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DOWN SENDROMLULARIN YANAK EPiTEL DOKUNTUSUNDEN AgNOR ANALIZi
VE SAGLIKLI KONTROLLERI iLE KARSILASTIRILMASI

OZET

Down sendromu (DS) ya da tirizomi 21, insanlarda dogustan gelen en yaygin kromozom
bozukluklarindan birisidir. DS, ¢ok calisilmis ve iyi bilinen bir sendrom olmasina karsilik, zeka

kusuru dahil diger fenotipik 6zelliklerini belirleyen etmenler heniiz tam olarak belirlenememistir.

DS fenotipinin, gereksiz rRNA/ RNA sentezine dayali olarak, bosa harcanan enerji (wasted energy)
ile aciklanabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistiir. Ancak, bu bulgularin tiimii de mezoderm kaynakli
hiicreler (Periferal kan mononiikler hiicreleri = lenfosit ve monositler) kullanilarak elde
edilmislerdir. Bu calismadaki amac, beyin gibi ektoderm kaynakli yanak epitelindeki NOR (rDNA)
ifadesinin trizomi 21°li hastalarda artip artmadigini kontrolleri ile karsilastirilarak ortaya

cikartilmasidir.

Calisamamizda 22 Down Sendromlu ve 10 saglikli kontroliin yanak epitel hiicre ¢ekirdeklerinde
NOR alan1 (NORa) / Toplam c¢ekirdek alan1 (TCa) oran1 bulunarak, hasta- kontrol degerleri olarak
kendi aralarinda karsilastirilmistir. 22 Down Sendromlu hastalarin her birinden 50 yanak epitel
hiicre ¢ekirdegi olciilmiistiir. 10 saglikli kontroliin her birinden de ortalama 50 yanak epitel hiicre

cekirdegi ol¢iilmiistiir.

Sonug olarak, DS lu hastalarin yanak epiteli hiicrelerinin genel ortalama NORa/TCa degeri (4,08 £
1,16), saglikli kontrollerin ortalama NORa/TCa degerinden (2,20+ 0,62) yaklasik 2 kat daha fazla
bulunmustur. [DS lu ve kontrollerde NORa/TCa degerleri anlamli derecede farklidir. ( p<0.001,
Mann-Whitney u testi kullanilarak )]

Yaptigimiz calisma; DS lu fenotipini aciklamaya yonelik olarak, bosa harcanan enerji (wasted

energy) hipotezini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler : Down Sendromu, NORs, Glimiis Boyama, Yanak Epiteli
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THE AgNOR ANALYSIS IN EPITHELIUM OF BUCCAL MUCOSA OF PATIENTS WITH
DOWN SYNDROME AND ITS COMPARISON WITH HEALTHY CONTROLS

ABSTRACT

Down Syndrome (DS) or trisomy 21, is one of the most common chromosomal aberrations arising
in individuals with born. Although, DS is well studied and hence, well defined, agents that identify
many phenotypical characteristics including mental retardation could not have been exactly found

yet.

It has been proposed that DS phenotype can be explained with a hypothesis of wasted energy based
on needless synthesis of rRNA / RNA. However, all of the relevant findings were obtained using
merely mesodermal cells (peripheral mononuclear blood cells= lymphocytes and monocytes). The
aim of this work is to reveal whether NOR (rDNA) sequence in buccal epithelium which is
ectoderm based like brain is increasing or not by comparing patients of trisomy 21 with healthy

controls.

In our work, we calculated the ratio of NOR area to Total Nucleus area (NORa/TNa) of nuclei of
buccal epithelial cells taken from 22 DS patients and 10 healthy controls. Thus we could compare
the patient-control values with each other. We measured averagely 50 nuclei of buccal epithelial

cells from each patient and control.

Consequently, the value of NORa/TNa in buccal epithelial cells of DS patients is found to be 4,08 +
1,16, which is about as much as twice the value of NORa/TNa in healthy controls, 2,20+ 0,62. [The
values are significantly different between DS and controls. (p<0.001, by the use of Mann-Whitney
test)]

Our work intending to explain the phenotype of DS seems to support the hypothesis of wasted

energy.

Key Words: Down Syndrome, NORs, Silver Stain, Buccal Epithelium
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1. GIRIS VE AMAC

Down sendromu (DS) ya da trizomi 21, ¢ok calisilmis ve iyi bilinen bir sendrom olmasina
karsilik, zeka kusuru dahil diger fenotipik Ozelliklerini belirleyen etmenler heniiz tam

olarak belirlenememistir.

NORs (nucleolus organizer regions = cekirdek¢ik olusturan bolgeler), insanda 5 cift
akrosantrik kromozomlarin satellit sap1 ya da ikincil bogum denilen bolgelerine yerlesmis,
kromozom basina yaklasik 40 ardisik gen diisecek sekilde yinelenen rRNA gen
familyalarindan (rDNA dan) olusmaktadirlar. Diploid bir hiicremizde toplam 400 kadar

rRNA geni bulunur. NOR larin olusturduklar: ¢ekirdekgeiler, ribozom iireten merkezlerdir.

Erciyes Universitesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda yapilan bir seri galigmalar
sonucunda, Down sendromlu bebek/ cocuk lenfositlerinin, hem in vivo hem de in vitro
(ekim ortaminda), kontrollere gore beklenilenden ¢ok daha fazla NOR alanlarina sahip
olduklar1 gosterilmistir. Down sendromlu bebekler/8 yasina kadar olan c¢ocuklar, sanki

beklenilenden ve de gerekenden daha fazla ribozom iiretir goriinmekteydiler.
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Bu gozlemler, lenfositlerdeki total RNA icerikleri, hem in vivo hem de in vitro olarak
Olciilerek de dogrulanmistir. Bu bulgulardan hareketle, Down sendromu fenotipinin,
gereksiz rRNA/ RNA sentezine dayali olarak, bosa harcanan enerji (wasted energy) ile

aciklanabilecegi hipotezi ileri siiriilmiistiir.

Ancak, bu bulgularin tiimii de mezoderm kaynakli hiicreler (Periferal kan mononiikler
hiicreleri = lenfosit ve monositler) kullanilarak elde edilmislerdir. Mutat DS ise, bireyin
hiicrelerinin tamamini ilgilendiren bir sendromdur. Zeka kusurundan sorumlu tutulan beyin

de ektoderm kaynakli bir dokudur.
Bu calismadaki amac;

¢ Beyin gibi ektoderm kaynakli yanak epitelindeki NOR (rDNA) ifadesinin trizomi 21’li

hastalarda artip artmadigini kontrolleri ile karsilastirilarak ortaya ¢ikartilmast,

¢ Bu bulgulan daha onceki verilerimizle de birlestirerek, bu hastalardaki zeka kusuru
nedenini acgiklayan “bosa harcanan enerji” hipotezimizi bir kez daha bagka bir dokuda

sinanmasi,

¢ Artis durumunda da ise hipotezimize yeni bir destegin bulunmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KROMATIN

Kromatin DNA, histonlar, histon olmayan proteinler ve RNA’dan olusur. DNA cift
sarmallarinin histon ve histon olmayan proteinlerle yapilanmasi sonucu okaryotlarda olusan

yapilara kromatin denir(1,2).

Niikleozom yapist DNA’nin histonlarla olusturdugu yapidir. Bir niikleozom, histonlar
tizerinde DNA ¢ift samalinin sola doniimlii olarak iki tur yapip, diger histon yumagina
uzandig birimdir. Kromatinin rRNA sentezleyen yani aktif bolgelerinde niikleozomik yapi

bozulur.

Kromatin maddesi, hematoksilen gibi bazik boyalarla boyanan preparatlarda (dinlenme
halindeki bir hiicrede) iplikcikler ve taneciklerden olugsmus bir ag goriiniimiindedir. Boyali
preparatlarda tanecikli kisimlar koyu, ipliksi kisimlar ise acik renkte goriiniir. Tanecikli
kisimlarin koyu goriinmesinin nedeni, taneciklerin cekirdek icinde yer yer bir araya

toplanarakdegisik sekil ve biiyiikliikte topluluklar yapmasidir.

Kromatin yogunlasma derecesine gore heterokromatin (condensed chromatin) ve 6kromatin

(dispersed chromatin) olmak iizere ikiye ayrilir(2)
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Heterokromatin (Condensed chromatin); kromatinin interfazda transkripsiyon
yapmayan yani inaktif bolgeleri elektron mikroskopta koyuca boyanmis dikica paketlenmis
olarak goriiniirler. Cok sayidaki kromatin fibrillerinin birbiri ile sikica paketlenmesi ile

olusan bu koyu bolgedeki kromatine heterokromatin denmektedir(1,2).

Heterokromatin bolgeler uyarilmamis nukleus(cekirdek) da tiim niikleer hacminin yaklagik

yarisint olusturur.

Okromatin (dispersed chromatin); kromatinin transkripsiyon yapan yani aktif bolgeleri
olup acik boyanirlar. Bu bolgeler interkromatin bolgeler ya da niikleoplazma olarak da tarif
edilebilirler. Kromatin fibrilleri okromatin bolgede yakin birlesma gostermezler. Bu
materyal c¢ekirdekte nispeten dagilmis bir goriiniiste olup, cogu Okaryotik hiicrelerde
niikleer bolgenin ¢ogunu olusturur(1,2). Kromatin maddesinin cekirdek i¢indeki dagilimi

hiicreden hiicreye farklilik gosterir.

Memelilerde 6kromatik bolgelerin replikasyonlarinin heterokromatik bolgelere daha dnce
yapildig1 bilinmektedir. Aktif genler Okromatin i¢inde bulunurlar. Genetik materyalin
yogunlasmasi, aktivitesi ile ilgilidir. Okromatin icinde yer almak transkripsiyon icin
zorunlu ama yeterli degildir ciinkii 6kromatin icindeki sekanslarin sadece cok kiigiik bir

kismu stirekli trankripsiyon gosterir.
Heterokromatinin sitolojik ve molekiiler yapis1 6kromatinden fonksiyonel olarak farklidir.
2.2. INSANDA CEKIiRDEKCIK (NUKLEOLUS) YAPISI

Hiicre ¢ekirdegi icinde rRNA sentezinden sorumlu bolgeler olan c¢ekirdekgikler, 6karyotik
hiicrelerin ribozom iireten merkezleridir. rRNA Onciil molekiillerinin sentezlendigi ve
islendigi yer olmasinin yani sira, rRNA Onciil molekiilleri burada spesifik ribozomal ve
non-ribozomal proteinlerle diizenli olarak birleserek preribozomal bélgeleri olustururlar
(3). Neticede, hemen hemen olgunlasan ribozomal alt birimler, c¢ekirdek¢ikten serbest
birakilir ve niikleer por komplekslerinden gecerek protein biyosentezinde ©onemli rol
oynadiklar1 sitoplazma i¢inde tasinirlar. Sitoplazmaya ribozomal partikiillerin tasinmasini
kolaylastirmak i¢in ¢ogu ileri 6karyotik hiicre tiplerinde ¢ekirdekcik, niikleer zarin yakinina

yerlesmistir (4).
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Cekirdek¢igin durumuna bakilarak, kromatin organizasyonu ve transkripsiyonu arasindaki

iliskiler agiklanabilir. Ayn1 zamanda cekirdekcik, sitoplazmik yapilarin farklilasmasini

diizenlemede de rol oynar.

Cekirdekgik, ileri okaryotik hiicre dongiisii boyunca genis Olgiide yapisal degisikliklere

ugrar. Profazda parcalanir ve iki kardes hiicrenin yeniden sekillenen c¢ekirdeginde tekrar

ortaya cikar (3).

Bazi faktorlere bagl olarak bir hiicrede cekirdekcik sayisi degisebilir.

Bir hiicrede en fazla gozlenebilen ¢ekirdekcik sayisi, en ¢ok bu hiicredeki aktif (rRNA
sentezleyen) NORs (nucleolus organizing regions) sayist kadar olabilir. Bir NOR, belli

bir kromozom iistiinde yerlesik rDNA bolgesidir.

Hiicrenin fizyolojik durumuna bagli olarak c¢ekirdekg¢igin sayisi degisebilir. Uzun siireli
interfazda aktif NOR’larin birlesmesi sonucu cekirdekcik sayisi azalabilir ya da

onceden inaktif olan NOR’larin etkinlesmesi sonucu artabilir.

Sik sik meydana gelen mitotik boliinmelerden dolay1 ¢ekirdekgik sayisi artabilir.

Cekirdek¢igin yapisi, distan ice dogru ii¢ boliimden olusur (4-6) :

1.

Graniillii bolge (Granular Component, GC) : Graniillii bolge, rRNA transkriptlerinin
olgun bir bi¢ime hazirlandig1r bolgedir. Riboniikleer protein partikiillerini igeren

cekirdekeigin en dis ¢cevresindeki boliimdiir.

Yogun Ipliksi Bolge (Dense Fibrillar Component, DFC) : Yogun ipliksi bolge, RNA
sentez bolgesidir. DNA ve RNA’nin yani sira, giimiisle boyanabilen proteinleri iceren
yogun boyanan bolgedir. Yogun ipliksi bolge bazen, ipliksi merkez igine cikintilarla
intraniikleolar bir retikulum olusturabilir. Yogun ipliksi bolgeler, yiiksek yogunluklarda

riboniikleoproteinleri igerir.

ipliksi Merkez (Fibrillar Center, FC, Core Structure) : Cekirdekcigin en i¢ bolgesi
olan ipliksi merkez acik boyanan transkripsiyon bolgesidir. DNA, RNAP I ve diger
proteinleri icerir. Elektron mikroskobu goriiniimii, genellikle dairesel sekildedir ve ¢ok
az RNA icerir. Elektron mikroskobunda goriilen interfaz c¢ekirdeginde, glimiis

graniillerin ¢okelmesi en fazla cekirdekg¢igin ipliksi merkezi
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tizerinde meydana geldigi ileri siiriilmektedir (7). rRNA transkripsiyonunun yapildigi bolge
son zamanlarda hala tartismali durumdadir. (5,6). Cekirdek¢igin ayrintili yapisinin

bilinmesine karsin molekiiler yerlesimlerinin agiklanmasi heniiz net degildir (5).
2.3. RIBOZOM

Okaryot ribozomlari, 40S ve 60S’lik iki alt birimden olusur. Hiicre igindeki sayilari,

hiicrenin protein sentezleme hizina ve dokudan dokuya degisir.

60S’lik alt birim; 28S, 5.8S ve 5S rRNA ile yaklasik 45 cesit proteinden olugmustur.
40S’1ik alt birim ise 18s’lik bir rRNA ile yaklasik 30 ¢esit proteinden olusmustur.

2.4. NOR BOLGELERININ GENEL OZELLIKLERI

Cekirdek¢ik olusturan bolgeler (NOR’lar), insanda bulunan 5 c¢ift akrosentrik
kromozomlarin yani 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozom ciftlerinin ikincil bogumu olarak
nitelendirilen satellit saplarinda bulunan ribozomal DNA’lar1 (rDNA) ifade ederler (7-
11). NOR’lar, rDNA’nin cok sayida kopyalarini iceren kromozomal bolgeler olup NOR
basina tDNA kopyalarinin sayis1 farklidir. rDNA yiiksek miktarda guanin ve sitozin
icerigine sahiptir.

rDNA, transkripsiyonel olarak hepsinde aktif olmasa da kisa kollarin1 yitirmemis tiim insan
akrosentrik kromozomlarinda bulunur. Marsupial PtK1 hiicrelerinde eger ki bir NOR,
transkripsiyonel olarak aktif degilse, genellikle fakiiltatif heterokromatin durumunda
bulundugu ileri siiriilmektedir (12). Transkripsiyonel olarak aktif olan NOR’lar, inaktif olan
NOR’lardan belirli bir wuzaklikta bulunurlar. Cekirdekcik icinde bulunan rDNA,

transkripsiyonel olarak aktiftir.

1961°den beri, insanda 10 akrosentrik kromozomun kisa kollarinin saplar tasidigi ve yumru
seklinde satellitleri oldugu kabul edilmektedir. Bu bolgeler ¢ekirdek¢igin yapiminda ise

karistiklart i¢in, sitogenetik agcidan 6neme sahiptirler.
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Insan hiicrelerinin metafazlarinda, NOR tasiyan akrosentrik kromozomlarin kisa kollari, stk
sik bir arada bulunurlar. Buna satellit birlesmesi (satellite association) denilir. Daha fazla
miktarda rDNA iceren NOR’larin daha sik olarak satellit birlesmelerine katildiklar1 ve yine
ayni sekilde aktif NOR’larin inaktif olanlardan ¢cok daha fazla siklikta bu birlesmelere

katildiklari ileri siiriilmiistiir (13).
2.5. NOR PROTEINLERI

NOR proteinlerinin giimiise, belirli ilgileri vardir. Asidik sartlar altinda bir ¢ok hiicresel
protein boyanmadan kalirken, NOR proteinleri, bu kosullarda giimiisii indirgeme

yetenekleri sayesinde boyanirlar ve diger hiicresel proteinlerden ayirt edilmeleri saglanir.

NOR proteinleri, aktif ribozomal genlerin bir gostergesi sayilirlar. Giimiis boyama ile
ortaya cikarilan AgNOR proteinlerinin miktarinin, transkripsiyonel aktivite ve hiicre

cogalmasi ile dogrudan iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (14).

Aktif transkripsiyon ve ¢ogalma sirasinda tanimlanan ana AgNOR proteinleri protein B23

ve niikleolinlerdir.

Niikleolin; insan hiicrelerinde 105kDal (kilo Dalton) agirliginda bir fosfoproteindir. rRNA
molekiillerinin transkripsiyonunda ©nemli rol oynar. %5’den daha az miktar1 mitoz

sirasinda ribozomal genlerle bagli kalir. Niikleolin yapisal bir fonksiyona da sahiptir.

Protein B23; 38-39 kDal agirliginda bir fosfoproteindir. Daha ¢ok sitoplazmada bulunur.

Onciil ribozomal pargalarin organizasyonun son agamasinda gorev alirlar.

AgNOR proteinleri, elektron mikroskobu ile o6zellikle c¢ekirdekcigin ipliksi merkez ve
yogun ipliksi bolgelerinde bulunurlar. Interfaz cekirdeginde graniillii bolgeden disari
atilirlar. Farkli miktarlardaki AgNOR proteinleri ince bir flament ile olusan graniillere

baglanirlar (12).
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AgNOR proteinlerinin, diizenli olarak hiicre c¢ogalmast ve niikleolar aktiviteyi
degerlendirmek icin kullanildig1 ve kanser hiicresinin erken tanisi i¢in bir Olciit oldugu
belirtilmektedir (14,15). Okaryot hiicreler, rRNA sentezini hizli bir sekilde diizenleyen
mekanizmaya sahiptirler. Bu diizenleme, memeli hiicreleri temel amino asitlere ihtiyag

duydugu zaman gozlenir ve mekanizmanin kontroliine riboniikleoproteinler katilmaktadir

(15).
2.6. NOR’LARIN GUMUS NiTRAT iLE BOYANMASI

Interfaz ya da mitoz sirasinda transkripsiyonel olarak aktif olan NOR’larin yerlesimi,
giimiis boyama ile gosterilebilmektedir. Ribozomal genlerin aktif transkripsiyonel bolgesi
ile giimiis boyanirlilig1 arasinda dogrudan iligki vardir. Ancak mitotik NOR’larin giimiisle
boyanabilmesi i¢in, NOR kromatininin hiicre dongiisiiniin bir ©Onceki interfazinda

transkripsiyonel olarak aktif olmas1 gerektigi ileri siiriilmektedir. ( 7,10,15,16,17 )

Giimiis nitrat, 1880’li yillarin sonlarindan beri sitolojik bir boya olarak kullanilmaktadir
(18). Kromozom preparatlarinda AgNOR boyama ilk olarak1920 yilinda Carleton
tarafindan gosterilmistir (18). Sitogenetik preparatlara AgNOR boyama teknigi, 1975
senesinde Goodpasture ve Bloom tarafindan c¢ekirdekcik olusturan bolgeleri ortaya
cikarmak amaci ile gelistirilmistir. Bu teknik, 1980’de Howell ve Black tarafindan

basitlestirilerek 151k ve elektron mikroskobu alanlarina uygulanmistir (14).

Gilimiis boyama teknigi, asidik bir ortamda giimiis nitratin NOR proteinleri tarafindan
metalik giimiise indirgenmesine dayanir. NOR boyama DNAaz ya da RNAaz’ lardan
etkilenmezken, pronaz, tripsin ya da papain gibi proteolitik enzimlerden etkilenmektedir.
Bu da bize giimiis nitrati metalik giimiise indirgeyen asil maddenin rDNA ya da rRNA
olmayip bu bolgelere 6zgii NOR proteinleri oldugunu gosterir. Giimiis boyanmaya neden
olan materyalin, intarfaz boyunca iiretildigi ve profazda NOR’larin etrafinda biriktigi ileri

suriilmektedir (7).

Cekirdek ekstarktlarindan elde edilen jel elektroforezinde giimiise baglanan proteinlerin bir
kismi gosterilmistir. Glimiise proteinlerin baglanma reaksiyonu siilfidril gruplart vasitasiyla
meydana geliyor gibi goriilmektedir. rDNA’larin rRNA’lara transkripsiyonunu katalizleyen

RNAP- I bu sekilde tanimlanan ilk proteindir (19).
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Fosfat gruplar1 da giimiis boyamada ise karisabilmektedir. Giimiise baglanan niikleolin
(C23) ve B23 iki major AgNOR proteinleridir. C23 ve B23 cekirdekg¢igin fosforile edilen
ana asidik fosfoproteinleridir. Bu proteinlerin kiiciik birimleri olan fosfoserin ve
fosfotrionin giimiis boyamada ise karisabilmektedirler (19). Bunun yani sira niikleolinin
amino terminal bolgesindeki asidik amino asitlerin konsantrasyonu, giimiis iyonlarinin

indirgenmesinden sorumludur (14).

NOR’larin giimiis boyanirliligl ve satellit birlesme siklig1 arasinda giiclii bir pozitif iliski
oldugu ileri siiriilmektedir. Satellit birlesmesinde ise karisan akrosentrik kromozomlarin
materyali hep giimiis pozitiftirler (13). Satellit birlesmesi, aktif NOR’lar arasinda
gerceklesir (15).

NOR boyamanin iki ozelliginden biri, sadece aktif rDNA bdlgelerini boyayip, rRNA
sentezlemeyen yani inaktif olan bolgeleri boyamamasidir. Giimiis boyanirlilik icin

transkripsiyonel aktivitenin gerekli oldugu belirtilmektedir (17).

AgNOR boyama tekniginin, tiimorlerin erken tanisinda, kismi olarak malign tiimorlerden
benign tiimorleri ayirt etmede ve benign tiimoriin siddetini belirlemede faydali bir test
haline geldigi ileri siiriilmektedir. AgNOR boyama prosediiriiniin spesifikligi ve kolayligi
bu teknigin insan patolojisinde, hiicre biyolojisinde ve gelisen biyolojide genis bir kullanim

alani1 sagladigi belirtilmektedir (14).
2.7. DOWN SENDROMU (TRiZOMI 21)

Insanlarda en yaygin kromozom anomalilerinden biridir.680 canli dogumda 1 gériiliir (20).
Mayozun birinci ya da ikinci boliinmesinde meydana gelen ayrilmama ya da anafazda geri
kalmadan kaynaklanir. Hastalarin mental gerilik ve tipik yiiz goriiniimiine sahip olmalar1

belirgin 6zellikleridir. .
Down sendromlular, sitogenetik olarak 3 cesittirler.

1. Mozaik tip Trizomi 21 : Bu hastalarin bazi hiicreleri normal kromozom kurulusuna
sahipken, bazi hiicreleri de 3 tane 21. kromozoma sahiptir. Yani hiicrelerden bir kismi

46, bir kismi da 47 kromozomludur. Bu hastaliga sahip bireylerin % linde goriiliir (21).

2. Translokasyon tipi Trizomi 21: 21. Kromozomun bir kopyasi diger akrosentrik

kromozomlara (D ve G grubu) transloke durumdadir. Yani 21. Kromozomun uzun kolu
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(21q) diger bir akosentrik kromozomun uzun kolu, sentromerde birlesmis, ve kisa kollar
da kaybolmustur. Bu translokasyon Robertsonian tipi translokasyon olarak da bilinir.
En ¢ok 14. ve 21. kromozom arasinda goriiliir. Translokasyon tipi trizomi 21, bu

hastalarin %1-4’inde goriiliir (21).

Klasik tip Trizomi 21 : 21. Kromozomdan 3 tane bulunur ( Resim 1). Standart tip
Trizomi 21 bu hastaliga sahip bireylerin %95’ inde goriiliir (21).

k€ IV 32 K ob 2y k6 5K

R /A8 &n B8 40 A8 g4 5 Ax

AK X xR AA S

Resim 2.1. Klasik tip Trizomi 21 olan bir bireyin kromozomlari

Down sendromlu c¢ocuklarin birtakim fiziksel oOzellikleri vardir (Resim 2). Down

sendromlu ¢ocuklarin biiyiik cogunlugu bu 6zelliklerin sadece bir kismina sahiptirler.

Bu fiziksel 6zellikler arasinda;

v

v

AN

<\

GO0z kapagi iizerinde gozlere badem seklini veren epicantus derisi,
Burun kopriisii tam olusmadigindan kiiciik ve basik bir burun,
Normal gelisime gore daha kiiciik bir bas cevresi,

Kiiciik kulaklar,

Kiiciik bir agiz,

Agzin kiigtikliigiinden otiirti sarkma egilimi gosteren bir dil,
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Kiiciik parmag hafifce ice kivrik el,
Bir veya iki elinde avug i¢ini ortadan ikiye bolen diiz bir ¢izgi,
Ayak bagparmagi ile yanindaki parmak arasinda derin bir ¢izgi,
Kas gevsekligi,

Yavas refleksler, sayilabilir

Resim 2.2. Belirli fiziksel 6zelliklere sahip down sendromlu bir ¢ocuk
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 GERECLER

Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Heto/Cell Hause 200)

2. Su Banyosu (Termal)

3. Mikroskop (Nikon Labophot 2, Olympus model CHK)
4. Fotomikroskop (Olympus)

5. Manyetik Karistirici (Janke&Kunkel)
6. Hassas Terazi (Kern S 2000)

7. Derin Dondurucu (Ugur Derby)

8. Buzdolab1 (Argelik)

9. Zaman Ayarlayici

10. Mikroskop atasmanli video kamera (Sony CCD-IRIS siyah-beyaz video kamera SSC-
M370CE)

11. Bilgisayar (Escort Pentium II)
12. Bilgisayar yazicis1 (Epson Stylus Color 640)
13. Kamera adaptor (Sony YS-W130p)

Sarf Malzemeler

1. Metanol (Merck, 502K5275408)
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

13

Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
Etanol (Merck,K21078586)

Alkol (%96 saf alkol, Tekel)

AgNO; (Carlo Erba, 320904)

KH,PO4 (Merck, 9021622)

Na,HPO4.H,O (Merck, K1690176)
Giemsa (Merck, 540040512)

Formik asit (Merck)

HCI

Jelatin (Merck, 5214525)

Distile Su/ Bidistile Su

Lamel yapistiric1 (Entellan, Merck 640171987)
Inversiyon yagi (Merck, 09403569)

Ksilol (Merck, 207K03755385)

Konik tabanli 10 ml’lik steril tiipii

Filitre kagidi (Whatman Fitler Papers 25 mm)
Enjektor

Pastor Pipeti

Lam (Objekttrager)

Lamel (Menzel — Glasser 24*32 mm)
Cesitli cam laboratuar malzemesi

Pastor pipet puari, 5 ml

Aliiminyum folyo

3.2 YONTEM
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Bu arastirma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Laboratuar’inda yapilmistir. Arastirma 0-8 yas aras1 22 down sendromlu hasta 10 saglikli

kontrol {izerinde yapilmistir.
3.2.1 Orneklerin Alinmasi

Bebeklerden / cocuklardan yanak epitel dokiintii hiicreleri torpiilii u¢lu temiz ahsap
bagetlerle alinmistir. Alinan Ornekler lam iizerine dikkatli bir sekilde yayilmistir.
Uygulamanin ileri asamalarinda ¢ikmasi olasi problemler gbz 6niinde tutularak, bir kisiden
cok sayida ornek alinmistir. Bu sayede uygulamalar, gerekli durumlarda ayni Ornek

tizerinde birkag kez tekrar edilebilmistir.

Karsilagilabilecek kirlilik durumlarini en aza indirmek i¢in bebeklerin / cocuklarin, 6rnekler
alinmadan Once agizlarin temizlemeleri saglanmaya calisilmistir. Fakat yaslar1 ¢ok kiiciik

olan bircok hasta ve kontrollerde temizleme islemi ¢ok basarili olmamistir.

Sonug olarak orneklerin alinmasi yontemi ¢ok basit bir uygulama olup, herhangi tibbi/ etik

bir sorun yaratmamistir.
3.2.2 Orneklerin Kurutulmasi

Lam {iizerine yayma yontemi ile hazirlanan preparatlar, oda sicakliginda 30 dakika kurutma

islemine tabi tutulmustur.
3.2.3 Orneklerin Fiksasyonu

Bebeklerden/¢cocuklardan alinan yanak epitel dokiintii hiicrelerinde, AgNOR boyamasina

en uygun fiksasyon yonteminin bulunmasi i¢in denemeler yapilmustir.

1.Deneme: Fiksatif cozeltisi (3:1 oraninda metanol:asetik asit) ile fiksasyon yapilmistir.
Fiksatif ¢ozelti, kullanilmadan en fazla 30 dakika once hazirlanmis -8 °C ye konulmus ve

soguk olarak kullanilmistir.

Fiksatif cozelti ile fiksasyonu yapilan ornekler, AgNOR boyamadan sonra koordinatlar
belirlenerek incelenmis ve daha sonraki denemelerle karsilastirilmak iizere sonuglar not

edilmistir.

2.Deneme: Fiksatif ¢ozeltisi (3 metanol:1 asetik asit) igindeki asit miktarinin AgNOR

boyama sonrasinda olusan istenmeyen kirlilikleri arttirabilecegi diisiiniilmiis, ve fiksasyon
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icin sadece metanol kullanilmistir. Sonuglar AgNOR boyamadan sonra koordinatlar

belirlenerek incelenmis ve sonuclar not edilmistir.

Ayni sartlar altinda aym kisilerden alinan 6rneklerin ayr1 ayri fiksatif ¢ozelti ve metanol ile
fikse edildikten sonraki AgNOR boyama kalitesi karsilastirilmistir. Metanol ile yapilan 2.
denemede NOR alanlarinin boyanma kalitesine olumlu etki edecek ve istenmeyen

kirlilikleri azaltacak bir sonuca ulagilamamustir.
3.2.4 Kirliligi Azaltmak icin HCI Yonteminin Denenmesi

Agiz i¢inde hem besin artiklar1 hem hiicre bulunacagindan preparatlar daha once ¢alismasi
yapilmis lenfositlere gore daha kirlidir. Bu yontemin denenmesindeki amac, preparatlarda

var olan kirliliklerin bu yontem ile azalip azalmadiginin kontrol edilmesidir.
1 N HCI Hazirlanmasi

8 ml. HCI, 100 ml. Distile suya tamamlanarak 1 N HCI hazirlanmistir. (Biraz distile su

istiine 8 ml HCI eklendi, 100 ml distile suya tamamlandi.)
Yontem
1. 1 N HCl igerisinde oda sicakliginda 2 dakika bekletildi
2. 1 N HCl igerisinde 60 °C’de 6 dakika bekletildi
3. 1 N HCl icerisinde oda sicakliginda 2 dakika bekletildi
4. Distile su ile yikandi (2 kere)

Aynm kosullarda aymi kisilerden alinmis alinana ve aymi yontemle fiksasyonu yapilan
orneklerin HC] yontemi uygulandiktan sonraki AgNOR boyama kalitesiyle HCl yontemi
uygulanmadan 6nceki AgNOR boyama kalitesi karsilastirildi.

Sonug; var olan kirliliklerin bu yontem ile boyama kalitesini arttiracak derecede azalmadigi
goriilmiistiir. Kirliligi istenilen diizeyde azaltmadigi ve AgNOR alaninin/ alanlarinin bu
yontem ile kalitesinin bozulmasi ihtimali oldugu goz Oniine alinarak bu yodntem

kullanilmamastir.
3.2.5 NOR Boyama

Kullanilan Cozeltiler
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% 50’lik AgNO; cozeltisi (agirhk/agirhik olarak ~ % 33’liik)

1 g. AgNOys’tin 2 ml. Bidistile su i¢inde ¢oziilmesi ile hazirlanmistir. Cozelti +4 °C’de ve

karanlikta saklanmustir.

% 1’lik Formik Asit cozeltisi

1 ml. Formik asitin iizeri distile su ile 100 ml. ye tamamlanarak hazirlanmistir.

% 2’lik jelatinli formik asit cozeltisi

Oda sicakliginda 98 ml. %1°lik formik asit icinde 2g. jelatinin ¢oziilmesi ile elde edilmistir.

Elde edilen karisim filtre kdgidindan siiziilmiis ve oda sicaklifinda saklanmaistir.

Giimiis bovama cozeltisi

%50’lik AgNO3’ten 1 ml.(2 hacim), %2’lik jelatinli formik asitten 0,5 ml. (1 hacim)
alinarak 151k gérmeyen etraf1 aliiminyum folyo ile kaplanmis bir tiip icerisinde karistirilarak

hazirlanmistir.
Gilimiis boyama soliisyonu her kullanimda yeniden hazirlanmistir.
NOR Boyama islemi

Lenfositler i¢in standardizasyonu yapilan NOR boyama islemi denenmistir. 1999 yilinda
laboratuarimizda yapilan caligmalar sonucunda 36 saatlik NOR boyama islemi 15 dakikalik

bir siireye indirgenmistir.

Bebeklerden / cocuklardan alinan yanak epitel dokiintii hiicrelerine modifiye edilen standart
NOR boyama islemi yapilmistir. Alinan 6rnekler lam iizerine yayildiktan sonra kurutma ve
fiksasyon islemleri yapilmistir. Elde edilen preparatlar, i¢inde distile su ile 1slatilmig
kurutma kagidinin bulundugu petri kabina yerlestirilmistir. Preparatlarin iizerine %50’lik

AgNOj; ve jelatinli formik asit karistmindan elde edilen giimiis boyama

cozeltisi pastor pipeti ile 3-4 damla damlatilmis ve iizerleri lamel ile kapatilmigtir. Daha
sonra hizli bir sekilde petri kabinin kapagi kapatilarak etrafi 1s1k almayacak sekilde
aliminyum folyo ile sarilip 37 C’deki etiivde 15 dakika bekletilmistir. 15. dakikanin
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sonunda etiivden ¢ikarilan preparatlar iizerlerindeki lameller diisiinceye kadar distile su ile

yikanmustir.

Epitel hiicrelerinde hedeflenen en kaliteli NOR boyamay1 elde etmek icin preparatlarin 37
C’de etiivde kalma siireleri iizerine denemeler yapilmistir. 10 dakikadan 20 dakikaya kadar
37 C’de etiivde kalma siireleri ve sonucunda NOR boyama kaliteleri degerlendirilmistir.
Epitel hiicreleri icin de en uygun siirenin lenfositlerde oldugu gibi 15 dakika oldugu

belirlenmistir.
3.2.6 NOR Boyama Sonrasi Giemsa Boyama islemi

% 2’lik Giemsa Cozeltisi

KH2PO4 c¢ozeltisinden 49 ml., Na2HPO4 ¢ozeltisinden 51 ml. alinarak elde edilen 100
ml.lik ¢ozeltinin 2 ml. si atilip {izerine 2 ml. giemsa eklenip kurutma kagidi ile siiziilerek

hazirlanmistir.

Lenfositler i¢in standardizasyonu yapilan NOR boyama isleminin devaminda oldugu gibi
giemsa boyast denenmistir. NOR alanlarmin giemsadan ©6nce ve sonra koordinatlar
alinarak gozlemler yapilmistir. Boyamadan sonra NOR alanlarinin daha belirgin goriildiigii
ama bununla birlikte bu calismanin en temel sorunu olan kirlilik alanlarin1 da ¢ogalttigi
gozlenmistir. Bu nedenle calismasi yapilan preparatlara NOR boyamadan sonra giemsa

uygulanmamustir.
3.2.7 Hasta ve Kontrol Gruplarmin Belirlenmesi

Down sendromu siiphesi olan bebeklerin / ¢ocuklarin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi hasta kayit dosyalar1 incelenmistir. Ancak down sendromu oldugu bu kayitlarda
kesinlik kazanan bebeklerin / ¢ocuklarin Ornekleri alinmistir. Belirli bir yas araligindan
olusan hasta listesine gore, ayni yas araliklarinda olan saglikli bebek ya da cocuklardan

kontrol grubunu olusturmak iizere 6rnekler alinmistir.

3.2.8 Bilgisayarh Olciim islemleri

Goriuntiilerin elde edilmesi
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Analiz isleminde kullanilacak olan yanak epitel hiicre ¢ekirdeklerinin goriintiileri 151k
mikroskobundan (100 x 10 biiyiitme) bilgisayar ortamina bir video kamera (Sony SSC-
M370CE) araciligr ile aktarilmistir (Resim 3.1). Kameradan alinan goriintiileri, analizi

yapilmak {izere bitmap tiirii resim formatinda bilgisayarda saklanmistir.

Resim 3.1. Analiz isleminde kullanilan 151k mikroskobu, video kamera, bilgisayar diizenegi

Goriintiilerin Standardizasyonu

Goriintiilerin analizi icin Delphi dilinde yazilan bir bilgisayar programi kullanilmustir.
Analiz islemine baslamadan Once elde edilen resimlerdeki 151k yogunlugunun birbirlerinden
farkli oldugu g6z oniinde bulundurularak goriintii yogunlugunun standardizasyonu ig¢in

esitlik 3.1 uygun bir algoritmayla resim iizerindeki biitiin noktalara uygulanmaistir.
Ps=[(Po-Pmin)/(Pmax-Pmin)]x255 3.1

Esitlikte Ps noktanin standardize edilmis degerini, Po noktanin asil degerini, Pmax resim
tizerine en yiiksek parlaklik degerine sahip noktanin degerini, Pmin resim iizerinde en

diisiik parlaklik degerine sahip noktanin degerini gostermektir.
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Goriuntillerin Analizi

Standardize edilen goriintiller ayn1 programla analiz edilmislerdir. Analiz isleminde

kullanilan programin goriintiisii Resim 3.2’de verilmistir.
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Resim 3.2. Analiz isleminde kullanilan program ve analiz edilecek olan epitel hiicre ¢ekirdegi

a) Kondanse Bolgelerin Belirlenmesi : Analiz programi yardimiyla kondanse kromatin
iceren bolgelerin se¢imii¢in programa bir esik deger girilerek bu esik siddetine uygun bir
sekilde cevresindeki noktalardan daha yogun olarak ayrilan noktalarin belirlenmesi

saglanmistir. Bu yolla secilen bolgeler disinda kondanse kromatin bolgesi oldugu
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diistiniilen bolgeler ise programdaki cesitli araclar sayesinde secime dahil edilmis veya
fazla secilmis olan bolgeler se¢cimin disimda birakilmistir. Kondanse kromatin bolgelerinin
belirlenmesinde bilgisayar programi yol gosterici olarak kabul edilip analiz yapan kisinin

kararlar1 esas alinmstir.

Daha sonra belirlenen bu kondanse kromatin bolgeleri hesaplanarak, cekirdek alaninin

belirlenmesine gecilmistir.

b)Cekirdek Alanmmmin Belirlenmesi : Cekirdek alaninin belirlenmesi i¢in de kondanse
kromatin bolgesinin belirlenmesine benzer bir yol izlenerek verilen esik degere gore
bilgisayarin ¢ekirdek bolgesini secmesi istenmistir. Ozellikle sitoplazma golgesi
bulunduran bazi goriintiilerde c¢ekirdegin ayirt edilmesi oldukca giic oldugundan bu tiir
goriintiilerde cekirdegin sinirlan elle ¢izilip programin belirlenen alani cekirdek bolgesi
olarak gormesi saglanmustir. Resim 3.3’de ¢ekirdek ve kondanse kromatin bolgeleri

belirlenmis bir epitelyum hiicre ¢ekirdegi gosterilmektedir.
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¢) Parametrelerin Hesaplanmasi: Calismamizda bu Olgiimlerin parametresi olarak,
kondanse kromatin yiizey alaninin biitiin cekirdek ylizey alanina orami kullanilmistir. Bu
parametrenin hesaplanmasi icin kullandigimiz bilgisayar programi sayesinde oncelikle
kondanse kromatin bolgesi olarak belirlenen bolgedeki nokta sayisi ve ¢ekirdek bolgesi
olarak belirlenen bolgedeki nokta sayist hesaplanarak, icerisine kondanse kromatin
bolgesinin de dahil oldugu cekirdek alanina gore kondanse kromatin alaninin yiizde orani

hesaplamistir.
3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

Down sendromlu hasta ve kontrollerinin NOR alan1 (NORa)/ Toplam cekirdek alani1 (TCa)
oranlar1 arasindaki farklilig test etmek i¢cin Mann-Whitney 7 testi kullanildi.



4. BULGULAR

1999 yilinda laboratuarimizda lenfositler i¢cin yapilan AgNOR boyama yonteminden yola
cikilarak, yanak epiteli dokiintii hiicreleri icin AgNOR boyama optimizasyon c¢alismalari
yapilmigtir. Uygulamalarin her asamasinda yapilan bir¢cok denemler sonucunda yanak
epitel hiicreleri i¢in en kullanish AgNOR boyama yontemi elde edilmis ve uygulanmustir.
Denenen parametreler arasinda boyama siiresi, sicaklik, preparatlarin boyama oncesindeki

temizleme islemleri sayilabilir.

Calismalarimiz sirasinda karsilastigimiz en temel sorun, yanak epitel dokiintii hiicrelerinde
var olan kirlilik (besin artiklari, agiz florasina ait bakteriler, deskame olmus 0lii hiicre
kalintilar1...) ve bu parcaciklarin AgNOR boyama kalitesini bozmasiydi. Bunu 6nlemenin
en kestirme yolu, 6rnek alinmadan 6nce agiz i¢inin temiz su ile calkalanip yikanmasiydi.
Ancak, ozellikle bebeklerde, agzin yikanmasi sorun olmus, ¢ogu kez de basarilamamustir.
Bu nedenle, 30 Down Sendromlu hastadan aldigimiz 6rnekler icerisinden, istedigimiz
temizlik diizeyinde olan 22 hastaya ait preparatlar iizerinden 6l¢iimler yapilmistir. 22 Down
Sendromlu hastanin ve ayni yas grubundan 10 saglikli kontroliin yanak epitel dokiintii
hiicrelerinden elde edilen ve giimiis nitrat (AgNO3) ile boyanan ¢ekirdeklerinin fotograflar
cekilmistir. Resim 4.1’de Down Sendromlu bir hastanin, Resim 4.2’de de saglikli bir
kontroliin, AgNOR boyama uygulanmis yanak epitel hiicresine ait cekirdekteki NOR

bolgeleri gosterilmistir.



24

Resim 4.1. Down Sendromlu bir hastanin Ag-NOR boyama
uygulanmis yanak epitel hiicre ¢ekirdegindeki NOR bolgeleri

Resim 4.2. Saglikli bir kontroliin Ag-NOR boyama uygulanmis
yanak epitel hiicre ¢ekirdegindeki NOR bolgeleri



25

Calisamamizda 22 Down Sendromlu ve 10 saglikli kontroliin yanak epitel hiicre
cekirdeklerinde NOR alan1 (NORa) / Toplam c¢ekirdek alan1 (TCa) orani bulunarak, hasta-

kontrol degerleri olarak kendi aralarinda karsilagtirilmistir.

22 Down Sendromlu hastalarin her birinden 50 yanak epitel hiicre cekirdegi Olciilmiistiir.
10 saglikli kontroliin her birinden de ortalama 50 yanak epitel hiicre ¢ekirdegi olciilmiistiir.
(kirlilikten dolayr kontrollerin bir tanesinde 30 tane yanak epitel hiicre c¢ekirdegi
Olciilebilmistir. Bu kontrol, tabloda (*) isareti ile belirtilmistir). DS hastalarin ve saglikli
kontrollerin yanak epitel hiicre cekirdeklerinin bilgisayarli 6l¢iimii sonucu elde edilen

NORa/TCa oranm1 degerleri Tablo 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.1. Down sendromlu 22 hastanin 6lciilen NORa/TCa orani degerleri

Hasta ad1 Yasi (ay) Cinsiyeti NORa/TCa + SD degeri
1) ST 7 E 3.26+£0.99
2)Si 4 K 4.00+1.02
3MY 12 E 475+ 1.16
4)GS 30 K 3.85£0.80
5)ND 18 K 4.78+ 1.00
6)SA 18 E 5.18 £1.18
7)iK 6 E 3.95+0.70
8§ HY 12 E 4.41+0.68
9) HS 42 K 4.35+£0.93
10)AK 8 E 4.15+£0.63
11)YB 4 E 3.58+0.64
12)AU 18 E 3.83+0.91
13)BB 12 E 3.55+0.82
14)ZK 8 K 4.38+ 0.95
15 YK 8 K 436 +1.07

Tablo 4.1. ‘in devamu
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Hasta ad1 Yasi (ay) Cinsiyeti NORa/TCa + SD degeri
16)NY 30 K 5.82+1.12
17)BY 54 K 3.28+ 0.83
18)AG 96 E 2.93+0.86
19YT 18 E 4.29+1.24
20)TA 60 E 4.16+£ 1.19
21)AS 2 E 2.98 £0.83
22)EA 4 K 4.39 +1.05

Genel Ortalama: 21.41 +23.17 4.08+1.16

NORa/TCa: Kondanse kromatin yiizeyinin toplam cekirdek yiizeyine orani

Tablo 4.2. Saglikli 10 kontroliin 6l¢iilen NORa/TCa orani degerleri

Kontrol ad Yagsi (ay) Cinsiyeti NORa/TCa + SD
1EA 8 E 2.64+ 0.68
2)SK 3 E 1.95+£0.58
3)ic 2 E 1.87 +0.56
4)KB 12 K 2.26+0.53
5)AA 5 E 2.18 £0.52
6)TK 7 K 2.03+0.47
7)MK 54 E 2.74+0.68
8)IU 18 K 1.93+0.44
9)RY* 24 K 2.28+0.61
10)HT 8 K 2.13+0.41

Genel Ortalama: 14.10 + 15.59 2.20+ 0.62

NORa/TCa: Kondanse kromatin alaninin. toplam cekirdek alanina orani.
SD: Standart sapma.

(*) : Bu bireyden. 30 hiicrenin NORa/TCa degerleri ol¢iilebilmistir.
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DS’lu hastalarda yapilan olciimler sonucunda en yiiksek deger 16)NY’de NORa/TCa=5.82
olarak bulunmustur. Bu hastaya ait NOR alanlarinin gosterildigi ornek bir epitel hiicre

cekirdegi fotografi Resim 4.3’ de gosterilmistir.

Resim 4.3. Down Sendromlu 17)NY nin Ag-NOR boyama uygulanmis
yanak epitel hiicre ¢ekirdegindeki NOR bolgeleri

DS’lu hastalarda yapilan 6l¢iimler sonucunda en diisiik deger 18)AG’de NORa/TCa=2.93
olarak bulunmustur. Bu hastaya ait NOR alanlarinin gosterildigi 6rnek bir epitel hiicre

cekirdegi fotografi Resim 4.4’de gosterilmistir.
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Resim 4.4. Down Sendromlu 18)AG’nin Ag-NOR boyama uygulanmis
yanak epitel hiicre ¢ekirdegindeki NOR bolgeleri

Saglikli  kontrollerde yapilan oOl¢iimler sonucunda en yiikksek deger 7)MK’da
NORa/TCa=2.74 olarak bulunmustur. Bu kontrole ait NOR alanlarinin gosterildigi ornek
bir epitel hiicre ¢ekirdegi fotografi Resim 4.5’de gosterilmistir
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Resim 4.5. Saglikli kontrollerden 7)MK’nin Ag-NOR boyama
uygulanmis yanak epitel hiicre cekirdegindeki NOR bolgeleri

Saglikli kontrollerde yapilan 6lciimler sonucunda en diisiik deger 3) IC’de NORa/TCa=1.87
olarak bulunmustur. Bu kontrole ait NOR alanlarinin gosterildigi 6rnek bir epitel hiicre

cekirdegi fotografi Resim 4.6’da gosterilmistir



30

Resim 4.6. Saglikli kontollerden 3)IC’nin Ag-NOR boyama
uygulanmis yanak epitel hiicre ¢cekirdegindeki NOR bdlgeleri

Yapilan Ol¢iimler sonucunda en biiyiik standart sapma degeri Down Sendromlu hastalar
icinde 6)SA’da SD=1.18 olarak bulunmustur. En kiiciik standart sapma degeri Down
Sendromlu hastalar i¢inde 10)AK’da SD=0.63 olarak bulunmustur.

DS’lu ve saglikli bireylerin her birinden 50 yanak ipitel hiicresi degerlendirilerek her bireye
ait bir tek NORs alani/total ¢ekirdek alan1 oran1 (NORa/TCa) ortalamasi bulunup yas ve
cinsiyet belirteclerinden sonra isminin karsisina yazilmistir. Bu sonuglar Mann-Whitney %
testi kullanilarak karsilastirilmistir. 1ki ortalamanin esitlik/farklilik testi Down Sendromlu
hastalarin NORa/TCa degerlerinin saglikli kontrol grubunun NORa/TCa degerinden

anlaml derecede yiiksek oldugunu gostermistir: (p<0.001).

Down Sendromlu hastalarin NORa/TCa degerleri ve yaslart arasindaki iliski test edildi.
Down Sendromlu hastalarin NORa/TCa degerleri ve yaslar1 arasinda anlamlhi bir iligki

bulunamadi (p=0,360 — R square=0,042).



5. TARTISMA VE SONUC

Down sendromu (DS) fenotipinin, insan 21. kromozomu (HC21) iistiinde bulunan bazi
genlerin fazladan ifadesinden kaynaklandigi ileri siiriilmektedir (22). Gergekten de 3’cii bir
21. kromozomun varli§i nedeniyle, fazladan gen yiiklenmesi sonucunda ortaya cikan asiri
gen ifadeleri, DS fenotipini aciklayic1 merkezi hipotez olarak degerlendirilmistir (23,24).
Ne ki, +21. kromozom iistiinde bulunan tiim genler, beklenilen % 50 ifade artigini
gostermemektedirler (24,25). Ayni durum DS nun fare modeli i¢in de gecerlidir (22, 26).
Down sendromlularin yasamlarinin ilk evrelerinde, 21. kromozomca kodlanan bazi
proteinlerin, beyin dokularinda asir1 ifade olmamalari, DS fenotipinin basit bir gen- dozaj
hipotezi ile aciklanamayacagini isaret etmektedir (24, 25, 27). lleri siiriilen baska bir
aciklama sekli de 21. kromozomun disindaki bazi genlerin devreye girerek baska genleri ya
da bu genlerin iiriinlerini dogrudan ya da dolayli olarak etkilemeleridir (30). Ancak,
bilinmezlerle dolu bdyle bir 6nerinin, hipotez olup olamayacagi da tartismalidir. Ciinkii
hipotezler, belli verilere dayamilarak ortaya konulurlar. Bu Oneri ise, somut verilerden

yoksun olarak ileri stiriilmektedir.
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Bizim DS fenotipini aciklayan bosa harcanan enerji (wasted energy) hipotezimiz, ise,
somut verilere dayanmaktadir: DS bebek/cocuklarin fitohemagliitinin (FHE) ile uyarilmis
lenfositlerinin AgNOR ile boyanan akrosentrik kromozom sayilar1 (aktif rDNA lar1),
saglikli kontrollerinkinden fazla bulunmustur (29,30). Aynm1 durum interfaz AgNOR lari
icin de gecerlidir. DS lularin, hem FHE ile uyarilmamus, in vitro lenfositleri (31) hem de 72
saat boyunca uyarilmis lenfositleri (32), c¢ekirdeklerinde saglikli kontrollerine gore daha
fazla AgNOR alam1 gostermektedirler. Ayrica bu hastalar, NORs ifadesi kontrollerini de
saglikli kontrolleri gibi yapamamaktadirlar. Lenfositlerin ¢ogalma ortamindaki FHE
konsantrasyonu arttik¢a, buna kosut olarak DS lenfositlerindeki AgNOR+ kromozom sayis1
(33) ve interfazdaki AgNOR alan1 da artmaktadir (32). Saglikli kontrollerde boyle bir artisa
rastlanmamaktadir (32,33).

Ne var ki AgNOR o6lciimleri, ister metafaz kromozomlari iistiinde olsun, isterse interfazda
olsun, NOR proteinleri denilen bir protein grubunun miktar: hakkinda bilgi vermektedirler
(34-36). AgNOR+ kromozom sayisini, ya da interfazdaki AgNOR alanlarin1 dlcerek bu
hiicrelerin rRNA / RNA igeriklerini bilemeyiz. En azindan elimizde boyle bir sikala (birinin
miktarina bakarak digerinin bulundugu bir grafik) bulunmamaktadir. Ancak Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal1 Arastirma Goérevlisi Z. Hamurcu ve ark; DS larin periferal kan mononiikleer
hiicrelerindeki RNA miktarini, hem in vivo kosullarda (37) hem de kiiltiir ortaminda FHE
ile uyarilmis durumda 6lgmiis (37); DS lu bebeklerde kontrollere gore daha yiiksek RNA
degerleri bulurlarken, yas arttikca bu degerlerin azalarak sonucta kontrol degerlerinin de
altina diistiiglinii gozlemlemiglerdir. Tiim bu verilerden hareketle, DS fenotipinin, gereksiz
yere sentezlenen rRNA/ RNA ve NOR proteinleri nedeniyle bosa harcanan enerjiden
kaynaklanabilecegi hipotezini ileri siirmiislerdir. Ne ki, tiim bu bulgular, mezoderm kdkenli
kan hiicreleri ile elde edilmislerdir. Zeka kusurunun yansitildigi beyin ise, ektoderm
kaynakli bir dokudur. Dogrudan beyin dokusu ile calisilma kosullar1 sinmirli, bazen de
olanaksizdir. Iste bu nedenledir ki biz bu ¢alismamizda beyin gibi, embriyolojik olarak
ektoderm kaynakli, fazla bir calisma zorlugu da bulunmayan yanak epitel hiicreleri ile
calismaya karar verdik. Olgularimizin tiimii de serbest trizomi 21 li hastalardi. Bagka bir
ifadeyle iglerinde traslokosyon ve mozaik tip DS lu olgu bulunmuyordu. Bu tiir
hastalardaki epitel hiicre NOR larinin nasil bir NORa/TCa degeri gosterecekleri bizce bir

merak konusu olarak kalmistir.
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Mevcut bulgularimiz  agik¢a gostermistir ki DS lu hastalarin yanak epiteli hiicrelerinin
genel ortalama NORa/TCa degeri (4,08 £+ 1,16), saglikli kontrollerin ortalama NORa/TCa
degerinden (2,20+ 0,62) yaklasik 2 kat daha fazla bulunmustur. Yirmi iki hastanin i¢inde
en kiiciik NORa/TCa alan1 degeri [18) AG: % 2.93 + 0,86], 10 kontrol i¢inde en yiiksek
NORa/TCa degerinden [7)MK: 2,74+ 0,68] daha da yiiksek bulunmustur. Calismanin
devaminda kontrol bireylerinin sayisi artirilarak en az 20 ye cikartilacak ve bu kontrollerde
bulunan en yiiksek NORa/TCa degerinin ne oldugu bir kez daha kontrol edilip DS Iu
degerleri ile karsilastirilacaktir. Burada hemen sunu da belirtmek gerekir ki 18) AG, DS lu
hastalar icinde en yashh olamidir. Bizim laboratuarimizda periferal kan mononiikleer
hiicreleri ile yapilan in vivo calismalar, DS’ lularda yas arttik¢a, cekirdekgiklerin ana
unsuru olan RNA(rRNA) da buna kosut olarak azalmakta, yaklasik 15 yaslarinda kontrol
degerleri ile esitlesmektedir (37). Borsatto ve Smith (38) , daha yash hastalarda yas ile
birlikte AgNOR ile boyanan metafazdaki akrosantrik kromozom sayisinin azaldigini
bulmuglar, ribozomal gen aktivitelerinin yasla birlikte azaldigini ileri siirmiislerdir. Park ve
ark da (39) trisiumlu timidin kullanarak ileri yastaki (>30 Yil) DSlu birey lenfositlerinin
yas ve cinsiyetle eslestirilmis kontrollerinden daha yavas ¢ogaldiklarin1 gozlemlemislerdir.
Ancak tiim bu bulgular, bizim olgumuzla karsilastirilamayacak kadar yash DS lu olgularla
elde edilmislerdir. Ayrica 2 aylik bir DSlu olgunun da [21)AS] kismen diisiik NORa/TCa
degeri (2,98 +0,83) gosterdigini gozlemlemekteyiz. Bu da DS lular ic¢indeki diisiik
NORa/TCa degerlerinin salt yasla aciklanamayacagini, bireysel farkliliklar, 6rnek alinan
bolgenin genel metabolik isleyisi ve kullanilan 6l¢ctim yonteminin duyarlilik sinirt ile de
iliskili olabilecegini isaret etmektedir.

Sonug olarak, bulgularimiz, DSlu fenotipini agiklamaya yonelik olarak, Imamoglu ve ark
(33) tarafindan ileri siiriilen bosa harcanan enerji (wasted energy)* hipotezini destekler
niteliktedir.

Bosa Harcanan Enerji hipotezi: DSlu bebekler/ kiiciik yaslardaki cocuklar , fetal
yasamlarindan itibaren, saglikli kontrollerden daha fazla rRNA ve NOR proteinleri
tretmektedirler. Bu iiretim, fazladan bulunan 21. kromozomun iiretmesi beklenen NORa/
TCa oranina katkidan (1/6 -1/11 aras1 ~ % 13) ¢ok daha fazladir ( % 44) , (27,28). Her iki
molekiil grubu da enerji harcanarak yapilmaktadirlar. NORs proteinleri ATP ve GTP;
rRNAlar da ATP, GTP, CTP ve UTP harcanarak sentezlenmektedirler.
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DSlu bir fetus / bebek hiicreleri, enerjilerinin 6nemli bir boliimiinii, bu gereksiz /faydasiz
sentezler i¢in harcamakta ve sonugta saglikli kontrollere gore temel bir handikapla, (bosa
harcanan enerji kurgusu ile) birlikte dogmaktadirlar. Zeka kusuru dahil, diger DSlu
fenotipini olusturan, en azindan bu fenotipin olusmasina katkida bulunan temel etmen,
biiyiik olasilikla bu “bosa harcanan enerji”den kaynaklanmaktadir.

NOT: Hiicre icindeki NTP (ATP, GTP, CTP ve UTP) derisimi, DSlu ve kontrol hiicreleri
arasinda karsilastirildiginda, anlamli bir fark bulunmayabilir. Ciinkii bu bilesikler, bir
yandan sentezlenirlerken, diger yandan da bu oranda sentez i¢in harcanmakta,
polimerlesmektedirler. Bu durumda, DSlu ve kontrolleri arasinda bu trifosfatlarin sentez ve

polimerlesme hacmini karsilagtirmak daha uygun olacaktir.
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