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DOWN SENDROMLULARIN MITOJENLE UYARILMIS
LENFOSITLERINDEKI TOTAL RNA DUZEYLERININ SAGLIKLI
KONTROLLERI ILE KARSILASTIRILMASI

OZET
Down sendromu (DS) ya da trizomi 21, insanlarda dogustan gelen en
yaygin kromozom bozukluklarindan birisidir. Kromozom 21, diger
genlerin yani sira, ayni zamanda rRNA gen familyasinin bir setini tasir.
Bu calismanin amaci fazladan bulunan kromozom 21’in DS’lu hastalarin
mitojenle uyarilmis lenfositlerindeki total RNA iceriginde bir artisa neden
olup olmayacagini tanimlamaktir. Otuz sekiz DS’lu hasta ve 28 saglikl
kontrollerin RNA seviyeleri flow sitometride &lctildii. Ornekler yaslarina
gore iki gruba ayrildi 12 DS’lu hasta 12-26 yas arasinda, kalan 26 hasta
da 0-10 yas arasindadir. Sekiz saglikli kontrolin yaslarnn 11-27 yas
arasinda ve 20 saglikli kontrol de 0-10 yas arasindadir. Bu gruplar
sirasiyla “yetiskin grup” ve “cocuk grubu” olarak tanimlanmistir.
DS’lularin ¢cocuk grubunun RNA icerigi kontrol grubunun RNA icerigine
gore daha yiuksek bulunmustur (p=0.026). Ancak yetiskin DS’lularin RNA
icerigi kontrol yetiskin grubunun RNA icerigine goére oldukca dusuk
bulunmustur (p=0.001). DSTularin lenfositlerinde nispi RNA icerigi
yaslanmaya bagh olarak duzenli ve 6nemli bir sekilde azalirken (r=- 0.70,
p=0.000), saglikli kontrollerin hucrelerinde RNA icerigi ile yaslanma
arasinda o6nemli bir iliski bulunamamistir (r=0.275, p=0.157). DS’lu
lenfositlerin mitojene karsi transkripsiyonel cevabinin yasla azaldigi

sonucuna varilmaistir.

Anahtar kelimeler: Down sendromu, flow stometri, RNA icerigi,

yaslanma



COMPARED WITH THAT OF THE HEALTHY CONTROLS
OF TOTAL RNA LEVELS IN MITOGEN- STIMULATED LYMPHOCYTES
OF DOWN SYNDROME PATIENTS

SUMMARY

Down syndrome (DS) or trisomy 21 is the most common congenital
chromosomal aberration in human beings. Beside the other genes,
chromosome 21 carries also a set of the rRNA gene family. The aim of this
work was to determine whether additional chromosome 21 causes an
increase in total RNA content in mitogen-stimulated lymphocytes of DS
patients. RNA levels of 38 DS patients and 28 healthy controls were
studied with flow cytometry. Subjects were divided into 2 age groups.
Twelve DS patients were between 12 and 26 years old, and 26 other were
between zero and 10 years old. Eight healthy controls were between 11
and 27 years and 20 were between zero and 10 years old. These groups
were defined respectively and arbitrarily as “adult groups” and “child
groups”. Child group’s RNA content of DS was found higher than those
of the child control group (p=0.026). Whereas, RNA content of DS’s adult
was significantly lower than those of the adult control group (p= 0.001).
Relative RNA content in DS lymphocytes decreases significantly and
regularly with age (r=-0.70, p=0.000). While, no significant relationship
was found between the age range and RNA content in the cells of healthy
controls (r=0.275, p=0.157). We concluded that transcriptional

responsiveness of DS lymphocytes to the mitogen decreases with ages.

Key words: Ageing, Down syndrome, flow cytometry, RNA content
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1. GIRIS VE AMAC

Down Sendromu (DS) en cok calisilmis en iyi bilinen, en sik rastlanan
sendromlardan biri olmasina karsilik, zeka engelini olusturan temel
(molektler) etmenler henliz tam olarak bilinmemektedir. DS’lularda
fazladan bulunan 21. kromozom, bu hastalarin bir rRNA gen familyasi
tasimasina neden olur. Daha oOnceki calismalarimiz bu hastalarin
uyarilmis lenfositlerindeki NOR (nucleolus organizer region) alanlarinin
saglikli kontrollerinkine gére % 40’lara varan artislar gésterdigini ortaya
koymustur (1). NOR alanlari, rDNA, rRNA, RNA polimeraz I,
transkripsiyon faktoérleri NOR proteinleri ve diger bilmedigimiz
molektllerden olusmadirlar. Bu durumda DS’lularin uyarilmis
lenfositleri, ya RNA, ya NOR proteinleri ya da her ikisinin sentez

kontrollerini saglikli bireyler gibi yapamamaktadirlar.

Amacimiz, bu durumu DS’lularin mitojenle uyarilmis lenfositlerindeki
rRNA iceriklerini Olcerek molekuler duzeyde kanitlamaktir. Hucre
icindeki RNA’larin %80 kadarini rRNA’ lar olusturmaktadir. Bu oran

hicrelerin metabolik durumuna gore fazla degisiklik géstermemektedir.
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Flow sitometri (FC) ile hucrelerin total RNA iceriklerini 6lcmek
muUmkutindir. DS’ lu hastalarin total RNA iceriklerinin bilinmesi, bu

hastalarin rRNA dtizeyi hakkinda bize bilgi saglayacaktir.

DSlu hastalarin uyarilmis lenfositlerindeki rRNA’larin saglikli
kisilerinkinden anlamli 6l¢ciide fazla bulunmasi durumu, bu hastalarin
hi¢c bilinmeyen bir Ozelligini ortaya cikartacaktir. O da rRNA sentez
ayarini saglikh kisiler gibi yapamadiklaridir. Bu gereksiz RNA sentezi
temel bir handikab:1 ortaya koyacak ve DS literattirtine temel bir katk:
getirecektir. Total RNA duzeyinin kontrollerinkiyle esit bulunmasi
durumunda ise gereksiz sentez ve enerji harcanisi bu kez de NOR
proteinleri icin distiintilmeye baslanilacaktir. Sonucta gereksiz sentez ve
enerji harcanimi bu hastalardaki fenotipi ve zeka kusurunu aciklayan

bir hipotez ortaya koyacaktir: Bosa harcanan enerji hipotezi.



2. GENEL BILGILER

2.1.CEKIRDEKCIK

Cekirdekcik, cekirdek icerisinde bulunan, tim 6karyotik hticrelerin
canliligi icin gerekli olan, zar1 bulunmayan (2), bilinen en énemli gérevi
ribozom biyogenezi olan bir organeldir (2-5). Cekirdekc¢ikler diger hticre
ici organellerle karsilastirildiginda oldukca yogun ktitleye sahiptir ve ilk
olarak 39 yil 6nce rat ve domuz cigerinden izole edilmistir (4).
Ribonukleik asit (RNA) ve proteinlerin yogunlugundan dolay:
cekirdekcik, 151k ve elektron mikroskobuyla gbzlenebilen dikkat cekici
bir yapidir (2). Ardisik olarak yinelenen cok sayidaki rRNA genleri
etrafinda organize olmustur (6, 7). Cekirdekcik sayisi, genisligi ve
morfolojisi insan kanserlerinde teshis edici bir belirte¢ olarak da
kullanilmaktadir (2, 3, 8). Ribozomal genlerin organizasyonu ve RNA
polimeraz-I, cekirdekcigin olusumunu ve yerini etkiler (2). Hucre
doéngistnin en belirgin o6zelliklerinden biri de mitoz sirasinda
cekirdekcigin kaybolmasidir. Ribozomal DNA (rDNA)
transkripsiyonunun durmasi ve O6ncil rRNA’larin islenmesinin
baskilanmasiyla cekirdekcigin yapisal olarak kaybolmas: birbiriyle

uyumludurlar (2, 6, 9). Mitoz tamamlandiktan sonra cekirdekcik
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yeniden olusur (5). Cekirdekciklerin varligt aktif rRNA gen
transkripsiyonuna baghdir (7). Cekirdekcigin korunmasinda RNA
polimeraz-I'in transkripsiyonel aktivitesi oldukca ©6nemli olmasiyla
birlikte, nukleolar elemanlarin molekuiler etkilesimi, RNA’nin
transkripsiyonu, islenmesi ve olgunlasma mekanizmalari, RNA ve rDNA
icerigi de etkilidir (2, 6). Ribozom biyogenezinin anlasilmasiyla insan
huicrelerinin cekirdekciklerinde yaklasik 350 protein tanimlanmistir (2).
Bu proteinlerin c¢ogunlugu rRNA sentezinde, islenmesinde ve
ribozomlar1  birlesmesinde, geri kalani ise c¢esitli nukleolar

fonksiyonlarda bulunurlar (4).
2.2.CEKIRDEKCIGIN YAPISI

Elektron mikroskobunda cekirdekcigin Uic temel ntkleolar bdlgeden
olustugu goézlenmistir (2, 3, 6, 10, 11) Hucrenin tipine, gelisme ve
fizyolojik durumuna baglh olarak cekirdekcik genis bir morfolojik
degiskenlik gosterir (2, 6, 12). Ornegin dinlenme halinde olan insan
periferal kan lenfositleri genellikle bir tek kuictiik cekirdekcik icerir ve bir
tane fibriler bolge bulundurur, fitohemagglutinin (FHA) ile uyarildigi
zaman birkac tane cekirdekcik ve cok sayida fibriler bolge icerir (2, 8,
10, 13, 14).

1. Fibriler Merkez (FM): Genellikle yuvarlak yapidadir Elektron
mikroskobundaki gértintiistine ve birkac¢ kistasa gére FM ile Nukleolar
Organizer Regions (NORs) yani cekirdekcigi olusturan bélgeler birbirine
benzerdir ve FM mitotik NORun interfazik karsiligi olarak
degerlendirilir (2, 15). Bu bélge, ribozomal genleri icerir. Ama FM’ deki
ribozomal genlerin aktivitesi ile ilgili yogun sUpheler vardir. Cesitli
arastirma gruplarina gore aktif ribozomal genler, ya FM/YFB (yogun
fibrilar boélge) smnirinda FB icinde ya da YFB/FM sinir boélgesinde
YFB’nin icerisinde bulunur (2, 10, 14-16). FM memeli hticrelerde aktif
ribozomal genlerin diizenlenmesi icin mimari acidan 6énemli bir role

sahip olmasina ragmen, FM, Oncelikli olarak inaktif genlerin deposu
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olarak gorev yapar. Ayni zamanda =zayif ifade edilen genler, yeni

olusmus 6ncul-RNA zincirleri FM icinde bulunabilir (2).

2. Yogun Fibriler Bolge (YFB) : Bu boélge genellikle FMnin etrafini
cevrelemis bicimde bulunur, bazen cikintilarla FM icine girer ve bir
intranuklear retikulum seklini verebilir. YFB oldukca yogun
Ribonukleer Proteinler (RNP'ler) ve yeni sentezlenen o6ncuil rRNA’lar
toplulugundan olusur (2, 6, 11, 17). Cesitli arastirmalara gére rDNA
transkripsiyonu ve rRNA islenmesinin ilk basamaklar1 yogun fibriler
bolgede yapilir (2, 14). Oncil ribozomal parcaciklarin iglenme ve
birlesmesinin son basamaklar: icin YFB’den grantler bdélgeye dogru

hareket ederler (6, 10, 11).

3. Graniiler Bolge (GB) : Granuler boélge fibriler yapilar1 cevreler (17).
FM’ler ve YFB’ler nuikleolar grantler parca olarak adlandirilan yaklasik
15 nm kalinhginda paketlenmis granuler boélgeye gomultrler (2).
Sitoplazmaya cikmak icin hazir hemen hemen islenmesi tamamlanmis

oncul rRNA’lar igerir (2, 6, 11, 17).
2.3.CEKIRDEKCIGIN GOREVLERI

Cekirdekcigin gorevleri, ribozom biyogenezi, rRNA sentezi, rRNA’larin
olgunlasmasi, gecici non-ribozomal proteinlerle ve ribontkleer
proteinlerle etkilesimini icerir (2, 5). Son zamanlarda cekirdekciklerin
tek amaci olan ribozom Utretmenin disinda, ek gérevlere sahip oldugu da
ortaya cikmistir. Birka¢ kiicik RNA’larin ntkleotid degisimlerinde (4,
9), hiicre yaslanmasinda (2-4, 6, 9, 18), viral enfeksiyonlarda, ntkleer

harekette (9) ve hiicre dongtisiintin kontroliinde (2, 4) gérev alir.
2.4.CEKIRDEKCIK VE YASLANMA

Son calismalar 6karyot hucrelerin yaslanmasinda cekirdek¢igin énemli
bir roli olduguna dikkat cekmislerdir (3, 6, 9, 18). Cekirdekcikte
bulunan bazi genlerin mutasyona ugramasi erken yaslanmaya neden
olur. Ornek olarak bira mayasinda bulunan SIR geni (silent information
regulation) cekirdekcikte bulunur. Bu genin Urtinti olan SIR proteini

susturucu bir proteindir ve bira mayasinin émriind uzatir. Bu proteinin
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mutasyona ugramasi yaslanmaya neden olur (3, 6, 18). Bira mayasinda
bulunan ikinci bir gen de Sgs1 genidir. Bu genin mutasyona ugramasi
fenotipte yaslanmaya neden olur (3, 6, 18) ve yasam 6mrund % 60
kisaltir (18). Sgsl genin insanlarda homologu Werner genidir (WRN),
cekirdekcikte bulunur (3, 6, 18) ve burada rDNA metabolizmasini
etkiler (18). WRN proteinin c¢ekirdekcik icindeki yerlesimi, RNA
polimeraz-I'in transkripsiyon aktivitesi ile yakin bir iligki icinde
oldugunu gésterir (3) ve burada rDNA metabolizmasini etkiler (18). Bu
genin mutasyona ugramasi da insanlarda Werner sendromu olarak
bilinen erken yaslanma bozukluguna neden olur. Bu bulgular hiicresel

yaslanma mekanizmasinda ¢ekirdekcigin yer aldigini gésterir (3, 6, 18).
2.5.CEKIRDEKCIGIi OLUSTURAN BOLGELER (NORs)

Cekirdekcigi olusturan bdélgeler (Nucleolar Organizer Regions: NORs) ilk
olarak Heitz (1931) ve McClinton (1934) tarafindan zayif boyanan
kromatin bélgeleri olarak tanimlanmistir (19). Cekirdek¢igi olusturan
bolgeler olarak adlandirilan NOR’ar, rRNA genlerinin bulundugu
bolgelerdir ve bes cift akrosentrik kromozomlarin (13, 14, 15 21 ve 22.
kromozomlarin) ikincil bogumlarini olustururlar (2-4, 19-23). Asidik
proteinlerin 6zel bir grubu NOR’larla ayni bélgede bulunur, béylece bu
asidik proteinler gimus nitrat boyama yoéntemiyle NOR’larin oldukca
hizli boyanmasina izin verir. Interfaz sirasinda NOR’lar cekirdekcigin
fibriler bolgesinde bulunur. Bu ylzden cekirdekc¢ik, metafaz NORnun
interfazdaki karsihigidir (2, 19, 24). Metafaz ve interfaz NOR’lar arasinda
sayisal olarak bir iliski yoktur. Interfaz NOR’lar1 bir tek RNA sentezi icin
yapisal olarak fonksiyoneldir. Ribozomal transkripsiyon icin gerekli tim
elemanlar interfaz NORu icinde bulunur. Bu elemanlar: rRNA genleri,
RNA polimeraz-I, genin Ust kismina baglanan faktér ve topoizomeraz-
I'dir (19). Interfazik NOR’larin sadece bir kismi transkripsiyonel olarak
aktif olan ribozomal genleri icerirler. Hala bazi NOR’lar transkripsiyonel
mekanizmanin elemanlart icin ya da gimus boyama icin pozitif
degildirler (2, 19, 20, 24). Uyarilmamis lenfositlerde cekirdekcik disinda

rDNA bélgeleri vardir. Bunlar transkripsiyonel olarak inaktiftirler. FHA
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ile uyarildiktan sonra lenfositlerde cekirdekcik olusumuna katilan NOR
sayisinin arttigr gosterilmistir (14). Bu da, uyarilmayla birlikte daha
6nce inaktif olan NOR’larin aktifleserek cekirdekcik olusumuna
katildigini isaret eder (14). Fakat bu NOR’lar susturulmus genler mi
iceriyorlar? Daha 6nceki interfazda inaktif olan genleri mi iceriyorlar?
Hala bu sorularin cevabi tam olarak aciklanamamistir (2). Hem insan
fibroblastlarinda hem de lenfositlerinde giimiis boyama ile goériinen
NOR’larin sayisinda yasla iligkili bir azalma oldugu rapor edilmistir (12,
22, 25).

2.6.NOR PROTEINLERI

Interfaz NOR’larin asil elemanlari AgNOR proteinleridir. Giimitisle
boyanan asidik NOR proteinleri AGNOR proteinleri olarak tanimlanirlar
(14, 15, 17, 19, 20, 24, 26). Transkripsiyon ve hiicre cogalmasi olmasa
bile AgNOR proteinleri cekirdekcikte bazal seviyede bulunurlar (24).
Asidik  proteinler metafaz kromozomlarinin NOR bdélgelerinde
bulundugu kadar, interfaz cekirdekciklerinin aktif ribozomal genlerinde
de bulunurlar (24, 26). AgNOR proteinleri aktif rRNA senteziyle strekli
iliskili degildir, en azindan bir kismi transkripsiyonel aktiviteden
bagimsizdir ve bu proteinler daha c¢ok ribozomal genlerde yapisal bir
fonksiyona sahiptirler (8, 16, 17, 24, 26, 27). AgNOR proteinleri insan
hiicrelerinde intarfaz ve mitoz evresinde aymi degildirler. Interfazda
bulunan AgNOR proteinleri Ntukleolin, protein B23 (ya da
nukleofosmin), 42-, 40-, 29 kDal (kilo Dalton) proteinlerdir. Mitoz
sirasinda bulunan AgNOR proteinleri ise RNA polimeraz alt birimine,
135 kDal NOR proteinine, Upstream baglama faktér (UBF)ne ve 50
kDal proteinlere karsilik gelir ve bunlar ribozomal genlerle iligkili major

AgNOR proteinleridir (19, 24).

Niikleolin: Insan hticrelerinde 105 kDal agirliginda bir fosfoproteindir.
rRNA molektllerinin transkripsiyonunda 6énemli bir rol oynar. %5’den
daha az miktar1 mitoz sirasinda ribozomal genlerle bagli kalir. Ayni

zamanda nukleolin yapisal bir fonksiyona da sahiptir (19, 24, 27).
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Protein B23: 38-39 kDal agirhginda bir fosfoproteindir, o6ncul-
ribozomal parcalarin organizasyonun son asamasinda gérev alir, daha

cok sitoplazmada bulunur (19, 24).

Aktif transkripsiyon ve cogalma sirasinda tanimlanan ana AgNOR
proteinleri protein B23 ve ntukleolindirler. Bu nedenle kanser
hucrelerinin  cogalmasi icin kullanilan test cogunlukla nukleer
proteinlerin seviyesine dayanir, dogrudan ribozomal gen

transkripsiyonu icermez (24).
2.7.RIBONUKLEIK ASIT (RNA)

RNA’lar dinamik molekullerdir, sentez islenme ve fonksiyonlar sirasinda
konformasyonlarini degistirirler. RNA’larin sentezi RNA polimeraz
enzimleri tarafindan yapilir. rRNA sentezinde gbérev alan bu enzimler
cekirdekcikte bulunur. Okaryotik hiicreler tic cesit RNA polimeraz
icerir, bunlarin yap:1 ve fonksiyonlar1 birbirinden farklhidir. RNA
polimeraz-1 28s, 18s ve 5.8s rRNA’y1, RNA polimeraz-IIl mRNA’y1 ve RNA
polimeraz-III tRNA ve S5s RNA’yi sentezler. 28s, 5.8s ve 18s rRNA
cekirdekcikte, 5s rRNA cekirdekcikte sentezlenmeyip nukleoplazma
icinde farkli genlerde sentezlenir (28, 29). Dinlenme halindeki lenfosit
RNA polimerazlarinin aktivite seviyeleri disik olmasina ragmen,
cekirdegi lic cesit RNA polimerazi icerir. Uyarilan lenfositlerde Ui¢c cesit
RNA polimerazin hticresel seviyeleri artar, polimeraz-I ve III, polimeraz
II'ye gore daha fazla artar. Ancak RNA polimeraz aktivitesinde goértilen
artis, total RNA sentez oraninda gorulen artis kadar bliyik olmaz. Bu
istirahat halindeki hucrelerde daha fazla miktarda RNA polimeraz
bulundugunu goésterir. Polimeraz-I ve III"in huicresel seviyeleri hlicresel
buyltme ve cogalmanin daha fazla oldugu htucrelerde daha fazladir,
halbuki RNA polimeraz-II'nin seviyesi nispeten sabit kalir (28).

Hucre buyumesinin kontroli ve rRNA arasindaki iliskiyi tanimlamak
icin, son calismalar rRNA transkripsiyonunda tUmur supressor
proteinlerin rolll Uzerine olmustur. Retinoblastoma tUimur supressor
proteini (pRb) hiicrelerin hem bluiylimesini hem de cogalmasini baskilar.

pRb polimeraz-I tarafindan rRNA’nin sentezlenmesini baskilayabilir.
pRb’nin RNA polimeraz-II ve III ile yapilan transkripsiyon Uzerinde de
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etkisi vardir. Bundan dolayi, pRb Ui¢ polimeraz sistemi arasinda énemli
duzenleyici bir bag saglar, diizen bozuldugu zaman kontrolstiz hiicre
cogalmasi ve bliiyimesine yol acabilir (3).

Cogu htcre tipinde huicresel total RNA'nin yaklasik %80’nini rRNA’lar
olusturur. Kalan total RNAnin %15’ini t-RNA ve %571ik kismini da
mRNA"lar olusturur (29, 30).

2.8.RIBOZOMAL RNA (rRNA)

Bira mayasindan ileri yapili 6karyotik htuicrelere kadar tim somatik
hiicreler onlarca, yuzlerce ardisik sekilde yinelenen cok sayida
ribozomal genleri icerir ve bu genler rDNA olarak adlandirilir.
Cogunlukla her genom ardisik olarak dtizenlenen genlerin yaklasik
300-400 kopyasini icerir. Bu genler 13., 14., 15., 21. ve 22.
kromozomlar olmak tUzere bes cift akrosentrik kromozomun ikincil
bogumlarinda bulunur ve onlarca ardisik tekrarlar halinde organize

olurlar (2-3, 5-8, 22, 25). rDNA transkripsiyonu ve rRNA islenmesinin
ilk basamaklari yogun fibriler bélgede olur (2, 17, 25).

Ribozomal genlerin ikinci ©6nemli 6zelligi, ribozomal kromatinin
genislemis 2-3 nm kalinliginda DNA filamentler toplulugundan olusan
non-nukleozomal yapida olmasi ve histon icermemesidir. Bu ribozomal
kromatin yapisi transkripsiyonel aktivite ile degismez, bagimsizdir (15,
16, 20). Ribozomal kromatinin sadece bir kismi transkripsiyonel olarak
aktiftir (16) ve memelilerde TRNA genlerinin yaklasik %40’ transkribe
edilir (8). Ayni1 zamanda ribozomal genler, diger genlerin tersine tim
hicrelerde ifade edilir (18). NOR proteinlerin en azindan bir kismi
nuklear transkripsiyonel aktiviteden bagimsiz gértunur, belki bunlar
yapisal fonksiyonla yani replikasyon icin nukleer kromatini
hazirlamakla iliskilidir. Bu ylizden gimuis boyamanin kantitatif tanimi
strekli tam olarak rRNA genlerinin transkripsiyon sayisi olarak

tanimlanamaz (8).

rRNA genleri, hiicre buyltmesi ve cogalmasini kontrol eden sinyal iletim
aginin anahtar bir elemanini olustururlar (7). rRNA’lar niikleolar yap1 ve
ribozom biyogenezinin duzenlenmesinde 6nemli bir rol oynamasina

ragmen, rRNA sentezi aktif rRNA gen sayisindaki degisikliklerden
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etkilenmez, yani sentez total gen sayisina bagl degildir (7, 8). Ornegin
fibroblastlarin in vitro yaslanmas: sirasinda transkripsiyon Unitelerinin

sayisinin degismeden kaldigi gérilmustur (8).

Hucresel RNA icerigi sabit bir artis gbéstermez, kultir sartlariyla ve
kultiir yasiyla degisir (31). Istirahat halindeki lenfositlerde rRNA sentezi
cok dusuk seviyede bulunur, FHA ile etkilesimden sonra rRNA sentezi
artar, 6nceden inaktif olan rRNA genleri transkripsiyon icin aktif hale
gelir (8-13). Cekirdek transkripsiyon aktivitesi hlicrenin metabolik
durumuyla yakindan iliskilidir. Cinkti protein sentezi, rRNA iceren

sitoplazmik ribozomlar:1 kullanir.

rRNA genlerinin sayisinda yasla bir kayip oldugu bilinmektedir. (12, 22,
25).

2.9.RIBOZOMAL RNA (rRNA)’nin SENTEZI

rRNA’larin  sentezi, cekirdekciklerin kayboldugu sirada mitozda
durdurulur, fakat mitozun sonunda cekirdekcikler yeniden olusur ve
rRNA sentezi yeniden baslar (2). Onctil TRNA sentezi oldukca aktif bir
suirectir. rRNA genleri RNA polimeraz-I tarafindan transkribe edilir ve
ribozomal proteinlerle ribozom biciminde paketlenir (5, 7). rDNA
transkripsiyonun, cekirdekcigin FM ve YFB‘nin sinirlarinda olustugu
kabul edilir (2, 10, 29). Maya ve memelilerde bliylimeyi ve cogalmayi
etkileyen faktoérler rRNA genlerinin transkripsiyonu uzerinde hem
dogrudan hem de hizli bir etkiye sahiptir (2). Ribozomal genlerin
transkripsiyonu hticre buUylmesi ve hlicre donglst sirasinda asiri
dizenleme/ayarlamaya ugrar. G1 baslarinda ribozomal genlerin
transkripsiyonu dusik olup, S ve G2 evresinde maksimuma ulasir,
mitoz sirasinda transkripsiyon tamamen durdurulur (2). Transkripsiyon
buytimedeki degisikliklere ve bircok cevresel uyarilara cevap vermek
icin duzenlenir (7). rRNA sentezinin duizeyi metabolik aktivitesi fazla
olan memeli hucrelerinde yuksek, tersine tamamen farklilasmis
hticrelerde rRNA tretimi cok diistik olabilir. iInsan periferal lenfositleri

boyle durgun hucrelerin bir O6rnegidir. Yuksek ya da dustk rRNA
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Uretimini, zayif beslenme, hormon ya da ila¢ tedavisi, yaslanma,

timorler ve viral enfeksiyon gibi olaylar saglar (2, 29).
2.10.SENTEZIN ANA HATLARI

Memelilerde rDNA transkripsiyonu RNA polimeraz-1 tarafindan yapilir.
Her bir ribozomal gen Unitesi genellikle bir transkribe edilen bélge ve
ucta transkribe edilmeyen bolge icerir. Memeli hucrelerinde gen
promotor boélgesi Uist bolgeyi kontrol eden elemanlar (upstream control
element) ve i¢c promotor (core promotor)’dan olusan iki 6énemli dizi icerir.
Bunlar transkripsiyon baslama kompleksinin olusmasini saglar. Bu
kompleks polimeraz-I'in yani sira, rDNA’nin transkripsiyonunun
baslamasi secici faktér 1 (SL1), tGist boélgeye baglanan faktdérinu (UBF),
TATA’ya baglanan proteini (TBP), transkripsiyonu aktive eden faktorleri
ve diger birkac faktéri icerir. Baslama kompleksinin olusumu,
ptomotor bélgesine SL1’in gelmesinden 6nce ya da sonra kromatinin
yeniden yapilanmasini da iceren bir strectir. UBF 97 kDal agirliginda
bir polipeptittir ve RNA promotorunun DNA kontrol elemanlarini tanir.
SL1 rRNA promotor bdlgesine tek basina baglanamaz. Ancak UBF
varliginda SL1, rRNA promotor seviyesinde DNA’ya baglanan
kompleksleri duizenler (2, 3, 29). rRNA’larin transkripsiyonu spesifik
olup, SL1 sadece ayni kokenden gelen modelin transkripsiyonunu
yonetir (3).

Polimeraz-I, uzun 6ncul rRNA‘lar1 sentezler. Bu 6nctil molekul 18s, 5.8s
ve 28s rRNA dizilerini, ayrica i¢c ve dis transkribe edilmeyen boélgelerin
dizilerini icerir (2, 29) .

rRNA genlerinin susturulmasi transkripsiyon sonlandirici faktér olan
TTF-I ile baslar ve bu faktérle baslayan susma, promotor yakinindaki
nukleozomlarin toplanmasina neden olur. Bu faktdér, rRNA geninin
sessizlesmesine o6nculik eden ribozomal kromatinin yeniden
olusmasina yani DNA’nin metilasyonuna ve histon’nun
deasetilasyonuna neden olur. Sonucta deasetilasyon, rDNA sentezinin
durmasina katkida bulunur, UBF de metillenmis promotora
baglanamaz ve transkripsiyon aktivasyon selalesi bozulur (2, 29).
2.11.SENTEZLENEN ONCUL-rRNA’larin iISLENMESI VE OLGUNLASMASI
Olgun ribozomal rRNAnin biyogenezi kompleks bir islemdir. Bu islem
icin, non-ribozomal proteinlerin ve cesitli kiiciik cekirdekcik RNA’larini
(snoRNAs) iceren ribonukleoproteinlerin (RNPs) bulunmas: gereklidir.
Oncul rRNA’lar bliytik ve 6nciil molektil olarak sentezlenir. Yeni
sentezlenen 6ncil-rRNA’larin islenmesinde endontikleaz ve ekzontikleaz
kesim enzimleri gorev alir. Ribozomun kui¢tk alt biriminin 18s rRNA ve
5.8s rRNA’lar1 ile buyuk alt biriminin 28s rRNA’sin1 serbest birakmak
icin bu kesme islemleri yapilir. Ps6doliridin sentaz ve metil transferaz
yaklasik 200 nukleotidlik rRNA dizenlenmesinde bulunur. RNA helikaz
ve RNA chaperon RNA katlanmasi/yeniden yapilanmasina aracilik eder.
GTPaz ve ATPaz protein birlesmesine ve ayrilmasina yardim eder (2).
Metilasyon ise ya metil transferazlarla ya da kucik ntukleolar
riboproteinlerle (snoRNP) yapilir. SnoRNPler uygun snoRNA’lar ve
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protein parcaciklari icerir. SnoRNP’lerin cogu 18s rRNA olusumu icin
gereklidir (5, 32).

Oncuil-rRNAlarin islenmesi yapilirken hem trans etkilesimli faktérler,
hem de ribozomal proteinlerin buytuk bir cogunlugu o6ncil-rRNA’lar
tizerinde toplanir. Oncil-ribozomal partiktiller islenmelerine paralel
bicimde YFB’den GB'’ye dogru hareket eder ve partiktiller alt initelerine
ayrilmadan o6nce nukleoplazmaya girerler ve hemen hemen
tamamlanmis ribozomal alt TUniteleri cekirdekten o6zel adaptor
molekullerin yardimiyla nukleer por kompleksinden sitoplazmaya
cikarlar (2, 29). Burada 40s ve 60s unitelerinin son olgunlasmalar:
yapilir. islenmenin cogu basamaginda diizenleme vardir.

Cekirdekcik, rRNA’larin islenmesi icin en uygun boélgeler olarak bilinir.
Bununla birlikte diger bazi RNA turlerinin islenmesi de cekirdekcikte
olur. Ornegin cekirdekcik 6nciil t-RNA ve ayni zamanda t-RNA’nin
5' ucunu isleyen RNaz proteinlerini (RNaz P) icerir (11).
2.12.RIBOZOMAL GEN ATIVITESININ DUZENLENMESI

Ribozomal genlerin énemli bir kismi transkripsiyonel olarak inaktiftir
yani ifade olmazlar. rRNA genlerinin sentezini duizenleyen birkac
mekanizmanin oldugu ileri strtlmustir. rRNA sentezini dlizenleyen
mekanizmalar oldukca karisik olup, kromatinin yeniden
dizenlenmesini, ribozomal genlerin susturulmasini ve aktif genlerin
transkripsiyon durumuna gecisini icerir. Bu dlizenleme mekanizmasiyla
genler ya susturulur ya da acik duruma (aktif) getirilir. Susturulmus
ribozomal genler nukleozom icerir ve kapatilmis heterokromatin
durumundadir, geriye kalan ribozomal genler nukleozom icermez ve
acik 6kromatin durumundadir. Kromatinin acik olmasi1 bir gerekliligi
gOsterir ama ribozomal genlerin aktifligi icin yeterli degildir. Tam tersine
kromatinin kapali formu, ribozomal genlerin inaktif olmasi icin
yeterlidir (2).

Cok sayida RNA polimeraz transkripsiyonel faktoérleri vardir. Bunlarin
gorevleri, fosforilasyon, asetilasyon ve protein-protein etkilesim
mekanizmalariyla dtizenlenir. rDNA’nin transkripsiyonunda goérev alan
proteinlerin fosforilasyonu, 6nctil rRNA’larin sentezinde hem negatif
hem de pozitif etki yapar. Ornegin UBFnin fosforilasyonu interfazda
rDNA'nin  transkripsiyonunu  artirir, mitoz  sirasinda  rDNA
transkripsiyonunu durdurur. Asetilasyon ve metilasyon rDNA
transkripsiyonun duzenlenmesinde de rol oynar. Metilasyon rDNA’nin
etkisizlesmesine neden olurken, asetilasyon transkripsiyonunu artirir
(29).

Cesitli sinyal yollar1 da rRNA transkripsiyonunun duizenlenmesinde
bulunur (2, 7, 11, 29). Ayni1 zamanda retinoblastoma pRb UBF’ye
baglanarak, protein p33 de SLl’e baglanarak polimeraz-I'in
transkripsiyonunu suUrdirmesini baskilar. Transkripsiyon faktérintn
gorev durumu ayni zamanda protein-protein etkilesimiyle duizenlenir.
Bu etkilesim transkripsiyon faktérintin aktivitesini ya artirir ya da
baskilar (2).

2.13.RIBOZOM SENTEZI
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Ribozom sentezi hem bluytume, cogalma, hiicresel adaptasyon ve enerji
icin hem de htucrelerin biyosentetik talebi icin gereklidir (29). Hizh
buyldyen hucreler kaynaklarin bircogunu tiiketir ve hem maya hem de
insan hucrelerinde huicrenin buylmesi ve dizenlenmesi i¢cin ribozom
sentezi anahtar kontrol noktasi olarak ortaya cikar (11). Tum
organizmalarda ribozom biyosentezi sirasinda polisistronik énctl rRNA
transkripti, 40s alt tinitenin olgun 18s rRNA ve 60s alt tinitenin olgun
25/28s rRNA ve 5.8s rRNA’larinin olgunlasmasi icin islenir (11, 32). Bu
islenme  sirasinda olgun rRNA sekanslar1 genis nukleotid
modifikasyonlarina cok sayida snoRNA’lar tarafindan yo6netilmeye
maruz kalirlar. [laveten rRNA’lar ribozomal proteinlerle ve bagimsiz
olarak sentezlenen 5s rRNA ile birlesirler (32).

2.14.RIBOZOMLARIN BIRLESMESI

Uc tane temel énctil ribozomal partikiil tanimlanmistir. 90s ilk partiktil
66s ve 43s oOncul-ribozomlar seklinde islenir, bunlar da 60s ve 40s
olgun ribozomal alt dnitelerinden olusan olgun 80s 6&karyot
ribozomlarini olusturur. Ktictik Uinite olan 40s partiktil, 18s rRNA ve 33
cesit protein icerir. Daha buiytik olan 60s alt Uinite 28s, 5.8s ve 5s rRNA
ile 49 cesit protein icerir (5, 32). Ribozomlarla yapilan protein sentezi
hiicre buytumesi, cogalmasi ve cevresel degisikliklere uyum icin cok
dénemlidir. Ornegin bliytiyen bir HeLa hticresi dakikada yaklasik 7500
ribozomal alt Uinite Uretir ve yaklasik 300.000 ribozomal proteinler, cok
sayida trans etkilesimli faktodrlerin birlesmesini ve ayrilmasini gerektirir.
Bu nedenle ribozomal sentezin her seviyesinde duzenleme gereklidir (2,
11, 29).

2.15.DOWN SENDROMU (Trizomi 21)

1959'da Lejeunei, Gauteier ve Turpin Down Sendromu (DS) ile tic adet
kromozom 21 arasindaki iliskiyi kesfetmislerdir (33). Trizomi 21 ya da
DS insanlarda gorilen en yaygin kromozomal anomalilerden biridir.
Dogumlarda olusma sikliginin 1/600-1/800 arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. DS, mental retardasyonun temel otozomal genetik sebebi
olarak bilinir ve karakteristik yUz o6zelliklerine sahiptirler. Temel
ozellikleri, kalp bozuklugu, yasl insanlarinkine benzer immun sistem
degisiklileri, bakteri ve viral enfeksiyonlara yatkinlik, l6semi sikligi,
yaklasik 40 yaslarinin baslarinda Alzheimer tipi ndéropatolojinin
gelismesidir. Bu sendrom genellikle mayotik ayrilamamadan olusur (34-
38) ve bu durumun anne yasiyla ilgili oldugu bilinir (34). Bireylerin
cogunlugu yaklasik %95'i kromozom 21'in Ui¢ kopyasini icerirler ve
bunlar klasik tip trizomi seklindedir, % 4-5'i translokasyon tipine,

%1’lik kismi da mozaik forma sahiptirler (34, 35).
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Kromozom 21 en kiucuk kromozomlardan biridir ve otozomlarin aktif
genetik materyalinin en az miktarina sahip oldugu bulunmustur (39).
Kromozom 21'in tamamlanmis sekansinin tamami DNA'nin yaklasik
33,5 Mb kismina karsilik geldigi bilinir ve Gardiner‘a gore (37) yaklasik
300 gen icerir. Kromozom 21 uzerinde bulunan genler metabolik
zincirde ve biyolojik sistemde goérev alir. Ornek olarak mitokondrial
enerji Uretimine ve reaktif oksijen metabolizmasina katildigi gértilen en
azindan 16 gen vardir, ya da tahmin edilmektedir. 10 tane gen merkezi
sinir sisteminin yapist1 ve fonksiyonu tuzerinde etkiye sahiptir ve
DS'lularin ndéropatolojisinde bir rolti olabilir. Kromozom 21 uzerinde
bulunan en azindan 6 gen, gen ifadelerinin kontrolinii yapan metil

grubu metabolizmasinda bir role sahiptir (33).

DS'na genellikle fazladan bulunan kromozom 21'in sebep olmasina
ragmen (37, 39), bazen kromozom 21'in u¢ kisminin yarisinin
bulunmasi da (21g22-21qter bandi) sebep olur. Yalniz bu bandin tUc¢
kopyasinin varligt DS'nun tim major fenotipini ortaya cikarmak icin
yeterlidir. Yaklasik 10 tane gen bu bdélgede bulunur. Bunlardan biri
kromozomun aktif transkripsiyon boélgesinde bulunan protein kodladigi
bilinen HMG-14 genidir ve bu gen aktif kromatin yapisinda bulunur.
Bu genin rolinden dolayr asir1 ifade olmasi DS'lu hastalarin
hiuicrelerinde RNA sentez oraninin dilizensizligine yol acabilir. Sonucta
HMG-14 proteinin yikselmis seviyeleri DS’lularin etiyolojisine katkida
bulunan bir faktoér olabilecegi ihtimalini ytkseltir (40, 41).

Trizomi 21'in nasil DS fenotipini olusturduguna dair iki hipotez ileri
sturulmustir. Bunlardan birincisi kromozom 21 Ttzerinde bulunan
genlerin tamaminin degil, fakat belli bir kismin fazladan kopyalarinin
bulunmasi, kompleks DS fenotipinin olusmasinda katkida bulunabilir.
Ikinci hipoteze gore ise, bu genlerin Urlnleri diger gen ya da gen
UrlUnlerinin ifade olmasini dogrudan veya belki de dolayl islemler

araciligiyla etkileyebilir (42).

2.16.DOWN SENDROMLULARDA SITOGENETIK CESITLILIK
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2.16.1.Klasik Tip Trizomi 21 (47,XX ya da XY, +21)

21. kromozomun iki yerine U¢c kopyasinin bulunmasi sonucu ortaya
cikan bir duzensizliktir. Vakalarin % 951 bu tipte bulunmaktadir ve
mayotik ayrilmamadan yani mayoz-I'de kromozomlar kutuplara
ayrilirken bir tedradin oldugu gibi bir kutba gitmesinden ya da
mayoz-II'de bir kromozomun sentromerinden ayrilamamasi (non
disjunction)indan kaynaklanir. Bu hatalarin baslangici su sekilde

siralanabilir (43):

1) Trizomi 21 ile sonuclanan mayozdaki hatalar buyuk bir ihtimalle
maternal (anne) kaynaklidir. Cinklti spermatogenez sirasinda sadece

yaklasik % 6.7 ihtimalle trizomi 21 olusur.

2) Anne kaynakli mayozda hatalarin cogunlugu mayoz-I’de ortaya cikar.
Anne yas ortalamasiyla ilgilidir ve yas ortalamasi genel olarak 31.2
kabul edilir. Mayoz-I'deki hatalar maternal mayotik hatalarin % 77.5’ini
olusturur ve bu durum klasik tip trizomi 21’in tim O6rneklerinin

% 68’ini aciklar.

3) Maternal mayoz-II'deki hatalar maternal kaynakli hatalarin %

22.5’ini igerir. Bu hatalarda ortalama anne yasi1 32.5’tir.

4) Trizomi 21’in ktctk bir kismi yaklasik % 6.7’si paternal (baba
kaynakli) ayrilamamadan kaynaklanir. Hatalar mayoz-I"den ziyade daha

cok mayoz-II'de olusur.

5) Klasik tip trizomi 21°1i vakalarin yaklasik % 5.59 mitozdaki bir
hatadan ortaya cikar. Mitotik hatalarda fazla olan kromozom 21’in anne

ya da babadan gelme olasilig1 esittir.

2.16.2.Translokasyon Tip Kromozom 21 [46,XX ya da XY der
(14;21)(q10q10)+21 ve 46,XX ya da XY der (21;21)(q10q10)+21]

Vakalarin % 5’i translokasyon tip trizomi 21’e sahiptir. Translokasyon-
larin en yaygini t(14;21) ve t(21;21)dir. Bu tar translokasyonlar
Robertsonion tip translokasyon olarak da adlandirilir. Fazla olan 21.

kromozom cogunlukla maternal orijinlidir ve anne yas ortalamasi
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29.2°dir. Bu vakalarin az bir bélumu anne ya da babanin tasiyici
olmasindan kaynaklanir. Cogunlugu ise gametogenez sirasinda ortaya
cikar. Bu olaylarin olusmasina neden olan en muhtemel mekanizma
mayoz-I'de krosing over’dan 6nce translokasyonun olusmasidir ve bu

mayoz-I ve [I'deki normal ayrilmalarla takip edilir.

2.16.3.Mozaik Tip Trizomi 21 (46/47, XX ya da XY, +21)

Vakalarin cak az bir kismi bu tipte bulunur. Hlicrelerden bir kismi 46,
bir kismi da 47 kromozomludur. Mozaik birey olusumu zigot

béltinmesinin ilk evrelerindeki 21.kromozomun ayrilmamasina dayanair.
2.17.DOWN SENDROMU VE YASLANMA

DS’lular yaslanmayla ilgili bozukluklarin erken baslamasi ylUzinden
hizli yaslanmanin iyi bir modeli olarak dusuntulur (36, 39). Cunku
eriskin DS’lularda normal yaslanmayla ilgili klinik isaretlerin cogu daha
erken yaslarda ortaya cikar (35). Ornegin saclarin erken beyazlasmasi,
otoimmunitede bozukluk artisi, amiloid dejeneratif vasktler hastalik ve
katarakt gibi. DS’da yaslanmay: etkileyen genetik durumu incelemek
icin 5 yetiskin erkek ve 6 yetiskin DS’lu kadinin biyolojik yaslar:
hesaplanmis ve DS’da biyolojik yasa gore yaslanma oraninin, saglikli
kisilere gore hemen hemen iki kat arttign bulunmustur. Bu kisilerde
biyolojik yaslanmanin dulizensiz olmasi, kismen immun bozukluk ve
immun sistemin erken yaslanmasina bagli olabilir (44). DS’da temel
DNA tamir enzimlerinin seviyesi ve aktivitesi yasla 6zellikle de 13-25 ve
26’dan buyuk yas grubu arasinda distigt bulunmustur. Bu trizomi
217lerde gorulen hizli yaslanma semptomlar: icin sebeplerden biri
olabilir (39). Kromozomal frajil bélgeler hastaliklar ya da yaslanma icin
onemli genetik boélgelerdir. Frajil bélge 6p21 sadece yashi DS’lu
bireylerde gbézlenmistir. Burada bulunan gen kromozomal degisikliklerle
ilgili olabilir ve DS’in yaslanma islevinin primer mekanizmas:1 olabilir
(35). Alzheimer hastaligi (AD)'nin ve normal yashlarin karakteristik
ozelligi norotik plakalarda ve serebrelde amiloid proteinlerin

depolanmasidir. Amyloid [ proteini (AB), Amyloid Precursor Protein
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(APP)nin buytuk bir parcast olarak sentezlenir. Membranla ilgili
glikoprotein olan APP haberci proteindir. APPyi kodlayan gen
21.kromozom TUzerinde bulunur. Beyinde APPnin roli henuz
acitklanmamasina ragmen, serin proteaz inhibitéri olarak fonksiyon
gosterir. APP’nin asir1 Uretimi ya da islevindeki hata Af’nin asin
Uretimine neden olur. Sonucta amiloid plaklarinda depolanma ve
norotoksisite olusur. APP’deki bu artis DS’da erken yaslanmaya sebep
olabilir (45). DS’lu bireylerde AD’nin baslamasi genel populasyondaki
yash bireylere goére 207 yaslar olarak bilinir. 40 yasina kadar hemen
hemen tim DS’lu bireyler noéropatolojik degisikliklere beyinlerinde
noérotik plaklara ve AP protein depolarina sahip olurlar (36). Yapilan bir
calismaya gore, yas ortalamasi 28.7 olan DSlu hastalarin
lenfositlerinde, APP’nin icerigi, yas ortalamasi 28.3 olan gen¢ saglikli
gruba gbére oldukca yuiksek bulunmustur (45). Alzheimer tipi
noropatolojinin gelismesi DS’lu erkeklerde kadinlara gére daha erken
yaslarda baslar ve AD’nin gelismesinin daha fazla oldugu gosterilmistir.
Normal poptilasyonda ise ADnin siklig1 erkeklere gére kadinlarda daha
yuksektir. Telomer uzunlugu normal somatik htuicrelerin cogalmasinda
bir biomarker oldugu icin, DS’lu bireylerin l6kositlerinde telomer kaybi
normal populasyonla kiyaslandiginda hizlanmistir ve bu DS’lularda
erken yaslanmay: yansitabilir (36). Insanlarda CuZnSOD enzimi (SOD-
1) kromozom 21 Ulizerinde 21g22 boélgesinde bulunan bir gen tarafindan
kodlanir. SOD-1’in goérevi hidrojen peroksit olusturmaktir. DSlularda
Uc kopyasi bulunan bu segment mental retardasyon, erken yaslanma ve
Alzheimer tipi sinirsel patolojinin gelismesine katkida bulunabilir ya da
sorumlu olabilir. Bu hipotezi test etmek icin insan CuZnSOD genini
tasiyan transgenik fare gelistirilmis ve SOD-1 aktivitesinin dolayisiyla
da lipit peroksidaz seviyesinin transgenik farelerin beyinlerinde
kontrollere gore yuksek oldugu bulunmustur. Bu sonuclara gore,
CuZnSOD geninin dozaj etkisi DS’lu hastalarin beyinlerinde gelisen hizli

erken yaslanma patogenezinde rol oynayabilir (46).
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1983-1997 yillarin1 kapsayan bir calismada , DS’lularin yas ortalamasi
1983 yilinda 25 iken, 1997’de 49’a yukselmistir (33). DS’u genellikle
erken O6lime yol acmasina ragmen tibbin ilerlemesi ve bu insanlarin
bakimi icin iyi planlanmis saglik ydnetimleri ile DS in yasam oOmru

onemli 6lctide uzatabilmistir (44).
2.18.FLOW SITOMETRI

Ilk kez 1934 yilinda Moldaven tarafindan bir akim icindeki beyaz
kuirelerin fotoelektrik yontemlerle sayilmasindan sonra, flow sitometri
teknikleri gelistirilmis, modern tipta vazgecilmez tani yéntemlerinden

biri olmustur.

1965’te bilgisayar yardimiyla multiparametrik incelemeler yapilmaya
baslanmis, lazer i1sinlarinin yardimiyla cihazlar gelistirilerek, 19701

yillarda immtuinoloji laboratuarlarinin bir parcas: haline gelmistir.

Gunumuzde flow stometri, immuinoloji, patoloji, genetik gibi bircok
bilim dalinda rutin ve arastirma amach olarak kullanilan, tani, izlem ve
prognoz tahmini acisindan nesnel ve yinelenebilen bilgiler tireten bir

yontem olarak guincelligi artmaktadir (47).

2.18.1.Calisma Ilkesi

Flow sitometri cok karmasik bir alettir, birbiriyle iligkili dért ana bélim
olmak tizere bircok sistemin birlesmesinden olusmustur (Sekil 2.1) (48).

Bunlar ;

1. Ornegi toplayici ve tasiyic sistem

2. Akis sistemi (sheath fluid)

3. Isik kaynagi (lazer kaynag)

4. Silindirik filtreler

5. Odaklama aynalari

6. Sinyal dedoktorleri (optik ve elektrik sinyal)
7

. Bilgisayar (veri toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve analiz).
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Sekil 2.1.Flow sitometri birbiriyle iliskili dért ana béliimden olusur.

Stuspansiyon haline getirilmis ve isaretlenmis olan htucreler hava
basinci ile sheat fluid icinden gecirilir. Sheat fluid icindeki sivinin akisi
cok hizli oldugundan bir basin¢ olusturur ve bu basingla huicreler
camdan yapilmis akis kabinine (flow chamber) gelir. Bu kabinin
geometrik sekli ve sivinin laminar akisi, hiicrelerin tek bir sira halinde
gecisini saglar ve tek sira halindeki hiicreler lazer 15181 icinden gecerek
goérunur hala gelirler.

Lazer kaynagi olarak argon iyonu, kripton, helyum-neon ya da helyum-
kadmiyum kullanilir. Isaretlemede kullanilan problar lazer is1g1 ile
aktive olduklarindan 1sin yayarlar ve bu sayede tespit edilebilirler.
Genelde lazer kaynagi olarak argon iyon lambasi kullanilir. 488 nm
dalga boyundadir. Propidyum iyodid (PI), etidyum bromur (EB), akridin
oranj (AO) 488 nm’de aktive olurlar. Fakat bunlarin emisyonlar:
farklidir (30) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Propidium iodide (PI), ethidiom bromid (EB), akridin oranj (AO)
ve floresan izotiyosiyanat (FITC)in 488 nm’deki emisyonlar:

Boya Substrat Laserle uyarilma | Emisyon dagilimi
AO DNA 488 nm 510-530
AO RNA 488 nm 590-640
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ED DNA, RNA 488 nm 550-640
PI DNA, RNA 488 nm 550-640
FITC Protein 488 nm 510-530

Hucreye bagh florokrom, lazer i1sig1 ile aktiflesir ve bu enerjiyle 1s1n
yayar. Bu yayilan 15181n yogunluguna goére hiicre boyutu, icyapisi, ylizey
morfolojisi ve hiicrelerin canliligi hakkinda bilgi edinilir.

Aktiflesme sonucu aciga cikan flioresan, fotodiadlara toplanir, 1sik

yayan (photo multiply) tiplerle (PMT) elektrik sinyaline cevrilerek

amplifiye edilir ve sonuclar bilgisayara iletilir (47, 48).
Flow sitometri 6lciimutnde kullanilan 3 parametre vardir (48). Bunlar :

1. Onden Sacilim (Forward Angle Light Scatter=FALS=FS) : Onden

sacilimi saglar. Huicre boyutunu, buyukligini gosterir.

2. Yandan Sacilim (Right Angle Light Scatter=RALS=SS) : Yandan

sacilimi saglar ve hlicrenin granularitesini, icyapisini goésterir.

3. Flioresans (F=FL1,FL2,FL3) : Fluoresans: gosterir. 488 nm de
uyarilirlar. FL1 (520 mn) yesil, FL2 (530 nm) turuncu, FL3 (>600
nm) kirmizi rengi gosterir.

Bu parametreler kullanilarak bir stspansiyon icindeki htcrelerin

buyuklukleri, parcaciklar1 (granulariteleri) ve tasidiklar1 flioresan

isaretler ayni anda degerlendirilir.

FS/SS histogrami ile hiicre suspansiyonundaki farkli populasyonlar

birbirinden ayrilabilir. Ornegin periferik kanda lenfositler ktictiktiir ve

az granularite gosterirler, monositler orta buyuluktedir ve orta
granularite goOsterirken, granulositler ise daha buyuk ve daha fazla

granulariteye sahiptir (47).
2.18.2.Yontem

Flow sitometri calismasinin asamalar: sunlardir (47, 48) :

1. Hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi: Olciim icin hticrelerin
mutlaka suspanse halde olmasi gerekir. Kan, kemik iligi, beyin omurilik
swvist (BOS), idrar gibi dogal olarak suspansiyon haldeki hucreler
genellikle dogrudan kullanilir. Fikse edilmis ve parafine gémulmus
doku oOrneklerinin ise parcalanarak suspansiyon haline getirilmesi

gerekmektedir
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2. Hiicrelerin isaretlenmesi: Hucreler, izolasyondan ve saf eldesinden
sonra bir veya daha fazla flioresan isaretli monoklonal antikorlarla
konjuge edilir. Flioresan bagli bu monoklonal antikorlara prob denir.
Hastaligin teshisi hangi hiicre poptlasyonu ile calisilacagini gésterir ve
o hastaliga 6zgtin problar kullanilir. Birden fazla monoklonal antikor
kullanildiginda ayni1 dalga boyunda uyarilan fakat farkli dalga
boylarinda 1siyan flioresan boyalarla isaretli olmasi gerekir. Bu amacla
genellikle FITC (flioresan izotiyosiyanat: yesil) ve PE (fikoeritrin: kirmizi)
flioresan boyalar kullanilir. Farkli flGoresan isaretli boyalarin

kullanilmas1 ayni1 anda iki farkli parametrenin tayinine olanak saglar.

Hucre isaretleme her zaman yuzeydeki antijene 6zgli monoklonal
antikorlarla olmaz. Canliligi etkilemeksizin huicre zari gecirgen hale
getirilerek huicre icine giren DNA ve RNA ya baglanan flioresan boyalar
kullanilabilir. Ornegin akridin oranj ayni anda hem DNA’ y1 hem de
RNA’y1 boyayarak hiicrenin DNA ve RNA icerigi 6lcebilir.

3. Veri toplama ve degerlendirme: Veriler nokta dagilimi grafiklerinde

ve histogramlarda toplanir. FS/SS histograminda hticre poptilasyonunu
secerken kapilama islemi kullanilir. Ornegin bir kan &rneginde
lenfositler secildikten sonra CD4 ve CD8 oranlar1 saptanabilir.
Histogramlarda hticre sayisina karsi hticrelerin buyukltuk grantlarite ve

flioresan boya alma siddetleri ayr1 ayr1 incelenebilir.
2.18.3.Flow Sitometrinin Kullanim Nedenleri

1. Kantitatif tek hucre seviyesinde hizli, ve cok parametreli analiz
imkani saglamasi,

2. Hucre alt gruplarinin sayisal ve yapisal farklilasmasinda
kullanilabilmesi,

3. Hucreleri fonksiyonel, biyokimyasal, morfolojik veya sitogenetik
karakterizasyonuna ek olarak hiicre alt gruplarinin

siniflandirilmasina olanak saglamasi.
2.18.4.Flow Sitometrinin Kullanim Alanlar1

Flow stometri sistemi, sUspansiyon halindeki htcrelerde yuzey

antijenlerinin belirlenmesi, B htuicreleri ile T hiicre alt gruplarinin tayini
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l6semi ve lenfoma tiplemesi DNA, RNA analizi gibi bircok konuda

kullanilmaktadir.

Heterojen hiicre poptilasyonlarinin tanimlanmasi,
Huicre buyukligl ve grantlarite (parcaciklar),
Hicre ici ve ylizey antijenlerinin saptanmasi,
DNA icerigi,

RNA icerigi,

Sitokin tayini ve NK aktivitesi 6lcim,

Notrofil fonksiyonlari-fagositoz tayini,

Apopitosis 6lcim1,

0 P Nk Db

Trombosit tayini.

Bunlardan immiuinfenotipleme en cok calisilan konudur. Immiuinfenotip-
leme, hucre yuzeyinde ifade olan antijen molekullerine kars:t 6zgliin
antikor kullanilarak hucrelerin tanimlanmasidir. Losemi ve lenfoma
immunfenotiplemesinde yaygin olarak kullanilir. Bdéylece hastaligin

tanisi ve tedavisi hakkinda bilgi edinilmektedir.

DNA'ya 6zgli boyalar kullanilarak flow sitometride bir tek hticrenin DNA
icerigini ve hucrenin cogalma aktivitesini 6lcmek muUmkundir. Bu
nedenle flow stometri kemoterapinin duizenlenmesinde buyuk 6neme

sahiptir.

DNA analizi sonucu iki tip bilgi edinilir;

1. Go ve G fazinda bulunan hticrelerin DNA icerikleri,
2. Hucre dongusunun fazlan tespit edilebilir.
2.18.5.Flow Sitometri ve RNA Calismalari

Hucre metabolizmasi, hucrenin spesifik fonksiyonlar: ile ilgili 6zel
gereksinimler kadar, temel ihtiyaclara karsi hicreyi ayarlamak

amaciyla da duzenlenir. Bu duizen cogunlukla proteinlerle iliskilidir,
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proteinler genlerin ifadesi olarak degerlendirilir. DNA ve proteinler
arasindaki baglanti, transkripsiyon Urtiinud olan RNA ile, translasyon
icin gerekli olan matriksle ve bu ise karisan cok sayida duzenleyici

basamaklarla saglanir (49).

RNA iki farkli bakis acisindan calisilmaktadir (49) :
Birincisi, total RNA global hiicre metabolizmasini yansittig: icin calisilir

Ikincisi, genlerin ifadelenmesinin karsiligi olan genler hakkinda bilgi

verdigi icin spesifik mRNA tizerine ¢calismalar yogunlasmaistir.

Cogu htucre tipinde htuicresel total RNA'nin yaklasik % 80’nini rRNA’lar
olusturur, kalan RNAnin cogunu tRNA’lar ve total RNAnin mindr
kismini da mRNA’lar olusturur. Total RNA’nin icerigi bu ylizden aslinda
her bir hucrenin ribozom sayisinin bir goéstergesidir ve hucrenin
potansiyel translasyonunu yansitir. Daha c¢ok o6nclil-rRNA’lar olan
nukleer RNA’lar ayni zamanda huicrenin protein sentez kapasitesi ile
ilgilidir ve bunlarin artmas: sitoplazmada ribozomal mekanizmanin
olusmasina cogunlukla énculiik eder. Boylece ya tam huicrenin ya da
izole edilen cekirdegin RNA degerinin 6lcimu huicrenin translasyon
kapasitesinin bir isaretidir. Her bir huicrenin RNA icerigi arasindaki

farkliliklar iki olaya baghdir (30)=

1. Doku tipine ya da translasyon aktivitesinin seviyesi ile ilgili hticre
farlilasmasina baglidir. Dokuya 6zgli protein Ureten hticreler (plazma
hicreleri ya da néronlar), protein Urettigi ya da salgiladigi bilinen
hicreler genellikle ytuksek RNA icerigi ile tanimlanir. Bu olaylarda

hiuicresel RNA icerigi farklilasmis huicrelerin fenotipini yansitir.

2. RNA icerigindeki degisikligin ikinci sebebi hiicre cogalmasiyla ilgilidir.
Boéltinen hucrelerde hiicre déongisu sirasinda ribozomlarin sayisi dahil
hiicre 6geleri iki kat artar. Hucre dongisu boyunca ilerleme huicresel
RNA icerigindeki artisla ilgilidir ve RNA icerigindeki artig huicrenin

cogalmasi ile orantilidir. Huicresel RNA icerigi bu ylUzden htcre
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doéngusiinde hiicre olgunlagsmasini yansitir, yani hticrelerin erken ve gec
G1 fazlarini1 ayirt etmeye izin verir. Hlicre buyumesi sirasinda hucre
genisligi (ribozomlarin sayisi) ve cogalma orani iki katina ciktigr icin

RNA bu ylizden ayni zamanda huicre cogalmasinin dolayl bir isaretidir.

Hucre doéngustinden cikan hucreler (Go evresinde) hucre doéngusu
sirasindaki ribozomlardan ortalama 5-10 kat daha az ribozom icerirler.
Boylece RNA icerigindeki farkliliklar hticre doénglisiine girmeyen
hiuicrelerin tanimlanmasini saglar ve hiicrelerin mitojenik uyarilmasinda
belirleyici olarak kullanilabilir. Bu simdiye kadar kullanilan RNA

metodunun en yaygin uygulama alanidir.

Huicresel RNA oOl¢ctimleri klinik onkolojide birka¢c uygulamada kullanilir
Tuamor htucrelerinde RNA iceriginin bazi kanser cesitlerini belirlemede
bir isaret oldugu go6sterilmistir. CUnkt timoér olusumu, kontrolsiiz
hiicre cogalmasinin ya da hucre faklilasmasindaki bozuklugun bir
sonucudur. Bu olaylar hiicresel RNA icerigi ile ilgilidir. Ayn1 zamanda
yaygin olarak bilinir ki, niikleolar aktivitenin tiim isaretleri yani éncul-
rRNA’nin senteziyle ilgili aktivite timorlerde belirleyici bir degerdir.
Cogu anti-timoér ilaglar hticre dongusine 6zgl oldugu icin, hucresel
RNA icerigi ayni zamanda boyle ilaclara karsi timoér hucrelerinin
duyarhligini gésterir. Ayrica anti-tiimor ilaclarla etkilestirilen hticrelerin
dengesiz buyUmesi, ilaca karsi htlicrenin cevabi, hiicre 6lUmunt ve
iyilesmesini gbdsteren bir faktdér olarak RNA iceriginin Ol¢ciimlerinden

tahmin edilebilir (30).

Genelde RNA, cogu timor hastaliklarinin tani ve teshisinde kullanmak
icin 1ilgin¢ bir parametre olarak go6sterilmistir. Bu genis klinik
uygulamalarin yani sira RNA veya DNA o6l¢cimleri bircok temel

calismalar icin de kullanilabilir (49).
RNA icerigini 6l¢cmek icin kullanilan en yaygin boya AO’dir (50, 51).

2.18.6.Akridin Oranj (AO)
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Flow  stometri kullanilarak  yapilan RNA
calismalarinin cogunlugu AO’1n fliloresan
ozelligine dayanir. AO’1n oOzelligi, cift veya tek
zincirli niikleik asitlere baglandigi zaman
absorbsiyonu ve emisyonunun degisiklik
gostermesidir. Boyanin emisyon ve absorbsiyon
spektrumundaki degisme metokromazi adini alir
ve bu yizden AO metakromatik florokrom bir
boyadir.

AO’1n metakromatik ozelliginden dolay: niikleik
asitlerin konformasyo-nunu ve icerigini

belirlemede yaygin bir prob olarak kullanilir.

AO’1n maksimum absorbsiyonu yaklasik 455-490 nm’dir. 488 nm argon
iyon lazeri uyarilmada kullanilan en yaygin dalga boyudur. Merkur ya
da ksenon lambalariyla aydinlatilan aletlerde uyarici mavi filtre

kullanilir (30, 49).

AO cift zincirli ntikleik asitlere interkalasyon (araya girme)’la baglanir ve
mavi 1sikla uyarildigi zaman yesil flioresan verir, maksimum emisyonu
530 nm’dir. Tek zincirli ntikleik asitlerle etkilesimi komplekstir ve cok
basamakli bir stUrectir. Komsu bazlar arasina AO’in girmesiyle baslar,
bu katyonik boya polimer nétralizasyonunu olusturur, daha sonra
yogunlagsma ve c¢Okelme olur. Yogunlasan uUrtinun parlakligi (1s181)
kirmizidir ve emisyonu da 640 nm’dir Sonucta hucrelerin DNA icerigi

yesil flioresanda, RNA icerigi de kirmizi flioresanda 6l¢ulebilir (30, 49).

Hucrelerde rRNA ve tRNA’nin buyuk bir kismi cift zincirli halde
bulunur. Bu yluzden AO’la DNA ve RNAmnin farkli boyanmasini
saglamak icin, DNA'nin cift zincirli yapisinin korunacag: sartlar altinda

secici denaturasyon yapilmasi gereklidir (30, 49). Parcalayici ajan
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EDTA’nin varliginda AO’la hucrelerin muamelesi, secici olarak cift
zincirli RNA'nin denaturasyonuna neden olur. Kararlh olan cift zincirli
RNA’nmin ribozomlarda RNA-protein birlesiminin kirilmasiyla, EDTA cift
zincirli RNAmin denaturasyonunu baslatir. AO’n secici RNA
denaturasyon 6zelligi, tek zincirli DNA’ya gore tek zincirli RNA'ya daha

yuksek afiniteyle baglanmasindan dolayidir (30).

AO’la hucre boyamasi, nispeten yuksek iyonik kuvvetli tuz
solisyonlarinda yapilir, ve AO’n nukleik asitlere baglanmasinda

elektrostatik elemanlarin 6nemi vardir (30).

Secici RNA denatiirasyonu kuvvetli iyonik soliisyonda ve boyanin sinirh
bir konsantrasyonunda gerceklesir. Duistik AO konsantrasyonu
tamamen RNA’y1 denatlire etmez, sonucta disik AO konsantrasyonu
hem DNA’y1i hem de RNA’y1 yesile boyar. Yiuksek konsantrasyonu ise
DNA’nin denaturasyonuna yol acabilir. Hem RNA hem de DNA kirmiziya
boyanabilir. Bu ytizden AO flow sitometride kullanilan boyalarin tersine
cok siki ve zor sartlar gerektirir. Ozellikle de boya konsantrasyonu ve

boya sollisyonunun iyonik kuvveti 6nemlidir (30).

Simdiye kadar AO RNA icerigini 6lcmek icin en yaygin kullanilan boya
olmustur. Buna ragmen alternatif boya prosedurleri vardir. Tiyoflavin T,
Tiyazole Oranj retikulosit analizlerini goértintilemek icin kullanilir.
Pironin Y (PY) retikuilositin otomatik sayimi icin de kullanilir, ama PY
cift zincirli RNA’ya 6zgidur ve ayni zamanda RNA iceriginin analizi i¢in
metilen-yesili gibi diger boyalarla ya da fikse edilmeyen huicrelerde DNA
ya da RNA analizi icin Hoést 33342 ile birlikte kullanilir (49). AO’la
boyamanin avantaji cesitli hiicre tipine ve olgunlasma durumuna gore
degisen RNA’nin tam miktarini 6l¢cmeye yardim eder (52). AO’la boyama
metodu hucre doénglist boyunca (Gi, S, G2+M )uyarilan hitcrelerin

durumunu analiz etmeyi de saglar (50).



3. GEREC VE YONTEM

3.1.GERECLER

Demirbas Malzemeler

Flow Sitometri (Coulter, EPICS XL)

Laminar air flow kabin (N Class II, Crouzet CH 48 G)
Ettiv (Heto/Cell Hause 200)

Santriftij (Jouan C 312)

Hassas terazi (Kern S2000)

Otomatik pipet

Mikroskop (Olympus model CHK)

Derin dondurucu

Buzdolab:

0 e N ok b=

10. pH metre
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Sarf Malzemeler

1. 50 ml’lik polisitren steril kultur flask: (Greiner flask 690160)

2. Dereceli Ustten kapakli 17x17ml’lik 10 ml steril Polisitren steril
tip (Greiner 184261)

3. Dereceli Ustten kapakli 12x75ml’lik 5 ml steril Polipropilen ttp
(Greiner 115261)

4 Toma lami

5 Ozel pipet

6 RNA izolasyon kiti (High pure RNA izolasyon kiti)

7. Periferal Blood medyum ( Sigma P 2602)

8 RPMI 1640 medyum (Sigma, r 0883)

9 Fikol-Histopak (Sigma 1077-1)

10.  Akridin Oranj ( Merck 1333)

11. DNAaz-I (Sigma)

12. RNAaz-A (Amresco)

13. Triton X-100 (Sigma T 9284)

14. HCI (Merck)

15. NaHPO4.H20 (Merck)

16. Sitrik asit (Horasan Kimya)

17. NaCl (Merck)

18. NazEDTA (Merck)

19. KCI (Merck)

20. KH2PO4 (Merck)

21. MgClz (Merck)

22. Glasial asetik asit (Merck)

23. Aktinomisin-D (Cosmogen flakon, 0.5 mg Aktinomisin D)

24. 5 mllik ampullerde steril distile su

25. Distile su

26. Izoton (Coulter Izoton 2)

27. Klenz solusyonu (Coulter Clenz)

28. Enjektoér

29. Camasir suyu (Aslan)
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3.2.YONTEM
3.2.1.Hastalar ve Kontrol Gruplari

Calisma icin, yaslart 0-27 arasinda olan ,38 Down sendromlu (DS) ve
28 saglkli kisi kullanilmistir. DSTu hastalar Ozel Egitim ve
Rehabilitasyon merkezlerinden ve Erciyes Universitesi Tip Faktltesi
Pediatri Polikliniginden toplanmistir. DS disinda baska bir genetik
anomaliye sahip olmayan ve herhangi bir ila¢ kullanmayan hastalarda
calisilmistir. Kontrol olarak normal diploid kromozoma sahip olan ve
klinik acidan saglkli olan herhangi bir ila¢ kullanmayan kisiler
kullanilmistir. Hasta ve kontrol 6rneklerimiz 12-27 yas arasi (yetiskin
grup) ve 0-10 yas arasi (cocuk grup) olmak uzere iki gruba ayrilmistir.
12-27 yas grubundal2 DSTu hasta ve 8 saglikli kiside, 0-10 yas
grubunda ise 26 DS’lu hasta ve 20 saglikl kiside calisilmistir. 0-11
aylik olan bebekler O yas olarak kabul edilmistir. Cocuk grubunda olan
26 DS’lu hastanin 247 klasik tip trizomi 21 karyotipine sahipken, iki
kisi translokasyon tipi kromozom 21’e sahiptir [46, XX der
(14;21)(q10q10)+21 ve 46, XY der (14;21) (q10ql0)+21]tir. Yetiskin
grubunda bulunan tim hastalarin klasik tip trizomi 21 (47, XX+21 ve
47, XX+21)’e sahiptir. Yetiskin grubunda bulunan DS’lulardan 1 kiz ve
111 erkek, cocuk grubunda bulunan DS’larin 137 kiz ve 130 erkektir.
Saglikli kisilerin ise yetiskin grubu 4 erkek ve 4 kiz, cocuk grubu 10

erkek ve 10 kizdan olusmaktadir.
3.2.2.Kullanilan Soliisyonlar

Akridin Oranj (AO) stok soliisyonu: 1mg/ml
10 mg AO

10 ml  ditile su

Cozelti kanstirildi ve aliminyum-folye ile sarilarak buzdolabinda

+4°C’de sakland1 (51, S3).
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Permabilizasyon Soliisyonu pH:1.2 (Soliisyon A)

0.1 ml Triton X-100 (son konsantrasyonu % 0.1)

8 ml 1N HCI (son konsantrasyonu 0.08 N)

0.877 g NaCl (son konsantrasyonu 0.15 N)

100 mlye distile su ile tamamlandi. Aliminyum-folye ile sarilarak

buzdolabinda +4°C’de sakland: (51, 53).
AO Boyama Soliisyonu pH:6.0 (Soliisyon B)

37 ml 0.1M sitrik asit

63 ml 0.2 M NaxHPO4

0.877 g NaCl (son konsantrasyonu 0.15 M)

34 mg disodyum EDTA (son konsantrasyonu 1mM)

0.6 ml stok AO (20 uM)

Aliminyum-folye ile sarilarak buzdolabinda +4°C’ de sakland: (51, 53).

2 mM MgCl.’lii Fosfat Cozelti Soliisyonu pH: 7.2-7.4 (2 mM MgCl>-PBS)

8¢g NaCl

0.2 g KCI

1.44 g NaoHPO4.2H20

0.2 g KH2PO4

1000 mlye distile su ile tamamlandi. PBS’in her bir litresine 4.9 M
MgClo’den 0.408 ml ilave edildi. Buzdolabinda +4°C’ de saklandi (51).

DNAaz Soliisyonu pH:5.5

10 mg DNAaz
1000 pl 2 mM MgCl2-PBS

RNAaz Soliisyonu pH:8.0

2 mg RNAaz
200 ul 2 mM MgCl>-PBS

Lokosit saymak icin kullanilan soliisyon:

3 ml glasial asetik asit

97 ml distile su
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3.2.3.Yontemin Olgunlasmasi icin Yapilan Denemeler

AO Konsantrasyonunun Belirlenmesi : 10 uM, 20 uM, 30 uM ve 40 uM
olmak tUuzere 4 farkli konsantrasyonda AO iceren 4 tane boyama
solisyonu hazirlandi. Saglikli bir kisinin kan 6rneginin l6kositleri izole
edildikten sonra sifirinci zamanda (in vivo) 4 farkli konsantrasyondaki
boya soltisyonu kullanilarak hiicreler boyand: ve flow sitometride 6l¢cim
yapildi. Sonuclara gére hem FL3=620 nm hem de FL3=640 nm’de en iyi

konsantrasyonun 20 uM AO olduguna karar verildi.

Hiicrelerin DNAaz-I ile Etkilestirilmesi : Hucrelerin DNaz’la
etkilestirilmesi literatiir dogrultusunda uyguland: (30). Iki tip
hazirlandi. Tuplerden biri kontrol olarak kullanildi, digeri DNAaz-I'le
etkilestirildi. Etkilestirmek icin asagidaki yontem uygulanda.

Uygulanan yéntem=

200 pl hicre stispansiyonu (16kosit)

400 pl Soltisyon A eklendi.

500 pl AO icermeyen boyasiz soltisyon B eklendi.

500 pl MgCl2-PBS eklendi.

200 pl DNAaz soltisyonu eklendi.

Oda sicakliginda 30' bekletildi.

900 rpm’de S' santrif(ij yapildi, tist kisim tamamen atildi.

Uzerine 200 pl MgClz-PBS, 400 pl Soliisyon A eklendi ve 15 saniye
bekletildikten sonra 1200 pul Soltisyon B eklendi.

® N o kb=

9. 2'sonra flow sitometri de 6lctiim yapilda.

Kontrol tupa icin islemler aynen uygulandi. Sadece 5. basamaktaki

DNAaz soltiisyonu eklenmeyip, onun yerine 200 pl MgCl2-PBS eklendi

Hiicrelerin RNAaz-A ile Etkilestirilmesi : Iki tip hazirlandi.
Tuplerden biri kontrol olarak kullanildi, digerine RNAaz-A eklendi (30).

Bunun icin asagidaki yontem uygulandai.
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Uygulanan yéntem:
1. 100 pl hiicre stispansiyonu (l6kosit)
400 pl Soltisyon A eklendi
1200 pl Soltisyon B eklendi
100 pl RNAaz A soltisyonu eklendi

a & L b

Tam soltisyonlar eklendikten sonra tip yavasca alt ust edildi ve
30' oda sicakliginda (24-25°C) bekletildi

6. Sonra flow sitometride 6lciim yapildi.

Kontrol tipu icin islemler aynen uygulandi. Sadece 4. basamaktaki

RNaz-A soltisyonu eklenmeyip, onun yerine 100 pl MgCl,-PBS eklendi.

Spektrofotometrede RNA Olciimii : Saglkli bir kisiden kan alinarak
l6kositleri izole edildi ve 24, 48 ve 72 saat inkube edildi. Kualttirden
sonra hucrelerin bir kismi flow sitometride 6lcim icin kullanildi. Bir
kisminin ise RNA’lar1 izole edildi ve icerikleri spektrofotometrede

slctld.

RNA izolasyonu :

[zolasyon icin High Pure RNA izolasyon kiti kullanildi.

2. 1x10% hiucre bulunan 200ul hiicre stspansiyonu Uzerine 400 ul
lizing soliisyonu ( guanidium hidroklorid ve triton X-100) eklendi

3. Bu karisim kolonlu bir tipe aktarildi ve 10.000 rpm’de 15-20 sn
santrifiij yapilda.

4. Daha sonra hticrelerin tizerine 10 ul DNAaz solisyonu ve 90 ul
inktibasyon soltisyonu eklendi ve 15' oda 1sisinda bekletildi.

5. Uzerine 500 ul yikama c¢ézeltisi (guanidium hidroklorid) eklendi ve
15 sn 10.000 rpm’de santriftij yapildi ve bu islem bir kez daha
yinelendi.

6. Sonra 500 ul yikama yikama c¢ozeltisi eklendi. 2 13.000 rpm’de
santrifij yapildi.

7. Hucreler toplandiktan sonra Uizerine 50 ul stizme c¢ozeltisi eklendi.
10.000 rpm’de 1' santrifiij yapildi ve RNA izole edilmis oldu.

8. Hemen 6lcuim yapilmayacaksa RNA -20 °C’de saklandi.
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Saglikli bir kiside kan alinarak l6kositleri izole edildi ve 24, 48 ve 72
saat inkube edildi. Kultirden sonra htucrelerin bir kismi flow
sitometride 6l¢im icin kullanildi. Bir kisminin ise RNA’lar1 yukaridaki
yonteme gore izole edildi ve icerikleri spektrofotometrede o6lctldu.
Olctim icin 10ul RNA alindi tUizerine 90 ul distile su eklendi ve
spektrofometrede 260 nm’de 6l¢ciim yapildi.

3.2.4.Kullanilan Yontem
A. Hiicre Kiiltiirii

1. 4 ml heparinli kan 1640 RPMI medyumla seyreltildi (seyrelti 1:1).

2. 4 ml fikol-histopak lizerine yayildi.

3. 1300 rpm’de 25' santrif(j edildi.

4. Lokosit tabakasi baska bir steril tipe alindi.

5. Uzerine hiicre stUspansiyonunun iki kati medyum (RPMI 1640)
eklendi.
900 rpm’de 10 dakika santriftij yapilarak yikandi.
Ust kistm atildi ve tUizerine baslangicta eklenen medyum miktar:
kadar yeniden medyum eklendi ve 6. basamakta yapilan santrifiij
islemi uygulandi.

8. 1ki kez yikama yapildiktan sonra dipte kalan hiicre stispansiyon-
unun Uzerine 500 pl medyum eklendi.

9. Suspansiyondaki hiicre sayisi toma laminda sayilarak belirlendi

10. Sml periferal blood medyum bulunan kulttir flasklarina ml'de
2x10% hticre bulunacak sekilde hiicre sispansiyonu ekildi (52).

11. Hucreler %5 CO2li ettivde 37 °C’de 72 saat inktibe edildi.

12. FHA ile uyarilan huicreler, 72 saatin sonunda kultirden cikarildi.

13. Hucreler flasktan enjektorle alinarak steril bir tipe aktarild:

14. 2mM MgCl. iceren PBS ile iki kez yikandi. Yikama icin
6.basamaktaki islem uygulandi.

15. Hucreler 500 pl 2 mM MgCl,'li PBS’te restispanse edildi.

16. Hucre stuspansiyonunun 200 pl’sinde 2x105 huicre olacak sekilde,

MgClo’Tta PBS’le seyreltildi.
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B. Hiicrelerin Boyanmasi

Fikse edilmemis htucrelerde calisildi ve bu hticrelerin RNA iceriklerini

O6lcmek icin uygun olan yéntem kullanild: (53-54) .

1. 200 pl (2x10° hticre) hiicre stispansiyonu 12x75mm’lik tipe transfer
edildi.

2. 400 pl solusyon A yavas yavas eklendi ve 15 saniye bekletildi.

3. 1200 pl soltisyon B yavas yavas eklendi.

4. 2 dakika sonra flow sitometrede 6lctildui.
C. Flow Stometride Olciim

AO’in maksimum absorbsiyonu yaklasik 455-490 nm’dir (30). AO
uyarilmasi icin tek lazerli 488 nm dalga boyunda argon iyon lambasi
kullanildi. Uyarilma sonucunda kirmizi flioresan emisyonu (Fe40, FL3)
RNA icerigini ve yesil flioresan emisyonu (Fszo, FL1) DNA icerigini
gosterir. Degerlendirme icin elde edilen verilerden FL1 (DNA) ve FL3

(RNA)Un mean X degerlerine bakilmistir.

Hucrelerin DNA ve RNA iceriklerinin es zamanli 6l¢ciimi i¢cin uygun bir
protokol hazirlandi. Olciimden énce “flow cek” (cihazin ayarlarinm
kontrol etmek icin kullanilan soltisyon) gecirilerek cihazin ayarlari
kontrol edildi. Daha sonra flow ¢cek temizleninceye kadar cihaz yikandi.
Yikama icin; 6nce cihazdan distile su gecirildi, “klenz” islemi (clenz
solisyonu kullanilarak cihazin, akisi saglayan hortumlarinin
yikanmasi) yapildi, daha sonra yeniden distile su gecirildi. Tikanikligi
acmak icin “prime” yapilir (akisi saglayan hortumlarin acilmasini
saglayan bir islemdir, izoton soliisyonu kullanilarak yapilir). Prime
hiicre 6lcimu sirasinda da htcrelerin akisini saglamak icin de yapilir.
Sonra hticrelerin 6lcimu yapildi. Her 6l¢tim icin 10.000 hticre gecirildi.
Olcim sonugclar1 cihaza kaydedildi. Olctimtin gtivenirliligi icin her bir

Ornekten iki ayr tip hazirlanarak iki kez 6l¢cim yapilmistir.



37

AO yapiskan bir boya oldugu icin gecirilen her tiipten sonra yukarda
anlatildigr gibi uzun bir stire yikama yapilmistir. Cihazin temizliginden
sonra Olcim yapilmistir. Cunkdl denemeler sonucunda cihazin

temizliginin 6lcim sonuclarin etkiledigi bulunmustur.
3.3. ISTATISTIKSEL YONTEM

DS’lu hasta ve kontrollerin RNA icerikleri arasindaki farklilig: test etmek
icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Yas ve RNA icerikleri arasindaki

iliskiyi test etmek icin lineer regresyon analizi kullanildi.



4. BULGULAR

Calismamizda DS’lu hasta ve kontrollerin mitojenle uyarilmis
lenfositlerindeki total RNA duizeyleri Flow stometri (FC) kullanilarak
Olcilmustir. Ancak, FC’de RNA 6lciim ydntemini daha énce Turkiye’de
hi¢c calisan bir merkez ya da kisi olmadigi icin ydntemi olgunlastirmaya
yonelik cok sayida calismalar yapilmistir. Birbirleriyle tutarli sonuclar
elde edinceye kadar cok sayida saglikli kisilerin kan 6érnekleri tizerinde
RNA o6lcimu yapilmistir. Ayrica, FC’de RNA o6lcimuinde 197071
yillardan beri bu konuda calismis, alaninda bilir kisi olan New York
Kanser Arastirma Merkezinde bulunan Prof. Z. Darzynkiewicz ile
strekli yazismalar yapildi ve Onerileri dogrultusunda yo6ntemde
duzeltmeler yapildi. FC sonuclarimizin dogru ve guvenilir oldugu
sonucuna varildiktan sonra, DS’lu hasta ve kontrollerin mitojenle

uyarilmis lenfositlerinde RNA 6l¢ctiimtUine baslanildi.
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4.1.ILK CALISMALARDAN ELDE EDILEN BULGULAR
A. Kiiltiir icin Yapilan Denemelerin Sonuclar:

Sonuc¢ 1: Calismanin kontrollil olmasi igin iki farkl saglikli kisiden kan

alinarak islemler yapilmistir.

1. 5 ml rutin olarak hazirlanmis medyum ( %25 fetal kalf serum, %2
FHA,penisilin/streptomisin ve L-glutamin iceren Ham’s F 10
medyum) iceren kultur tiptne 0.4 ml heparinli tam kan 6rnegi
ekildi ve 72 saatlik kultur yapildi.

2. Kultar sonrasi hucreler 3 mllik histopak uzerine yayildi ve

santrif(ij edildi.
Santrifiij sonrasi 16kositler izole edilemedi ve 6lctim yapilamada.

Sonuc¢ 2: Ik denememizde kuiltiir sonrasi 16kositleri ayristiramayinca
asagidaki calismanin yapilmasina karar verildi. Calismanin kontrolli

olmasi icin bes farkl saglikli kisiden kan alinarak islemler yapilda.

1. 20 mllik rutin olarak hazirlanmis medyum (Ham’s F 10 medyum
kullanilarak hazirlanmais) iceren kultiur flaskina 3 ml heparinli tam

kan 6rnegi ekildi ve 72 saatlik kulttr yapilda.

2. Kultar sonrasi hucreler 50 mllik tip icerisinde bulunan 12 ml

histopak tizerine yayildi ve 1600 rpm’de 30' santriftij yapildi

Izole olan lékositler PBSle 900 rpm’de 10' santriftij edilerek iki kez

yikandi ve Flow sitometride 6lcim yapilda.

Kulttir sonrasi lokositleri eritrositlerden tam olarak izole edebilmek icin
cesitli miktarlarda bulunan histopak Utizerine yayildi. En uygun ayirim
12 ml histopak kullanilarak elde edildi. Her bir histopak miktar: icin
ayni kisiden ayri ayri kultir yapildi. 72 saatlik kultir sonrasinda
hticrelerin RNA iceriklerinin artmasi beklenirken, sifirinci zamandaki
RNA icerigine gore azaldigi bulundu (Sifirinci saat F 620 Mean X= 268.1,
72. saat Feoo Mean X=237.5, Sekil 4.1, 4.2).
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Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 99.6 9958 1104 179.8 64.0 0.0 185 65.78 96.37
2 B B 98.7 9827 2644 2662  256.0 264.0 798 10.38 11.23

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max

3 CcC C 99.6 9825 268.1 265.1 263.0 245 5.75 176.0 1023.0
D D 99.6 9825 268.1 265.1 263.0 245 5.75 176.0 1023.0
4 F F 99.6 9827 268.1 265.1 263.0 245 5.75 164.0 1021.0
5 E E 994 9814 238.1 2387 239.0 301 5.26 172.0 1023.0
G G 99.5 9818 238.1 238.6 239.0 301 5.26 162.0 1023.0

Sekil 4.1. Saglikli bir kisinin sifirinci saatteki nispi RNA icerigi (FL3= 620)
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Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY

1 A A 91.3 8061 248.6 593.1 1008.0 1008.0 363 95.57 66.90

2 B B 892 7190 2350 217.0 264.0 248.0 120 52.36 54.58
Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 Cc C 99.1 8754 237.6 219.7 2650 78 3.93 34.0 1021.0
D D 99.1 8753 2375 219.7 2650 78 3.93 28.0 1019.0

4 F F 99.1 8754 237.6 219.7 2650 78 3.93 30.0 1021.0

5 E E 99.1 8754 1973 199.2  260.0 86 8.54 28.0 1019.0
G G 99.7 8804 1962 1984  260.0 86 5.84 28.0 1019.0

Sekil 4.2. Saglikli bir kisinin 72 saatlik total kan kultir sonrasi nispi RNA

iceriginin, sifirinci saate gbre artmasi gerekirken azaldigi bulundu (Mean X=237.5,
FL3= 620nm).
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Total kan kultirinden sonra hucrelerin RNA iceriginin azaldig:
bulununca izole edilmis l6kositlerin kultirintin yapilmasina karar
verildi ve gere¢ ve yontemde belirtilen (3.2.4’de A Hucre kultura) kaltur
yapilinca 72 saat sonra RNA iceriginin sifirinci saate gore arttig

bulunmustur ( 72. saat Fe2o Mean X=437.9, Sekil 4.3).
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Stats : Normalized Listgating : Disabled
Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 96.3 9631 4593 8182 1008.0 1008.0 1218 65.53 37.29
2 B B 86.0 8282 401.8 3849 312.0 312.0 77 40.64 39.12

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max

3 cC C 922 9215 4110 381.6 323.0 50 3.14 34.0 1021.0
D D 84.3 8427 4379 402.1 3230 50 3.14 176.0 1021.0
4 F F 922 9215 4110 381.6 323.0 50 3.14 34.0 1021.0
5 E E 954 9544 2850 283.6 292.0 108 4.46 20.0 1017.0
G G 76.7 7670 3259 2944  292.0 108 4.46 172.0 1019.0

Sekil 4.3. Saglikli bir kisinin 72 saatlik izole edilmis 16kosit kulttiri sonrasi nispi
RNA iceriginin sifirinci saate gore arttigi bulundu (Mean X=437.9, FL3= 620 nm).

B.Yontemin Ozgiinliigii icin Yapilan Ilk Calismalarin Sonuclar:
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Calismalarimizda dogru olarak RNA olctiigimuizden emin olmak icgin
hilicrelerimizi hem sifirinci saatte hem de 72 saatlik kultir sonrasi

DNAaz-1 ve RNAaz-A ile etkilestirildi.

DNAaz-I ile etkilestirme sonucunda :

Sifirinct saatte; FL1 530 nm fluoresantin (DNA’nin) % 97’si , FL3 620
nm fluoresantin (RNA’nin) %701 kayboldu.

72 saat sonrasi; FL1 530 nm fluoresantin (DNAnin) % 87’si, FL3 620
nm fluoresantin (RNA’nin) % 544 kayboldu.

RNAaz-A ile etkilestirme sonucunda :

Sifirinci saate; FL1 530 nm fluoresantin (DNAmin) % 53’4 , FL3 620 nm
fluoresantin (RNA’nin) % 49’u kayboldu.

72 saat sonrasi; FL1 530 nm fluoresantin (DNA’nin) % 601, FL3 620 nm
fluoresantin (RNAnin) % 57’si kayboldu.

Hucrelerin DNAaz-I ve RNAaz-A ile etkilestirilmesi sonucunda dogru
RNA o6lctulmedigine, DNA ve RNAnin birbiriyle 6rttisttigline karar verildi.
Cunkt RNAaz’la etkilestirilince DNA'nin azalmamasi gerekirken RNA ile
birlikte DNA da azaldi. Ayni sekilde DNAaz’la etkilestirme sonucunda da
hem RNA hem de DNA azaldi. Bu sonuclara gére cihazin filtresinin RNA
O0lcmek icin uygun olmadigi sonucuna varildi. Bu bulgulardan sonra
FL3=640 nm dalga boyunda olan Long Pass Filtre kullanilarak
calismalar yapildi.

4.2. FL3=640 nm DALGA BOYUNDA LONG PASS FILITRE
KULLANILARAK YAPILAN CALISMA SONUCLARI
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A. Hiicre Kiiltiirii icin Yapilan Calisma Sonuclar:

Sonuc 1. Kultire konulacak hticre sayisini belirlemek icin farkli sayida
hticre iceren iki kultir yapildi. Ayni1 saghkli kisinin kan 06rnegi
kullanilarak calisma yapild: Birinci kultire 5 ml’lik medyumun (Ham'’s
F10) ml’sinde 1x10°6 hticre (55) bulunacak sekilde, ikinci kulttire Sml’lik
medyumun (Ham’s F10) ml’sinde 2x10° (52) hiicre olacak sekilde ekim
yapiuldi. Sonucta RNA icerigi ikinci kulttirde yuksek bulundu ve bu
sayida huicrenin ekim yapilmasina karar verildi. (Birinci kultir Feso

Mean X= 130.6, ikinci kulttir Fe40 Mean X=160.7).

Sonu¢ 2. Ayni sartlar altinda ayni saghklh kisinin kan O6rnegi
kullanilarak 5 ml rutin olarak hazirlanmis medyum iceren (Ham’s F 10)
kultar flaskina ve 5 ml “periferal blood medyum” iceren kultir flaskina
ayr1 ayr1 ekim yapilmistir. 72 saatlik kulltiir sonrasinda periferal blood
medyuma ekilmis hticrelerde tiremenin daha iyi oldugu bulunmustur.
Cunku flow sitometrik Olcim sonrast RNA icerigi bu kultiurdeki
huicrelerde oldukca yuksek bulunmustur (Ham’s F10 Feso Mean
X=160.7, periferal blood medyum Feio Mean X=262.4, sirasiyla (Sekil
4.4., 4.5).

Sonu¢ 3. Kullanilan medyumlar arasinda fark oldugu bulundugundan
periferal blood medyum kullanilarak hem tam kan hem de izole edilen
lokositlerin 72 saatlik kulttirti yapildi. Ayrica filtre degistirildiginden,
acaba total kan kultirtinde RNA iceriginin azalmas: kullanilan
medyumdan mi ya da filtreden mi kaynaklanmaktadir? Bunu test
etmek icin, her iki kultir sonrasi hucrelerin RNA icerikleri o6l¢uldu.
Total kan kulttirti Feso Mean X=163.1, Izole 16kosit ktilttiri Feso Mean
X=285.8 olarak bulundu (Sekil 4.6, 4.7). Sonucun yinelenebilirligini test
etmek icin baska bir saglikl kisiden kan alinarak ayni islemler yapild:

ve benzer sonuclar elde edildi.
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Stats : Normalized

Listgating : Disabled

Hist Region % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
ID

1 A A 100 10000 4559 8753 10160 10160 1180 65.10 31.19
B B 742 7423 2440 2735 2400 264.0 264 30.82 28.24

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 Cc C 100 7423 1559 125.1 105.0 139 11.17 0.0 1022.0
D D 959 7117 160.7 1269 105.0 139 11.17 58.0 1023.0

4 F F 100 7423 1559 125.1 105.0 139 11.17 2.0 1023.0
5 E E 100 7423 2475 2453 2440 172 3.10 6.0 1023.0
G G 90.9 6749 261.7 2475 2440 172 3.10 150.0 1023.0

Sekil 4.4. Saglhkli bir kisinin Ham’s F10 kullanilarak yapilmis, 72 saatlik izole

edilmis 16kosit kalttrti sonrasi nispi RNA icerigi (Mean X=160.7, FL3= 640 nm).
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Stats : Normalized

Listgating : Disabled

Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 6855 971.6 1016.0 1016.0 2861 45.05 16.70
2 B B 67.7 6770 3064 334.6 72.0 96.0 71 42.12 38.69

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 cC C 100 6770  251.5 256.2 72.0 50 8.43 0.0 1022.0

D D 95.1 6439 2624 236.1 72.0 50 8.43 58.0 1021.0
4 F F 99.1 9912 2715 260.8 82.0 61 9.85 2.0 1021.0
5 E E 100 6770 310.0 2949 2750 47 7.23 6.0 1019.0
G G 88.6 6001 336.6 307.6 275.0 47 7.23 150.0 1021.0

Sekil 4.5. Saglikli bir kisinin

FL3=640 nm).

Peripheral blood medyum kullanilarak yapilmis 72
saatlik izole edilmis ld6kosit ktiltiirti sonrasi nispi RNA icerigi, Ham’s F10 kullanilarak
yapilan kulttrtin nispi RNA igerigine goére daha yuksek bulundu (Mean X=262.4,
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Stats : Normalized Listgating : Disabled
Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 322.1 8855 1016.0 1016.0 407 79.56 31.35
2 B B 79.1 7907 2209 2352 2320 264.0 142 38.63 41.60
Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 cC C 100 7907 149.3 1145 110.0 186 4.45 0.0 1022.0
D D 88.6 7003 163.1 1219 110.0 186 4.45 58.0 1023.0
4 F F 100 7907 149.3 1145 110.0 186 4.45 14.0 1023.0
5 E E 100 7907 2244 230.1 2320 165 541 2.0 1023.0
G G 859 6790 2464 2343 2320 165 541 124.0 1023.0

Sekil 4.6. Sagliklh bir kisinin 72 saatlik total kan kulttiri sonras: nispi RNA icerigi
(Mean X= 163.1, FL3= 640 nm).



48

s T ol il
o s (8 ul
5 " fu]
- i "'|-
v o
z ]
i i
4 o 21 |'|l
u'; «
7. o A1l 1
- e o 1
o s -
: % |
e ] 1% M
i 1 T * |
Wzl ] 1 'F 1] "
ofla i = = L i
T T T 1 I 102\
5] 1025 a 1023 u] 4
55 ONA RNA
4. B S b EIHE
[l 0 C oo
] il &l
1 ] 1
C C fid
3 3] rall
Q 3} =]
Q \V =]
E b’% 1 c bt
A - lepe] "
b o} 3 T =
1 1 ] [} 1 T
a 10&4 J n} 1024 u] 1024

RMA

Stats : Normalized

Listgating : Disabled

DMNA

Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 554.8 971.6 1016.0 1016.0 12172  51.66 17.94
2 B B 89.9 8992 257.1 304.1 216.0 264.0 266 37.74 35.09

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 CcC C 100 8992  281.2 2849 86.0 52 10.63 0.0 1022.0

D D 98.0 8815 285.8 288.1 86.0 52 10.63 66.0 1023.0
4 F F 963 8662 289.6 290.6 86.0 52 10.63 74.0 1019.0
5 E E 100 8992 260.6 2346  208.0 96 8.09 2.0 1023.0
G G 92.8 8341 2740 2393  208.0 96 8.09 124.0 1021.0

Sekil 4.7. Saglikli bir kisinin 72 saatlik izole edilmis 16kosit kiilttirti sonrasi nispi RNA
icerigi, 72 saatlik total kan kultirti sonrasi nispi RNA icerigine gore ytuksek bulundu
(Mean X=285.8, FL3= 640 nm).

Sonuc 4. Kultir zamanin belirlenmesi icin 5 farkh saglikli kisiden kan

Ornegi alinarak lokositleri izole edildi. Huicreler rutin olarak hazirlanmis

5 ml medium (Ham’s F 10) iceren kultur flaskina ekildi. 24, 48 ve 72

saatlik kulttr yapildi. Bu kultiirler sonucunda sifirinct zamana gore en

yuksek RNA icerigi 72. saatlik kultir sonrasinda bulundu. (Sifirinci
saat Fes0 Mean X=112.2, 24. saat Feso Mean X= 131.1, 48.saat Feso
Mean X=193.0, 72.saat Feso Mean X=287.1, sirasiyla (Sekil 4.8-4.11).
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Stats : Normalized Listgating : Disabled
Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 107.6 572.8  120.0 1016.0 221 64.47 60.43
2 B B 96.6 9662 2244 2534 2240 256.0 943 6.34 8.35

Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max

3 CcC C 100 9662 111.2 109.7 102.0 486 7.68 0.0 1022.0
D D 99.5 9614 1122 109.8  102.0 486 7.68 68.0 1023.0
4 F F 99.5 9614 1122 109.8  102.0 486 7.68 68.0 1019.0
5 E E 100 9662 2279 2279 2250 500 3.04 2.0 1023.0
G G 99.3 9598 2287 228.0 225.0 500 3.04 174.0 1021.0

Sekil 4.8. Saglkli bir kisinin sifirinci saatteki nispi RNA icerigi (Mean X=112.2,
FL3=640nm).
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Stats : Normalized Listgating : Disabled
Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 200.3 836.7 56.0 1016.0 323 101.04 37.97
2 B B 94.1 9409 174.1 204.7 80.0 104.0 858 40.14 36.61
Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 CcC C 100 9409 112.0 117.2 43.0 175 11.18 0.0 1022.0
D D 775 7290  131.1 125.6  121.0 142 10.19 58.0 1023.0
4 F F 72.8 6848 1354 1275 121.0 142 10.19 74.0 1023.0
5 E E 100 9409 177.6 2114 80.0 218 5.00 2.0 1023.0
G G 693 6518 218.6 2243  230.0 164 5.61 124.0 1023.0

Sekil 4.9. Saglikli bir kisinin 24 saatlik izole edilmis 16kosit kiilttirti sonrasi nispi RNA
icerigi sifirinci saate gore cok farkli bulunmadi (Mean X=131.1, FL3= 640 nm).
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Stats : Normalized Listgating : Disabled
Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY
1 A A 100 10000 354.6 904.1 10160 1016.0 702 83.79 28.02
2 B B 93.3 9334 2320 271.6 232.0 280.0 332 40.31 36.51
Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 cC C 100 9334 1823 1346 108.0 123 7.36 0.0 1022.0
D D 92.8 8662 193.0 143.1 108.0 123 7.36 74.0 1019.0
4 F F 88.9 8294 198.6 1485 108.0 123 7.36 74.0 1019.0
5 E E 100 9334 2354 2325 2400 162 4.70 2.0 1023.0
G G 87.9 8205 2554 236.4  240.0 162 4.70 124.0 1021.0

Sekil 4.10.

Saglikli bir kisinin 48 saatlik izole edilmis 16kosit ktltirii sonrasi nispi

RNA icerigi 24 saatlik kultir sonrasi RNA icerigine gore daha ytksek bulundu

(Mean X=193.0, FL3= 640 nm).
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Stats : Normalized

Listgating : Disabled

Hist Region ID % Count MnX MnY PkPosX PkPosY PkCnt FPCVX FPCVY

1 A A 100 10000 468.6 999.3 1016.0 1016.0 286 43.93 10.25

2 B B 93.6 9364 298.3 32777 240.0 280.0 171 35.99 33.30
Hist Region ID % Count MnX MdX PkPosX PkCnt HPCV Min Max
3 Cc C 100 9364 280.8 280.1 246.0 48 6.54 0.0 1022.0

D D 974 9123 287.1 2835 2460 48 6.54 58.0 1023.0

4 F F 100 9364 280.8 280.1  246.0 48 6.54 14.0 1023.0

5 E E 100 9364 3019 2720 2450 87 8.08 2.0 1023.0
G G 954 8931 3123 2769 2450 87 8.08 124.0 1023.0

Sekil 4.11. Saglikh bir kisinin 72 saatlik izole edilmis 16kosit kultliri sonrasi nispi

RNA icerigi, 24 ve 48 saatlik kultir sonrasi nispi RNA iceriklerine gére daha fazla

bulundu (Mean X=287.1, FL3= 640nm).

Sonucta 72 saatlik kultir yapmaya karar verildi Bu karardan sonra

metodun yinelenebilirligini kontrol etmek icin 5 ayr1 saglikli kisiden kan

dérnegi alinarak 72 saatlik kulttir sonrast RNA 6lciimui yapildi. Olctim

sonrasi RNA iceriklerinin birbirine uygun oldugu bulundu.
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Sonuc 5. Yedi DS’Tu ve iki saglikli kisinin 72 saatlik kultir sonrasi RNA
icerikleri flow sitometride olctildii. Sonuclara gore hasta ve saglikli
kisilerin RNA icerikleri arasinda fark olmadigi bulundu. Oysa daha
o6nceki calismamizda DS ve kontrollerin NOR proteinleri arasinda fark
bulunmustu. Acaba kultir yontemimiz farkli oldugu icin mi RNA’lar
arasinda fark bulunamadi ya da kontrollere gore DS’lu hastalarda daha
dustk cikti. Bunu test etmek icin yine saglikli bir kisiden kan alinarak
72 saatlik hem total kan kultirt hem de izole edilmis 16kosit kulturt
yapildi. 72. saatin sonunda rutin olarak kullanilan ¢ikarim islemleri
yapildi. Her iki kulttirden de preparat hazirlandi. NOR boyama yapildi
(56). Her iki kultiar icinde 100 interfaz hucresi, 6zel olarak yaptirilmis
bilgisayar programi ile ol¢uldt (1). Her iki kulttir arasinda NOR
proteinleri acisindan istatistiksel olarak fark bulunamad: (p>0.05). O
halde ayni kisinin total kan kulttira ile ayristirilmis lenfosit kdlturleri,
aynt NOR aktivitesini goéstermislerdir. Sonucta ayni uyarilmaya sahip

olmuslardir.

B. Yontemin Ozgiinliigiinii Test Etmek Icin Yapilan Deneme ve

Sonuclar

Kullanilan yéntemle dogru olarak RNA élcildiigiinden emin olmak igin
hicreler DNAaz-I, RNAaz-A ve Aktinomisin-D ile etkilestirildiler. Ayrica
ALL ve AML hastalarinin RNA icerikleri ile kontroliin RNA icerigi
karsilastirildi.

1. Hiicrelerin DNaz-I ile etkilestirilmesi

Hucrelerin DNaz’la etkilestirilmesi yontem gere¢ ve yontemde (3.2.3
Yoéntemin Olgunlasmas: Icin Yapilan Denemeler) belirtildigi sekilde
uygulandi. Iki tiip hazirlandi. Tiplerden biri kontrol olarak kullanildi,

digeri DNAaz-I'le muamele edildi.

Sonug¢: DNA (Fs30)'nin %92’si, RNA (Fes40 )’nin %7,2 ‘si kayboldu. DNaz-
Ile muamele sonucunda DNA’nin buyutk bir kisminin kaybolmasi
RNAnmin degismeden kalmasi metodumuzun RNA 6lcimu igin spesifik

(6zgul) oldugunu goéstermistir.
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2. Hiicrelerin RNAaz-A ile Etkilestirilmesi

Deneme 1. Enzimin calisma pH’sinin belirlemek icin fikse edilen
htuicrelerde calisildi. 3 farkli pH’larda (pH=7.2, pH=5.5, pH = 8.0)

hazirlanan RNAaz-A soltisyonlar: kullanildi.,

RNAaz-A'nin en etkin sekilde pH=8.0’da calistigi bulundu. (pH=8.0 de
RNAmin %49u, pH=7.2 de RNA'min % 334, pH= 5.5 de RNAnmin %

27’sinin azaldig1 bulunmustur).
Deneme 2. Hucreler 72 saatlik kultir sonrasi RNAaz-A ile etkilestirildi.

Sonucta RNAnmin %65’i, DNA'nin %56.830 kayboldu. 72 saatlik kultur
yapilan hucreler kultirden cikartilip bir gtin bekletildikten sonra RNaz
ile muamele edildiginde ise RNAnin %74.92’si, DNA’nin %57.86’s1 nin
kayboldugu bulunmustur.

Deneme 3. Fikse edilmis hucrelerde triton-X kullanmadan RNAaz’la
muamele yapmaya karar verildi. Fikse edilmis hucrelerin bulundugu
hiicre stispansiyonu S’er ml olacak sekilde iki ttipe paylastirildi. 1.ttpe
200 pl RNaz solusyonu (5 mg RNAaz/200ul PBS) ,2. tipe 200 pl RNaz
solusyonu (10 mg RNaz/200ul PBS) ilave edildi. Inkiibasyondan sonra
triton X icermeyen solusyon A’dan ilave edildi. 1. tipte RNA’nin %

43.81, 2.tipte % 51.66’s1 kayboldu.

Deneme 4. Fikse edilmemis huicrelerde triton-X kullanmadan RNaz’la
muamele yapmaya karar verildi. 100 pyl RNAaz solusyonu (10 mg
RNAaz/200ul PBS) kullanildi. RNA’nin % 40.18%1, DNAnin % 51.93a
kayboldugu bulunmustur.

Yapilan bircok denemeler sonrasinda hem DNA’da hem’de RNA’da
azalma bulununca, Istanbul’da bulunan Pakize I. Tarzi laboratuarinda

ayni ¢calismalar yapild: ve yaklasik benzer sonuclar elde edildi.
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Sonuclarimiza benzer sonuclar Toba ve ark. (52) tarafinda da
bulunmustur. Niigata University Tip Fakultesinde bulunan Prof.K.
Toba’ya sonuclarimiz génderildi. Bu kisi de ALL ve AML hastalarinin
RNA iceriklerini kontrollerinki ile karsilastirarak calisma yapmamizi ve
bu hastalarin RNA iceriklerinin kontrollerden yuksek c¢ikmasi

durumunda, yéntemimizin dogru oldugunu belirtmistir.

3. ALL ve AML Hastalarinin RNA iceriklerinin Kontrollerinki ile

Karsilastirilmasi

ALL’li hastadan kan 6rnegi ve AML’li hastadan hem kemik iligi hem de
heparinli kan 6rnegi alindi. RNA icerikleri sifirinci zamanda (in vivo)
olculdi. Olgtim icin, l6kositler izole edildikten sonra yukarida belirtilen

hiicre boyama yontemine goére boyama yapildiktan sonra 6l¢ciim yapildi.

Sonuc

Kontrolde Feao Mean X = 112.4 , RNA Index (RI)= 10.2

ALL’li hastada Feso Mean X = 132.4, RI=11,8

AML'li hastada Feqo Mean X = 159.1, RI= 14.1 (kan 6rnegi)

AMLli hastada Feso Mean X = 187.9, RI= 16.7 (kemik iligi 6rnegi)
sonuclar bulundu.

Elde ettigimiz RNA iceriklerinin ve RIlerinin literatiir sonuclariyla

karsilastirildigi zaman benzer oldugu bulundu (57).
4. Hiicrelerin Aktinomisin D ile Etkilestirilmesi

Aktinomisin-D RNA sentezini durduran, DNA sentezini etkilemeyen bir
maddedir (50,54). Bu nedenle saglkli bir kisiden kan 6rnegi alinarak
hicreler Aktinomisin D ile etkilestirildi (0.05 mg/ml Aktinomisin D
cozeltisinden 50mllik kulttr ortamina 25 pl eklendi). Aymni kisiden iki
farkli kulttr yapildi. Kalttirtin biri Antinomisin D ile muamele edildi,

diger kulttr kontrol olarak kullanildi.

Sonuc¢. Kulturtiin 24. saatinde Aktinomisin D iave edildi. 48.saatte
kultar sonlandirildi. Kontroliin Feso Mean X = 149.7, Aktinomisin-D ile
etkilestirilmis kultirin Feso Mean X = 106.6 olarak bulunmustur. Bu

sonuclara gore bir kez daha 6lctilenin RNA olduguna karar verildi.
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5. Flow Stometri Olciim Sonuclar1 ve Spektrofotometri Olciim

Sonuclarinin Karsilastirilmasi ve Elde Edilen Bulgular

Flow stometride dogru olarak RNA 6lctiip 6l¢cmedigimizden emin olmak
icin hucrelerin sifirinci saatte, 24, 48 ve 72 saat sonrasi RNA icerikleri
hem flow sitometride hem de spektrofotometride gerecler ve y6ntem
béliminde belirtildigi (3.2.3 Yéntemin Olgunlasmasi Icin Yapilan

Denemeler) sekilde 6lctldu.

Tablo 4.1. Htucrelerin RNA iceriklerinin Flow sitometrik ve spektrofotometrik
6lctim sonuclari

Olciim O.saat 24.saat 48.saat 72.saat
Spektrofotometrik 6lciim 124 pg/ml | 170 uyg/ml | 180 ug/ml | 320 pg/ml
Flow sitometrik 6lcim (Feso mean X) 110.8 134.8 193.0 306.2

Sonuclara goére spektrofotometrik ve flow stometrik 6lcim sonuclarinin

birbiriyle uyumlu oldugu bulunmustur.

4.3.DS’LU HASTALAR VE KONTROLLERIN RNA ICERIKLERININ
KARSILASTIRILMASI SONUCU ELDE EDILEN BULGULAR

Hasta ve kontrol érneklerimiz 12-27 yas arasi (yetiskin grup) ve O -10
yas arast (cocuk grup) olmak uzere iki gruba ayrilmistir. 12-27 yas
grubunda 12 DS’lu hasta ve 8 saglikh kisi, O -10 yas grubunda ise 26
DS’lu hasta ve 20 saglikli kisi bulunmaktadir. Her iki grupta bulunan
kisilerin 72 saatlik kulttir sonras1 FHA ile uyarilan lenfositlerindeki total
RNA icerikleri flow sitometri ile O6lctilmustir. Hasta ve sagliklh
kontrollerin yas ortalamalari ve nispi RNA iceriklerinin ortalamalar:

sirasiyla Tablo 4.2 ve 4.3’te gosterilmistir.

Mann-Whitney U testine gére, cocuk grubundaki DS’lu hastalarin FHA
ile uyarilan lenfositlerindeki nispi RNA icerigi, cocuk grubunu olusturan
saglikli kontrollerin nispi RNA icerigiyle karsilastirildiginda, cocuk
DS’lularin RNA icerigi yuksek bulunmustur (p=0.026, Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Cocuk grubunu olusturan DS’lu hastalarin ve kontrollerin yas
ortalamasiyla nispi RNA icerikleri (Fes0o mean-X)
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Gruplar Orneklerin sayis1 Feao (Mean-X) * SD Yas (Ort + SD)
DSTu hastalar 26 256.02 £ 31.55 2.17 £ 2.81
Saglikli kontroller 20 236.45 + 16.68 3.30+2.98

Z =12.227, p=0.026

Halbuki, yetiskin DS’lu hastalarin FHA ile uyarilan lenfositlerindeki

nispi RNA

icerigi,

yetigskin grubundaki

kontrollerin nispi

RNA

iceriginden oldukca dusuk oldugu bulunmustur (p=0.001, Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Yetiskin grubunu olusturan DS’lu hastalarin ve kontrollerin yas
ortalamasiyla nispi RNA icerikleri (Feso mean-X)

Gruplar Orneklerin sayis1 | Feso (Mean-X) + SD Yas (Ort + SD)
DS’lu hastalar 12 187.28 £ 33.43 17.41 £ 4.54
Saglikli kontroller 8 246.30 + 22.27 17.37+ 5.47

Hastalarin ve kontrollerin yaslar:

Z =3.086, p=0.001

dikkate alinmadan kontrollerle

karsilastirma yapildiginda ise her iki grubun RNA icerikleri arasinda

fark olmadig1 bulunmustur (p= 0.974, Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Yaslar dikkate alinmadan, DS’lu hasta grubu ile kontrol grubunun RNA
icerikleri (Fesomean-X)

Gruplar Orneklerin sayis1 Fea0 (Mean-X) £ SD Yas (Ort £ SD)
DS’lu hastalar 38 234.31 £ 45.32 6.99 £ 7.94
Saglikli kontroller 28 239.26 + 18.57 7.32 +7.48

Z = 0.032, p= 0.974

Yas ve RNA icerigi arasindaki iliskiyi tespit etmek icin Lineer regresyon analizi
kullanildi. Bu teste gore, DS’lu hastalarin yas1 arttikca FHA ile stimtle edilen
lenfositlerindeki nispi RNA iceriginin dizenli bir sekilde azaldigi bulunmustur
(r=-0.70, p=0.000, Sekil 4.12). Kontrol grubunda ise yas ve FHA ile stimtle
edilen lenfositlerdeki nispi RNA icerigi arasinda herhangi bir iliski

bulunamamaistir (r=0.275, p=0.157, Sekil 4.13).
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Sekil 4.12.Hastalarin yaslar1 ile uyarilmis lenfositlerindeki nispi RNA igerikleri
(emisyon Fe4o) arasindaki iliski. DSlularda ,yas arttikca RNA iceriginin azaldigi

bulundu.
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Sekil 4.13. Saghkli kontrollerin yaslari ile uyarilmis lenfositlerindeki nispi RNA
icerikleri (emisyon Feso) arasindaki iliski. Kontrollerde, yas ve RNA icerigi arasinda fark

bulunamadi.
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Mitojenle 72 saat uyarilmis olan hucrelerin, genel hlicre sayisina orani

ile yas arasindaki iliski lineer regresyon analizi kullanilarak test edildi.

Test sonucuna goére , DSlular da yas arttikca huicrelerin mitojenle

uyarilma %’sinin azaldigl

bulunmustur (r=-0.840, p=0.000, Sekil

4.14).Buna karsin kontrollerde yas ile huicrelerin mitojenle uyarilma %’

si arasinda bir iligski bulunamamaistir (r=0.033, p=0.869, Sekil 4.15).
\
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Sekil 4.14.Hastalarin yaslari ile uyarilmis hticre %’si arasindaki iliski. DS’lularda, yas
ilerledikce uyarilmis hiicre %’sinin azaldigi bulundu.
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Sekil 4.15. Kontrollerin yaslar: ile uyarilmis hiicre %’si arasindaki iliski. Kontrollerde,
yas ve uyarilmis hlicre %’si arasinda bir iliski bulunamada.
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Yetiskin ve cocuk olmak Uzere iki grubu olusturan, hem hasta hem de
saglikli kisilerin RNA icerikleri (Feso mean X) acisindan buyuk kisisel
farkliliklar vardir. (Tablo 4.5-4.8).

Tablo 4.5. Yetiskin DS’lu hastalarin (n=12) yaslari, cinsiyetleri ve
nispi RNA icerikleri.

Hastalar Cinsiyet Yas (y1l) Feé40 Mean X
FD E 20 167,4
AA K 20 244,8
RC E 18 242,1
SY K 24 151,4
CU E 26 154,7
SA E 16 175,0
AY E 17 157,0
DS E 17 187,5
HG E 15 186,2
NK E 12 176,4
SU E 12 174,2
TC E 12 230,6
Ort. + SS 17,41+4.54 187.28+ 33.43

Tablo 4.6. Cocuk DS’lu hastalarin (n=26) yaslari, cinsiyetleri ve nispi
RNA icerikleri
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Hastalar Cinsiyet Yas (y1l) Feé40 Mean X
SO0 K 3 215,5
AS K 0 300,8
MK K 0 251,3
BT* K 1,5 223,8
SY K 1,5 261,8
BS K 0 257,1
oYS E 4 299,8
IK K 0 209,6
TT* E S 215,6
KT E S 291,8
CB E 0 223,6
ECC E 0 237,2
NY K 0] 248,3
NM K 0 247,1
GS K 0 2582,7
RO E 1 263,8
ou E 0 279,8
LG K 2 268,3
NA K 0 274,8
ECO E 0 331,5
IU E 2,5 296,3
MT E 4 259,8
SB E 4 242,5
MKD E 10 264,8
ID K 4 209,3
TK E 9 229,5
Ort. + SS 2,17+2,81 256,02+31,55

* Translokasyon tipi (14;21) (q10q10) kromozom 21’e sahip olan hastalar.

Tablo 4.7. Yetiskin saglikli kontrollerin (n=8) yaslari, cinsiyetleri ve
nispi RNA icerikleri.
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Kontrol Cinsiyet Yas (y1l) Feéa0o Mean X

oG K 11 224,5

MA E 10 242,7

SE K 16 254,6

OK K 27 2424

PC E 17 214,9

EE E 17 288,6

AA K 21 257,4

SK E 20 245,3
Ort. + SS 17,37+5,47 246,30+22,27

Tablo 4.8. Cocuk saglikli kontrollerin (n=20) yaslari, cinsiyetleri ve
nispi RNA icerikleri

Kontrol Cinsiyet Yas (y1l) Feé4o Mean X
HY E 4 213,2
ZO K 224,0
OA E 248,6
HAK E 2,5 222,6
FC K 3 222,8
IS E 2,5 240,3
BA E S 246,6
RA K 0 232,0
MG E 0 243,9
EA E 3 277,5
MCC K 1,5 235,0
ED K 1,5 219,0
MK K 2 232,7
RU K 0 257,1
ZK K 0 218,0
SS E 4 239,7
BA E 3 244,1
KK E 9 231,3
OK K 10 262,4
GS K 9 218,2
Ort. £ SD 3,30 £ 2,98 236,45 + 16,68

Mann-Whitney U testine gore, cocuk grubundaki DS’lu hastalarin FHA

ile uyarilan lenfositlerindeki nispi

RNA

icerigi, yetiskin grubunu
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olusturan DS’lu hastalarin nispi RNA icerigiyle karsilastirildiginda,
cocuk DS’lularin RNA icgerigi yetiskinlere goére fazla bulunmustur

(p=0.000, Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Cucuk DS’lu hasta grubu ile yetiskin DS’lu grubun RNA icerikleri
(Feao mean-X)’'nin karsilastirilmasi.

Gruplar Orneklerin sayisi | Feso (Mean-X) + SD | Yas (Ort + SD)
Cocuk DSTuhastalar 26 256.02 + 31.55 2.17 £ 2.81
YetiskinDS’lu hastalar 12 187.28 + 33.43 17.41+ 4.54

Z =4.145, p=0.000

Cocuk grubundaki kontrollerin FHA ile uyarilan lenfositlerindeki nispi
RNA icerigi ile yetiskin grubunu olusturan kontrollerin FHA ile uyarilan
lenfositlerindeki nispi RNA icerigi Mann-Whitney U testi kullanilarak
karsilastirilmistir. Sonuclara gbére cocuk grubundaki kontrollerle
yetiskin grubundaki kontrollerin nispi RNA icgerikleri arasinda

istatistiksel olarak bir fark bulunamamastir (p=0.24, Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Cucuk kontrol grubu ile yetiskin kontrol grubun RNA icerikleri
(Fsaomean-X) nin karsilastirilmasi.

Gruplar Orneklerin sayisi | Feao (Mean-X) + SD | Yas (Ort + SD)
Cocuk kontoller 20 236.45 + 16.68 3.30 £2.98
Yetiskin kontroller 8 246.30 + 22.27 17.37+ 5.47

Z =1.221, p= 0.237

Hem DS’lu hastalarin hem de kontrollerin cinsiyeti ile hticrelerin RNA
icerigi karsilastirildiginda, RNA icgerigi ve cinsiyet arasinda herhangi bir
fark bulunamamistir (p > 0.05). Ancak bu sonuca temkinli yaklagsmak
gerekir. Cunku her iki grupta da kizlarin sayis1 azdir (yetiskin grupta 1
kiz, cocuk grubunda 13 kiz). Bu say: istatistiksel olarak saglikli bir

degerlendirme icin uygun olmayabilir.



5. TARTISMA ve SONUC

Insanlarda 21. kromozom tizerinde yaklasik 300 gen bulunur. Fazladan
bulunan kromozom 21’den dolayi, bu genlerin DSlularda asir1 ifade
edildigi ve DS fenotipinin fazla ifade edilen kromozom 21 gen
UrlUnlerinin artmis aktivitesinden ortaya ciktig1 tahmin edilmektedir (37,
42). Gercekten de kromozom 21 uzerinde bulunan genlerin fazla ifade
edilmesi, DS fenotipinin olusmasini acgiklayan ana bir hipotez olarak
kabul edilmektedir (59). Fakat, bununla birlikte fazla ifade edilme bazi
genler icin rapor edilmistir, tiim genler ifade olmazlar ve bazi genlerin
ifade edilme duizeyi yasa bagh olarak degisiklik gosterir (37, 42, 58). Bu
nedenle DS fenotipi basitce gen-dozaj etki hipoteziyle aciklanamaz (59,
60). Shim ve ark. (59) yaptiklar1 bir calismayla gen-dozaj hipotezine
karsi cikmislardir. Ancak mevcut calismamizda DSTu hasta
lenfositlerinin erken yaslarda kontrollere goére daha fazla RNA
icerdikleri, yas ilerledikce de kontrollerden daha az RNA icerdikleri
bulunmustur (sirasiyla p=0.026, p=0.001) .
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Onceki calismalarimiz DS’Tu cocuklarin uyarilmis lenfositlerindeki NOR
alanlarinin saglikli kontrollerinkine goére % 40’lara varan artislar
gosterdigini ortaya koymustur (1). AgNOR proteinlerinin tamami aktif
rRNA senteziyle iliskili olmasa bile (17, 26, 27), bu calismada da DS’lu
cocuklarin uyarilmis lenfositlerinde RNA iceriginin ayni yas grubundan
olan kontrollere gore fazla oldugu bulunmustur (p=0.026). Bu sonuc
DS’lu bebeklerde/cocuklarda fazla RNA sentezi icin bos ve gereksiz yere

enerji harcandigini géstermektedir.

Borsatto and Smith (22) tarafindan giimus boyama yéntemi ile 40 DS’lu
hastanin metafaz kromozomlarinda Ag ile boyanan kromozomlarin
sayist incelenmistir. DS’lu hasta grubunu 0-25 yas (genc¢ grup) ve 29-48
yas (yasli grup) arasi olmak uzere iki gruba ayirmis ve yash grupta
Ag ile boyanan metafaz kromozom sayisinin 6nemli derecede gen¢ gruba
gore azaldigini bulmuslardir (22). Calismamizda da yas ilerledikce RNA
iceriginin kontrol grubuna goére azaldigini bulundu (r=-0.70, p=0.000).
Dogget ve ark. (25) tarafindan RNA, RNA polimeraz-I tarafindan
sentezlendigi icin RNA polimeraz aktivitesini o6lcen bir yontem
kullanilarak calisma yapilmistir ve FHA ile 8 saat uyarilmis olan 20
yasindan 70 yasmna kadar olan dagilim igerisinde normal insan
T lenfositlerinde yasin artmasiyla birlikte rRNA sentezinde %33
oraninda bir azalmanin oldugu bulunmustur (25). Calismamiz gosterdi
ki, normal populasyonda yash kisilerde gortlen RNA icerigindeki
degisiklikler, DSlu kisilerde daha erken yasta baslamaktadir. DS’lu
bireylerde AD’1n baslamasi genel populasyondaki yash bireylere goére
207li yaslar ya da cok daha erken yaslar olarak bilinir. 40 yaslarinin
baslarinda noéropatolojik degisiklikleri icerirler. Bu nedenle DS’lu

hastalar erken yaslanmanin bir modeli olarak kabul edilmektedir (36).

Calismamizda, yetiskin ve cocuk olmak tizere iki grubu olusturan, hem
hasta hem de saglikli kisilerin, RNA icerikleri (Fe4so mean X) acgisindan
buytk kisisel farkhiliklar gosterdigi bulunmustur. Doggett ve ark.
tarafindan yapilan arastirmada da, normal saglikli insanlarin lenfosit

kulturlerinde FHA ile neden olunan rRNA sentezinin artan yasla birlikte
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azaldigi bulunmustur. Ancak ayni yas grubunun bireyleri arasindaki
kisisel farkliliklarin, yasla iliskili farkliliklardan daha buyuk oldugu
rapor edilmistir (25).

DS’lular1 FHA ile uyarilmis lenfositlerinde yasa bagli olarak RNA
sentezindeki azalma yasin artmasiyla birlikte hticrelerin mitojene karsi
verdikleri cevabin azalmasiyla iliskili olabilir. FHE ile uyarilmis yash
DS’lu (> 30 yas) lokositlerde IL-2 (sitokin) Uiretimi ve cogalma ayni yas
grubundan olan kontrollere goére 6nemli 6lctide dusuk bulunmustur

(36).

McQuillan ve Choo (41) DNA-RNA hibridizasyon yontemine gére 8 DS’lu
hastanin rRNA ve mRNA seviyelerini hem uyarilmamis lenfositlerde hem
de fibroblastlarda 6lcmuistiir ve RNA seviyelerinin kontrollerden farkli
olmadigin1 bulmuslardir. Ancak kontroller ve hastalarin yaslarn
belirtilmemistir. Bizim calismamizda da hastalarin yaslarini dikkate
almadan (gruplara ayirmadan) kontrollerle karsilastirma yaptigimiz
zaman kontrol ve hasta grubunun RNA icerikler arasinda fark olmadig:

bulunmustur (p=0.974).

Verilerimiz kontrollerle karsilastirildiginda cocuk grubunda bulunan
DS’lu hastalarda RNA iceriginin fazla oldugunu acikca gostermektedir.
Belki de bu fazlalik embriyonun gelismesiyle baslamakta, gelisme
devam ettikce ve yas ilerledikce kontrollere gére RNA icerigi
azalmaktadir. DS’lu hastalarin RNA icerigindeki bu degisikliler, DS’lu
fenotipinin olusmasinda (61) ya da bu kisilerde erken yaslanmanin

ortaya cikmasinda bir etken olabilirler.
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