % Milerinde ilk géze
carpan Ozellik, hem kontrol hem de DSlu’larda énemli 6lctide bireysel
farkliliklarin olmasidir. Bazilarindaki Mi’'ler FHE derisimine gére diizenli
olarak artarken [Tablo 4.8’de HK (15), FG (18), RC (21), Tablo 4.7’de UA
(2), TB (3), SD (10)] baz bireylerde hemen hi¢c degismemekte [Tablo
4.8de IH (2), OZ (3), YI (5) ve Tablo 4.7’de AL (17)] bazilarinda ise
duizenli olarak azalmaktadir [Tablo 4.8°’de TC (12), MU (17), Tablo 4.7’de
U (7).

Bu dizenli artma, sabit kalma ve azalmanin disinda belli bir FHE
konsantrasyonundan sonra da dususler gérulebilmektedir. Tablo 4.8de
IM (14) ve MU (17), %2.21’lik FHE den itibaren, SM (23) ve FN (24),
%1.48 den itibaren, SC (22)’de % 0.75den itibaren dists goéstermek-
tedir. FHE konsantrasyonunun herhangi bir degerinden itibaren
baslayan Milerdeki azalmalar Tablo 4.7’deki DSlu grubu icin de
gecerlidir.

Mi’lerin genel ortalamalari kontrollerde % 0.7571ik FHE konsantrasyo-
nundan itibaren bir plato olusturmakta ve bu plato hafif azalarak da
olsa % 2.21°lik FHE konsantrasyonuna kadar stirmektedir. DSlu’larda
ise genel ortalamalar bir cesit can egrisi gdstermekte ve maksimum Mi,

FHE nin % 0.757lik ile % 1.48’lik degerleri arasinda bulunmaktadir.



6. TARTISMA VE SONUC

Farkli laboratuarlar arasinda lenfosit kultir kosullari, 6rnegin mitojen
konsantrasyonu standardize edilmedigi icin, bu konsantrasyon calisma
gruplarina gére énemli 6lctide degiskenlik gosterir. Ornek olarak, daha
onceki yuksek lisans tezimizde (79), bilgisayar yardimli gériintti analizi
ile DS’lu bireylerde interfazik AgNOR’larin degerlendirilmesini ve kulttr
ortamindaki sabit FHE konsantrasyonunda DS’lu bireylerin
lenfositlerinin, FHE ile uyarilmalarindan sonra kendi NOR ifadelerini
kontrol hucrelerinin yaptigi gibi azalan yo6nde (down-regulate)
duzenleyemediklerini gbéstermistik (80). Su andaki mevcut calismamiz,
kultir ortamindaki farkli FHE konsantrasyonlarina goére DS’lu
bireylerin lenfositlerindeki NOR ifadelerinin degisimi oldugu icin bir

Oonceki calismamizla uyumludur.

Kultir ortamindaki mitojen konsantrasyonu ile DS’lu bireylerin
lenfositlerindeki metafaz  htucrelerinde aktif AgNORs tasiyan
kromozomlarin sayisinin ve interfaz hucrelerindeki NOR alanlarinin
buyudklugintn degisimi hakkinda literatirde herhangi bir veriye

rastlanilamamistir. Mevcut calismamizda DS’lu bireylerin lenfositlerin-
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deki gerek metafaz huicrelerindeki AgNOR’la boyanan kromozom
sayilari, gerekse interfaz hucrelerindeki AgNOR’la boyanan NOR
alanlarinin  buyuklugti, kontrol grubundaki saglikli bireylerin
lenfositlerindeki metafaz ve interfaz hucreleri ile karsilastirildiginda,
ortamdaki mitojen konsantrasyonu ile énemli 6l¢ciide degismekte ve
FHE konsantrasyonu arttikca bu artisa uygun olarak metafaz AgNOR(+)
kromozom sayisi ve interfaz NOR alanlari da artis gdstermektedir. DS’lu
bireylerin lenfositlerinde ortamdaki FHE konsantrasyonuna gore
AgNOR(+) kromozom sayilarindaki ve NOR alanlarindaki bu artig, DS’lu
bireylerin lenfositlerinin yeni gézlenen bir 6zelligi olarak gértlmektedir
ve bu goézlem bizi, DS’lu hastalarda AgNOR degerlendirilmesi hakkinda
yeni bir bakisa yéneltmektedir.

DS’lu fenotipinin, insan 21.kromozomu tarafindan sifrelenen 300’den
fazla genlerden bir kisminin fazladan ifadesi ylUzinden oldugu
sanilmaktadir (65). Aslinda, fazladan gen yukintin bir sonucu olarak,
21.kromozom Uuzerinde yerlesim gosteren genlerin asir1 ifadesi, DS
fenotipinin aciklamasi i¢cin merkezi bir hipotez olarak distUnUlmustir
(81). Bununla birlikte, DS’lu fare modelinde genlerin timunun,
ifadesinde beklenen %5071ik artis1 géstermedigi ve bazi genlerin ifade
duzeylerinde yasa bagl olarak azalma gosterdigi bildirilmistir (65, 82).
21.kromozom tUzerinde sifrelenen ayni proteinlerin 6l¢ctilmesi, DS kritik
bolgenin gen Urlnlerinin hepsinin yasamin baslangicinda DS beyninde
asinn ifade edilmedigini ortaya cikarmis ve DS fenotipinin gen-dozaj
etkisi hipotezi ile basitce aciklanamayacagini gostermistir (83, 84).
Boylece, bu gen-dozaj hipotezine kars: cikilmistir (81). Bununla birlikte,
su andaki mevcut calismamiz, kultir ortamindaki mitojen
konsantrasyonuna goére, DS’lu bireylerin lenfositlerindeki NOR’larin
ifadesinin kontrollerden acik bir farklilik gésterdigini ortaya cikarmaistir.
Bu gozlem, rDNA, NORs ya da diger proteinlerin fazladan ifadesi
yuzinden DSTu hucrelerinde bosa harcanan enerji temeline dayanan

yeni bir yaklasim olarak hizmet edebilir.
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DS’lu bireylerde bir hticreye dusen ortalama Ag(+) akrosentrik
kromozom sayisinin FHE konsantrasyonu artisi ile (% 0.37, 0.75, 1.48
ve 2.21ml hacim/hacim) birlikte karsilikli olarak 8.32+1.18, 8.58+1.15,
9.13+1.02 ve 9.32+0.95 seklinde artmasi da bu hipotezi destekler.
Demek ki bir hiicrede Ag(-) gériinen bir akrosentrik kromozomun NOR
bolgesi (rDNA dizisi) konstitiisyonel (yapisal) olarak inaktif degildir. Bu
hticre icindeki bir ya da birkac¢ Girtintin yetersizliginden inaktif (Ag-) gibi
gorunmektedir. Bu Urtin saglandiginda Ag(-) goérinen bazi
akrosentrikler de Ag(+) olarak ortaya cikabilmektedirler. Ag(-) gériinen
bir akrosentrik kromozom gercekten yapisal olarak NOR(-) olsaydi, FHE
konsantrasyonunun artmasi ile birlikte Ag(+) olamazdi. Hep Ag(-) olarak
kalirdi. Ancak FHE konsantrasyonu artisinin 21. kromozom ile birlikte
nasil bir sinerjetik etkilesime girip de Ag(-) bir akrosentrigi Ag(+)

yaptiklarinin mekanizmasi hentiz bilinmemektedir.

Saglikli bireylerde, yukaridaki FHE konsantrasyonlarina goére hic
degismeden hep ortalama 8.19+0.89, 8.20+0.90, 8.24+0.89 ve
8.28+0.90 degerlerinde kalan Ag(+) akrosentrik sayilarinin bulunmus
olmasi da ilginctir. Hlicre basina diisen bu ortalama Ag(+) akrosentrik
kromozom sayisi, DS’lu vakalarin en disik FHE konsantrasyonunda
bulunan ortalama sayidan (8.32) da kucuktiir. Bunun yorumu da su
sekilde yapilabilir: Demek ki Ag(-) bir akrosentrik kromozomu Ag(+)
yapmak icin dis faktoérler (FHE) yeterli degildir. Hticre icinde belli bir
Urtinin ya da Urlnlerin bulunmas: esastir. Normal bir hiicrede sabit
bir hizla ve 2 dozda sentezlenen bir Uirtin/Urlnler, ancak 8 akrosentrik
kromozomu Ag(+) yapmaya yeterli gelmektedirler. Ortalama 2
akrosentrik de Ag(-) olarak kalmaktadir. DS’lu hticrede ise 3 doz olarak
sentezlenen Urln/UrlUnler, daha fazla akrosentrik kromozomu Ag(+)
yapmaya yetmektedir. 21. Kromozomun uzun kolunda yer aldigini ve
konstitlisyonel olarak aktivite gosterdigini ileri surdigimuz gen
Urlnleri heniiz bilinmemekle birlikte, NOR proteinleri (11, 34, 38, 46)
aday urunler arasinda ilk akla gelenleridir. Sonuc¢ olarak, Down

sendromlu vakalarin hucreleri, rRNA sentezinin kontrolinli azalan
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yonde (downregulation) yapamamaktadirlar. Gereksiz enerji harcanmasi

nedeni ile bu olayin art1 bir handikap olusturacag: aciktir.

Literatiirde, kultir ortaminda aktif NOR tasiyan akrosentrik kromozom
sayisinin kisiden kisiye degisiklik g6stermekle birlikte, ayni kisinin
farkli dokularinda degismeden kaldigi ileri surulmektedir (21, 85).
Ancak bulgularimiz, DS’lulardaki aktif NORs sayisinin sabit olmayip
FHE derisimine gbre degistigini, sonuc olarak da tiim laboratuarlar icin

gecerli bir standardizasyonun olusturulmasi gerektigini géstermektedir.

Calismamizdan cikan genel sonuc¢ sudur ki, DSlu lenfositlerindeki
NORs ifadeleri kontrollerin lenfositlerinde oldugu gibi bir kararhilik
gostermemekte ve ortamdaki FHE derisimine goére degismektedir. O
halde, DS’lu bireylerin NOR analizlerinin laboratuarlar arasinda
karsilastirilip degerlendirilebilmesi icin 6nce ekim kosullarinin, 6zellikle
ortamdaki mitojenin niteliginin ve konsantrasyonunun bir an 6nce

sabitlenmesi (standartlastirilmasi) gerekmektedir.

Insan lenfositlerinin mitoza yénlendirilmesi ve kromozom analizlerinde
birim hacimdeki blUytime ortamina eklenen FHE miktari, bir
laboratuardan digerine gore oOnemli O6lctide degismektedir. Bunun
nedeni bilinmemekte ve literatirde de bu konuda yeterli bir bilgiye
ulasilamamaktadir. Bireyler arasinda o6nemli farkliliklara karsilik,
FHEnin % 0.37, 0.75, 1.48 ve 2.21°lik (hacim/hacim) konsantrasyon-
larinda artis yonune dogru siralandiginda, % mitotik indekslerinin genel
ortalamalar1 karsilikli olarak sirasiyla 30 DSlu’da % 4.20£1.73,
4.57t1.31, 4.69%1.19, 4.19+1.11 iken 24 kontrolde % 4.37t1.67,
5.06+1.60, 5.01+1.47 ve 4.98t1.43 olarak bulunmustur. FHE
konsantrasyonunun belli bir degerinden itibaren gériilen MI azalmalari,
FHE reseptorlerinin bu noktada doymus olmalari ve daha fazla FHE nin
bu birey lenfositlerine olas1 toksik etkileri ile aciklanabilir. FHE
artisindan fazla etkilenmeden sabit MI gésteren hiicrelerin
davraniglarina  bireysel  farkliliklardan  baska  bir  aciklama

getirememekteyiz.
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Anderson ve arkadaslari (1988), trisiumlu timidin ve FHE- P ( bazen de
FHE-R ve hi¢ birinin 6zellikleri ve Ureticisi belirtilmemis) kullanarak 4
eriskin bireyde 46-48.saatten itibaren 18 saat icindeki timidin
tutulumunun 1-5 pl/ml arasindaki FHE konsantrasyonunda
maksimum oldugunu bulmuslardir (86). Ancak kullanilan yéntemin
baskaligi, bizim kullandigimiz FHEnin M formu yerine P ve R
formlarinin kullanilmis olmasi, optimum FHE konsantrasyonunu
bulmada kullanilan birey sayisinin (4 kisi) yetersizligi, sonuclarin bizim
bulgularimizla karsilastirilmasina engeldir. Yine de 106 kisinin sadece
bir tek FHE konsantrasyonundaki (lul/ml) timidin tutulumunun
bireyler arasinda 5-6 katina varan degismeler goéstermesi, ancak

bireysel farkliliklarla aciklanabilir (86).

Farrant ve arkadaslarn (1980), trisiumlu timidin konsantrasyonu,
spesifik radyoaktivite yogunlugu, hticre yogunlugu, FHE
konsantrasyonu gibi parametreleri calismislar (87), ancak bir kisinin
belli bir stiredeki DNA sentez hiz1 ile 54 kisinin 72. saat sonundaki
Mi’lerin dogrudan karsilastirilmasi ne uygun ne de inandirici olabilir.
Ayrica bu calismada bireysel farkliliklara yeterince deginilmemistir.
Oysa hindi lenfositlerinde bile FHE ye kars:1 bireysel farkliliklar
gorulmustur (88). Ayni1 durum tavuklar icin de gecerlidir (89).

Kan/lenfosit kultirtinde kullanilan mitojen konsantrasyonunun
standartlastirilmasi bazi sitogenetik analizler icin de gereklidir. Ornegin
ayni bir DSlunun AgNOR(+) tasiyan kromozom sayist beklenilmedik bir
sekilde ortamdaki FHE konsantrasyonuna goére degismektedir (79). FHE
konsantrasyonu belli bir deger icinde artikca AgNOR’la boyanan

akrosentrik kromozom sayisi da 7-8 den 11 e dogru artmaktadir (90).
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Sonuc olarak bu tez calismasi ile, literatiire yaptigimiz katki tic noktada

ortaya cikmaktadir:

» DS’lularda rRNA gen aktivitelerinin asagi ayarlanmasi (down
regulation) in vitro olarak normal bireylerdeki gibi yapilamamak-
tadir. In vitro’da mitojen konsantrasyonu arttikca NOR ifadesi de
artmaktadir. DSTularda AgNOR analizlerinin birbirleri ile tutarh

olmasi icin, mitojen ttirtl ve konsantrasyonu sabit olmalidir.

» DS’lu bebekler déllenme anindan itibaren gereksiz yere fazladan
rRNA (buna NOR proteinleri de eslik edebilir) sentezliyor
olmalidirlar. DS’lu  hitcrelerdeki rRNA duzeylerinde gencg
bireylerde o6zellikle bebeklerde fazla, yetiskinlerde dusuk
bulunmas: bunu dogrulamaktadir (91). Bu gereksiz enerji
harcanmas1 ise bu bebeklerde temel (molektiiler/hticresel) bir
handikap olusturmaktadir. Bu da DS fenotipinin olusumuna

katkida bulunmaktadir.

> Ogzellikleri gerec ve yéntemde belirtilen ortam, fetal dana serumu
ve FHE kullanilmas: durumunda, kontrollerde % 0.75
konsantrasyonundaki FHE, kromozom analizleri icin yeterli
metafaz sikligini saglarken, DSlularda bu optimum (hem etkin
hem de tutumlu) konsantrasyon % 0.75 ile % 1.48 hacim/hacim
arasinda bulunmaktadir. O halde gerec ve yontemde o6zellikleri
verilen 100 mllik komple bir ortam icin 1 ile 1.5 ml arasindaki
FHE, hem DS’lu, hem de diger/saglikl bireylerin kan kultirtinde
kullanilabilecektir. Daha fazla FHE kullaniminin faydas:
olmayacag: gibi, gereksiz kullanim nedeniyle ekonomik zarari da

olacaktir.
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