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OZET

ALZHEIMER HASTALARININ LENFOSITLERINDE rRNA iIFADELENMESININ
ARASTIRILMASI

Alzheimer hastalifn (AH), orta ve ge¢ yaslarda goriilen, genetik ve g¢evresel
faktorlerin etkiledigi, ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir. Cekirdek¢ik olusturan DNA
bolgeleri (niicleolar organizer regions=NORs), akrosentrik kromozomlarin sekonder darlik
bolgelerinde bulunan ribozomal genleri ifade ederler. Alzheimer ve Down sendromlu
hastalarin beyninde B-amiloid birikiminde arti vardir. B-amiloid geni, ribozomal DNA
senteziyle ilgili akrosentrik bir kromozom olan 21. kromozomda bulunmaktadir. Ayrica,
ribozomal genlerin aktif transkripsiyonel durumu ve glimiiy boyanabilmesi arasinda bir
korelasyon oldugu bilinmektedir. B6ylece, AH ile akrosentrik kromozomlardaki ribozomal
genler arasinda bir iligkinin bulunmasi muhtemeldir.

Calismamizda, AH hastalar1 ve kontroller arasinda ribozomal genlerin aktivitesinin
karsilagtirilmas1 amaciyla, 20 Alzheimer hastas: ve 20 saglikli kontrol (10 geng ve 10 yasl)
kisinin lenfosit kiiltiirleri yapilmig ve interfaz alanlarindaki total ¢ekirdek ve NOR alan
oranlan ile metafaz alanlarindaki akrosentrik kromozomlarin Ag+ NOR dagilimlan ve satellit
assosiasyonlari (SA) degerlendirilmigtir.

Bu degerlendirmelere gére AH hastalarinin interfaz ¢ekirdeklerindeki NOR alan
oranlarmin, yagli kontrol grubuna gére daha az oldugu bulunmustur (P=0.035). Alzheimer
hastalar1 ile kontrol gruplarinin akrosentrik kromozomlarinin. Ag+ NOR’larin segment
biiytikliikleri kargilastinldifinda, AH hastalarinda 22. kromozomun Ag+ NOR 1 segment
derecesinin geng kontrollere gore arttifi bulunmustur (P=0.018). Alzheimer hastalar ve
kontrol grublarinin Ag+ total kromozomlar, Ag+ 21. kromozomlar ve SA sikliklar1 ve
dagilimlan: karsilastinldifinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamig (P>0.05), ancak
SA’daki total kromozom sayisimin Alzheimer hastalarinda yagli kontrollere gore arttifi
bulunmugtur (P=0.05).

Sonug olarak, Alzheimer hastalarinda NOR alan oranlarimin azalmasi, ribozomal
genlerin aktivitesinde bir azalma oldugunu bize gdsterebilir. Bununla birlikte, AH
hastalarindaki ribozomal genlerin aktivitelerindeki degisiklikler {izerine destekleyici ileri
¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Alzheimer hastalifi; ¢ekirdek¢ik olusturan bolgeler; kromozom 21;

satellit birlesmesi.



SUMMARY

THE INVESTIGATION OF THE rRNA EXPRESCION IN LYMPHOCYTES OF
ALZHEIMER PATIENTS

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative disorder
occurring with effects of genetic and environmental factors in middle or late life. DNA
regions forming nucleolus (nucleolar organizer regions=NORs) expresses ribosomal genes
present in secondary constriction regions of acrocentric chromosomes. There are increased
deposits of B-amyloid in brain of the patients with AD and Down’s syndrome. B-amyloid gene
is located in acrocentric chromosome 21 which is related to for ribosomal DNA synthesis.
Also, there seems to be a correlation between active transcriptional state and silver
stainability. Therefore, it is possible that there is a relation between AD and ribosomal genes
which were located in acrocentric chromosomes.

In our study, In order to compare activities of ribosomal genes in patients with AD and
controls, lymphocytes of 20 AD patients and 20 healthy controls (10 young and 10 older)
were cultivated. In addition to total nucleus and NOR surface proportions in interphase
nucleus and silver stainability and satellite association (SA) of acrocentric chromosomes in
metaphases were evaluated.

According to these evaluations the decrease in NOR surface proportions have been
observed in interphase nucléus of AD patients compared with elderly controls (P=0.035).
When are compared with those of the sizes of Ag+ segments of acrocentric chromosomes of
AD patients and control groups the Ag staining size 1 of the chromosome 22 from AD
patients was found be increased in young controls (P=0.018). There was no statistically
significant difference between AD patients and control groups in terms of Ag+ acrocentric
chromosomes, Ag+ chromosome 21 and SA frequency (P>0.05). However, it has been shown
that there is a significant increase of the total number of chromosome-in SA from AD patients
when compared with elderly controls (P=0.05).

As a result, the decrease of NOR surface proportions in AD patients may show us a
decrease in activity of ribosomal genes. However, further studies are required to support
alterations on the activities of ribosomal genes in AD patients.

Key Words: Alzheimer’s disease; nucleolus organizer regions; chromosome 21; satellite

association.
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1. GIRIS

Alzheimer hastaligi (AH), orta ve ileri yaglarda goriilen ilerleyici nérodejeneratif
bir hastaliktir. Alzheimer hastalif1, beyinde yaygmn olarak saptanan norotik plaklar (NP)
ve norofibriler diigiimlerle (NFD) karakterizedir. AH’nin genetik incelemelerinde
degisik genler tarumlanmigtir. Bunlar B amiloid prekiirsér protein (APP), presenilin-1
(PS-1), presenilin-2 (PS-2) ve apolipoprotein E (ApoE) olarak siralanabilir. PS-1 geni
14 nolu kromozomda, PS-2 geni 1 nolu kromozomda, ApoE geni 19 nolu kromozomda
ve B-amiloid prekiirsér protein geni 21 nolu kromozomda yer almaktadir. B-amiloid
geninin 21. kromozomda bulunuyor olmasi, Alzheimer hastalarinda ve yagli Down
Sendromlu hastalarda B-amiloid depositlerinin artmasi ve 40 yas sonrast Down
sendromu ile AH hastalarinda néropatalojik benzerliklerin bulunmus olmas: AH ile DS
arasinda bir iligki oldugunu disiindiirmektedir (1-4). Ayrica 21 nolu kromozom
ribozomal DNA (fDNA) tasiyan akrosentrik bir kromozomdur. Insanlarda bes ¢ift
akrosentrik kromozom vardir ve Niikleolar Organizer Regionlar (NORs) bu
kromozomlarin sekonder darlik olarak bilinen satellit koklerinde yer alirlar ve 18S ve
28S rRNA icin kodlayici genler igermektedirler. NOR insanda ve diger okaryotlarda
kromozom f{istiinde "gekirdek¢ik olugturan DNA bolgeleri” ni ifade eder (4). Genetik
olarak aktif olan NOR’larin giimiis ile boyanabildigi belirlenmigtir ve ribozomal
genlerin aktif transkripsiyonel durumu ile glimiis boyanabilmesi arasinda bir korelasyon
vardir. NOR boyama, cesitli bitki ve hayvan dokularinda interfaz yada hiicre
dongiistinlin herhangi bir evresinde niikleolus (gekirdek¢ik) olusturan bdlgeleri
goriilebilir hale getirmek igin kullamlan bir boyama teknigidir. Bir adi da "giimis
boyama” (silver staining) dir. NOR’larda bulunan proteinler giimii boyama ile ayrt



edilebilir. Glimiiy boyama teknifinin sonuglari; ribozomal genlerin fonksiyonel
yapisimn stabil olup olmadigim ve onlarin mendeliyen kalitsal gecisini gOsterir.
Caligmadaki amacimiz, AH hastalarinda ve kontrol grublarinda (geng ve yash kontrol
grublar1) NOR’larin aktivitesini glimiis boyama teknigi kullanarak karsilagtirmak ve AH
hastalarinda ribozomal genlerin aktivitesi ve gen regulasyonunu aragtirmaktir.

Alzheimer hastalarinda ribozomal genlerin aktivitesinin, karsilastirilan geng ve
yasli kontrollere gore azaldig1 daha dnce gosterilmigtir (1). Ancak bu galigmada, sadece
metafaz alanlarinda kromozom 21’in giimiis boyanmas: ve satellit assosiasyonu (SA)
acisindan degerlendirmesi yapilmustir. Bizim g¢alismamizda ise, daha O6nceki
calismalarimizla standardize ettiimiz NOR boyama teknikleri (5, 6) kullamlafak,
mitojenle ﬁyanlmls insan lenfositlerinde hem interfaz alanlarinda total niikleus ve NOR
alanlar bilgisayarda Slgiilecek hem de metafaz alanlarindaki akrosentrik kromozomlarin
glimils boyanmas1 ve SA dereceleri karsilagtinlacaktir. AH hastalan ile geng ve yash
kontrolleri arasinda ribozomal genlerin aktivitesi agisindan fark olup olmadif
konusunda elde edecegimiz bulgularin, AH’daki rRNA gen regulasyonunun
anlasﬂmasma katkida bulunacagim dﬁsﬁm’iyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. ALZHEIiMER HASTALIGI

Alman psikiyastrist Aloist Alzheimer tarafindan 1906 yilinda tamimlanmis olan
Alzheimer hastalifi (AH), yashilardaki primer dejeneratif demansin en sik goriilen
formudur. Demans, bilinci a¢ik bir insann giinlik yasamini etkileyecek derecede
zihinsel ve sosyal uyum yeteneginin azalmasi durumudur (7). Alzheimer hastalifinin
tanisindan sonra yagsam beklentisi dégisken olup, ortalama 8-12 yildr (8). Hastaliga ait
yaymlanan ilk olgu 51 yasinda isitsel halllisinasyonlar ve kognitif defektlere sahip olan
bir kadindir (7). Hastaligin erken veya ge¢ gériilmesi Konusunda, yas ¢ok Onemlidir ve
belirgin yas smur1 60-65 yaslari olarak gosterilmektedir. Alzheimer hastalifi soy
agacinda demans goriilmemesi ve ge¢ yasta demansin ortaya ¢ikmasina bagh olarak
sporadik AH ve erken yasta demans, soy agacinda 1. derecede akrabalarda AH
goriilmesiyle ailesel AH olarak da ikiye ayrilir (9).

2.1.1. Alzheimer hastah@min klinik zelligi

Alzheimer hastalifinda en erken semptom, genellikle ani baglangig ve hafiza
kaybinin progresyonudur. Baslangigta bu hafiza kaybimi yaglilifa bagli unutkanliktan
ayirt etmek giic olabilir. Ancak unutkanlif: olanlar bu durumun farkindadir ve giinlitk
yasam aktiviteleri minimal diizeyde etkilenir.



Hastalikta 6zellikle isimler ve kelimelerin unutulmasi ilk bulgulardandir.Yeni
bilgilerin hemen unutulmas: yakin gegmisi hatirlayamamak, buna kargin uzak gegmisi
cok iyi hatirlamak Onemli bir &zelliktir. Alzheimer hastalarinin konusma bozuklugu
siktir, climle kuramazlar. Hastalik ilerledikge bellek problemleri artar. Objelerin isimleri
unutulur veya yanlis isimler sdylenir. Sag sol ayrimi yapamazlar, bildikleri yerlerde
kaybolurlar. Zamanla $zel bakim isleri bozulur, daha sonra yiiriime ve postiir bozuklugu
geligir. Halistinasyon, paranoya gibi psikiyatrik semptomiar baglar. Sonunda hasta
yataga bagimli kalir (7, 10).

AH’nin seyri kendi i¢inde belirgin farkhiliklar g6stermektedir. Progresif olmakla
birlikte hastaligin seyrinde platolar olabilir. Ozellikle ileri evrelerde depresyon,
insomnia, inkontinans, deliizyon, illiizyon, halllisinasyon, ajitasyon, istah bozuklugu,
myoklonus, felg ve vyirliylls bozukluklari gibi kognitif olmayan semptomlar
gozlenebilmektedir (11).

Ashinda AH’min stkinti veren semptomlarinin ¢ogu kognitif bozukluk degildir.
Ajitasyon, emosyonel patlamalar, siddet, oldukga diizensiz uyku seyri hasta yakinlar1 ve
bakicilar i¢in siklikla problem yaratmaktadir. Deliizyonlar ve halliisinasyonlar gibi diger
psikomotik davramglar yanisira yemek yeme bozukluklari da sikinti veren diger
semptomlardir (12).

2.1.2. Alzheimer hastahfimin Tanis:

AH’nin kesin tanis1 gogunlukla problem yaratmaktadir. Durumun klinik olarak
yapilan tanisi senil plaklar ve nérofibriler yumaklar tarzindaki histopatolojik bulgularla
dogrulanmalidir. Alzheimer hastalarinda biyokimyasal g¢aligmalar, kortekste pek ¢ok
néromediattriin ve 6zellikle asetil kolinin azaldigin1 g6stermistir. Kolin asetiltransferaz
enzim aktivitesi, kolin geri alimmi, asetil kolin salimmi hasta beyninde azalmigtir.
Kortekste seratonerjik ve noroadrenarjik yetmezligin de gelistigi bilinmekte ve
hastalifin depresyon gibi davramgsal semptomlar: ile iligkilendirilmektedir. Tanrya
yardimci olan laboratuvar tetkiklerinin hicbiri %100 duyarhilik ve &zglinliie sahip
degildir.

Bilgisayarli beyin tomografisi (CT), yapisal lezyonlarin belirlenmesi i¢in kullanilir
ve taniyt destekleyicidir. MR’da hipokampus atrofisinin griilmesi tan i¢in 6nemlidir.
BOS incelemesinde BA azligs ve Tau proteinlerinin azlig1 goriilir. Her yil yaklagik



100.000 kisi alzheimer hastalif1 nedeniyle hayatimi kaybetmektedir. Hastalarin 6liim

nedeni ise sepsis, aspirasyon pnomonisi, beslenme yetersizligi ve travmadir (7, 10, 13)

2.1.3. Alzeimer hastaliginda risk faktorleri

Dejeneratif degisiklikler i¢in yas bir risk fakttrii olmakla birlikte, AH igin bir ¢ok
risk faktdrii tanimlanmistir. Bunlarin arasinda, genetik predispozisyon-yatkinlik
(Kromozom 21, 14 ve 19), kafa travmalari, toksik maddeler ( aliiminyum), vaskiiler
nedenler ( serebrovaskiiler amiloidozis), inflamatuar (akut faz reaksiyonlar: ), metabolik
( metobolizmanin yavaslamasi, mitokondriyal lezyon), enfeksiy6z ( atipik ajanlar- yavag
viruslara benzer) faktorler sayilabilir (7, 10, 13, ). Ayrica degisik galigmalarda sigara
igme, konsepsiyon sirasindaki.parental yas, aliiminyum, ¢inko, hipotiroidizm, diistik
egitim diizeyi ile ailede Parkinson hastalif1 ve depresyon hikayesi AH igin risk faktorii
olarak gosterilmigtir (7, 14, 15). Annesi 15-19 yaglar1 arasinda olan kigilerde AH
riskinde artis oldufuna dair kanitlar olmakla birlikte ileri maternal yas ve AH riski
arasinda iliski daha kuvvetlidir (3). Epidemiyolojik incelemeler yasin artmas: ile
hastalik insidansinin belirgin olarak artt1g1 seklindedir, 65-85 yas aras: her bes yilda bir
demans prevalans: iki katina ¢ikmaktadir (7). AH’da itk ve seks fark: yoktur. Ancak
kadinlarda erkeklere oranla daha fazla gdriildigi belirtilmektedir (16) ve ABD’de
AH’nin siyahlarda daha fazla goriildiigi konusunda caligmalar vardir (17). Baz
aragtirmalarda AH’nin kadinlarda erkeklerden daha fazla goriilmesinin sebebinin X-
linked dominant gegisten dolayr oldugu ve piruvat dehidrogenaz kompleks proteinin
AH’da az oldugu ve bunun X kromozomunda sifrelendigi belirtilmektedir. Bu da
kadinlarda AH’mn fazla goriilmesiyle ilgili olabilir (18).

Sigara ve alkol kullanimi AH’da risk olarak gsterilmis, ancak AH’dan ¢ok
vaskiiler demanslarda 6nemli risk faktriidiir. Alzheimer hastalifinda, nikotinik reseptdr
kaybi, nikotin tedavisini giindeme getirmistir. Intravendz ya da subkutan nikotin
uygulanmasimin kognitif fonksiyonlarda diizelmeye yol agtig: bildirilmektedir (10,13).
Sigaramin Alzheimer hastahifina kars: koruyucu etkisi saptanmus, ancak pek ¢ok hastalik
igin yiiksek risk olusturdugundan &nerilmemistir (10).

Depresyon, 6zellikle de kronik depresyon risk faktérii olarak gosterilmektedir (10,
19-22). Son yillarda, sosyokiiltiirel seviyesi yiiksek olanlarda AH’nin daha az oranda
goriildiigii ve diisiik egitim seviyesinin ileri yaglarda hem AH, hem vaskiiler demans
gelismesi igin risk faktorii oldugu gosterilmistir (10, 23, 24).



Bunlarin diginda, 8strojen alan kadinlarda AH riskinin, &strojen kullanmayanlara
gbre 1/2 oramnda azaldigi bulunmustur. Ostrojenin asetil kolin ve sinir growth faktsr
regiilasyonunda biyolojik etkileri oldugu belirtiimektedir (25-27). Ostrojenlerin B-
amiloid (BA) peptid tiretimini in vitro baskiladig1 bildirilmektedir. Menopozdan sonra
strojenlerin yoklugu ya da diisiik diizeyde olmasi, Alzheimer hastaligimin kadinlarda
daha fazla gériilmesini agiklayabilir (10).

Alzheimer hastalarinin beyinlerinde aliiminyum birikimi dikkat ¢ekmis ve
aluminyum alimimin AH i¢in risk fakt6rii olusturdugu 6ne siiriilmiistiir (10). Beyinde
alliminyum igeriginin yliksek olmasi, Ogrenme yeteneklerinin ve kolinerjik
aktivitelerinin azalmasmna yol agmustir (7, 10). |

AH’lannin ¢esitli beyin bélgelerinde, asetilkolin sentezinden sorumlu enzim kolin
asetiltransferaz aktivitesinde, kolinerjik noronlarin dejenerasyonuna baglanan belirgin
bir azalma rastlanmugtir. Kolinerjik sistem aktivitesindeki azalmanin derecesi, kognitif
fonksiyon kayiplarinin siddeti ile uyumlu bulunmustur (10).

' 2.1.4. Alzheimer hastah@inin epidemiyolojisi

Yapilan son yaymlarin bir ¢ogunda "Cagin hastaligi " olarak nitelendirilen AH,
diger demanslardan farkh olarak progresif bir seyir gostermekte olup tiim demans
sendromlarinin %50 ile 60 1 olusturmaktadir (11). AH’ nin insidansi agisindan -
iilkeden iilkeye gosterdigi varyasyonlar tam olarak bilinmemekle birlikte, hastalifin
insidans1 1952 yilinda Sjégren ve arkadaglan tarafindan % 0.1, 1985 yilinda ise Sulkava
ve Schoenberg tarafindan % 0.03-% 0.05 olarak saptanmistir (28). Iskogya’da yapilan
bir bagka aragtirmada olas1 Alzheimer hastalifinin insidansi 40-60 yag arasindaki riskli
populasyonda 22/100.000, hastalik i¢in sinirda olan olgularda ise 4/10.000 olarak
bulunmustur (29). Bildirilen en gen¢ hasta 28 yas olarak yas smn tanimamasina
ragmen alzheimer hastalifi, yasa dayah bir hastalik olarak smiflandirilir. Hastalik 65
yas istiindeki insanlarin %35 kadarmn siddetli, %10 kadarimn hafif ve orta siddetli
demansa sahip oldugu gozlenirken, 80 yas istiindeki insanlarin %10-20 kadarinin
hastaliktan etkilenmesi, hastalifin prevalansimin ilerleyen yagla birlikte artifim
gOstermektedir (11, 30).



2.1.5. Alzheimer hastah@imin histopatolojik tanisi:

AH’nin kesin tamsi ¢ogunlukla problem yaratmaktadir. Durumun klinik olarak
yapilan tanis1 senil (ndrotik) plaklar ve nérofibriler yumaklar tarzindaki histopatolojik
bulgularla dogrulanmalidir (11). AH’indaki patolojik degisiklikler, néronlarn
dejenerasyonlar1 ve kaybi nedeniyle meydana gelen serebral kortikal atrofi yani sira
ndronlarin hiicre cisimleri i¢inde ve etrafinda anormal protein yapilarinin birikimi ile
karakterizedir (31). Otopsiler araciliiyla amiloid proteinlerle iliskili {i¢ ana
histopatolojik lezyon tamimlanmigtir. Bu lezyonlar, senil plaklarda beta amiloid
proteinin ( Beta/A4 veya A Beta da denilmektedir) ekstra selliiler olarak birikmesi,
norofibriler yumaklan olusturan mikrotitbiillerle iligkili tau proteini’nin intraselliiler
birikimi ve beyin kapillerine bitisik olan, kognifilik anjiopati de denen beta amiloid
depozitleridir (32).

Norotik plaklar (NP) amiloid birikimi sonucu olugur. Hiicre disinda bulunup,
amiloid  prekiirsér protein (APP)’ den kaynaklanan 40-42 aminoasitlik santral
yerlesimli B-amyloid (BA) peptid ¢ekirdeginden olusur. Vaskiiler yapida biriken f-
amiloidi saglam goriinlislti birka¢ presinaptik vezikiille, sinaptik uglar ve pek gok
lizozom, anormal mitokondri igeren hem dentritik hem de aksonal dejenere sinir uglari,
cevrelemektedir (10). NP olusumunda, BA’in mononiikleer fagositler i¢in kemotaktik
.olmasinin rolli tartigtimaktadir (10). Norotik plaklar kesin tam i¢in de en Snemli
bulgularn baginda gelmektedir. Cap1 15-200 nm arasinda olan bu olusumlarm ortasinda
alliminyum ve silikat igeren amorf bir g¢ekirdek ve ¢evresinde anormal sigerek
geniglemis akson ve dentritik elemanlar, glial uzantilarin olusturdugu tag gibi tabaka
“halinde bulunurlar. Amiloid plaklarin olmadifi durumlarda atrofi ve norofibriler
yumaklarin varlid1 halinde bile kesin tam stiphelidir (33, 34).

AH’1n ikinci 6nemli patolojik 6zelligi norofibriler yumaklardir. Dejeneratif beyin
hastaliklarinda nérofibriler yumaklar ¢ift heliksler ve diiz filamentler geklindedir.
Yumaklar genelde ¢ift iplikgikler halinde heliksler ¢izen filamentler seklindedir (7).
Genellikle hiicrei¢i  yerlesim gosterirler. Noronlarin sitoplazmasinda anormal
filamentler geklindedir. Cift sarmalli filamentler deyimi Alzheimer hastalifindaki
nérofibriler yumaklarin esanlaml s6zctigii olarak kabul edilmektedir (35, 36).

Normal beyin yapisinda da bulunan tau proteininin, g¢dzlinmeyen anormal
fosforillenmis kismi1 nérofibriler ag1 olusturur (10).



Tau proteini, ekspresyonu ve fosforilasyonu gelisimsel olarak diizenlenmis bir
noronal fosfoproteindir. AH’inda tau, anormal olarak fosforillenmekte ve cift helikal
filamentleri olusturmaktadir. Temel histopatolojik lezyonlardan biri olan nérofibriler
yumaklar, bu helikal filamentlerden meydana gelmektedir (7, 37, 11). Tau proteinleri
mikrotlibiil ile birlikte bulunan protein grubuna aittir ve fosforilasyonun bir kismindan
sorumludurlar. Polimerize tubulin ile birliktedir ve mikrotiibiillerin 6zelliklerini
degistirebilir. Uzun sinir hiicre aksonlarinda tesekkiil edebilir. Normal beyinde tau
proteinler aksonlarda yiiksek konsantrasyonlarda olabilir. immiino kimyasal olarak tau
proteinlerinin miyelin kilifi zincirine benzedikleri belirtilmektedir. Hipokampus ve
parietal ve frontal kortekste segici olarak tau proteinlerinin anormal fosforilasyonunu ve
¢ift saruml1 heliksel filamentlere doniismesini kolaylastirir. AH’da fosforile olmus tau
proteinlerinin A68 protein olduklari, yiiksek molekiler afirhifa sahip olduklar:
- belirtilmektedir (38, 39).

2.1.6. Alzheimer hastaliginin genetigi

AH’de son aragtirmalarda aile insidansimin % 35-40 oldugu, hastalik tespit
edilenlerde vakalarin en az yarisinda gegisin otozomal dominant oldugu belirtilmigtir
(40). En sik goriilen genetik anormallik 14 nolu kromozomda (14 q23.3) lokus
gOsterdigi tespit edilmistir (41). Son yillarda AH genetik incelemeleri kromozom
anomalileri ile proteinler arasindaki iligkiler iizerinde agirhk kazanmis, degisik genler
tanimlanmugtir. Bunlar B-amiloid prekiirsdr protein, presenilin 1 ( PS-1) ve presenilin 2
(PS-2) dir. Bunlar ailesel formlarda gosterildigi gibi sporadik vakalarda da izole
edilmistir. Ailesel ve sporadik formlarda % 50° den fazla izole edilen apolipoprotein E
(Apo E), AH ig¢in daha spesifik gériilmektedir (26, 42). Son 5-6 yildir yapilan genetik
caligmalarda, Ozellikle 60 yastan Once hastalifi baglayanlarda otozomal dominant
gecisin 6nemli oldufu ve bu vakalann %100’¢ yakimmn genetik gegisle ilgili
olabilecegi vurgulanmaktadir. Ailesel Alzheimer hastalifi otozomal gegislidir ve bu
hastalarda ii¢ farkli gende (Amiloid prekiirsér protein, Presenilin-1, Presenilin-2)
mutasyon vardir. Ailesel olgularda hastaliin baslama yasmun daha kic¢iik oldugu
goriilmiistiir (28). AH’nin baglama yag: aileler arasinda farkli olmakla birlikte, otozomal
dominant AH gézlenen birgok genig ailede baglama yagiin benzer oldugu bildirilmistir
(43). Geg baglangich AH olanlarda genetik geyisin otozomal dominant oldufu tam



olarak yaygin degildir. Biitlin bunlar AH’1n heterojenik 6zelliklerini desteklemektedir
(40).

Alzheimer hastaliginda B-Amiloidin rolii

Alzheimer hastalif1, beyinde yaygin olarak saptanan nérotik plaklar ve nérofibriler
digiimlerle karakterizedir. Alzheimer hastalarimn beyninde bulunan nérotik plaklar,
merkezdeki amiloid proteinin ¢evresini dejenere olan ndronlarin sarmasiyla
olugsmaktadir. Amiloid ¢esitli klinik bozukluklarda viicudun bir ¢ok doku ve
organlarinda hiicreler arasinda depolanan anormal bir proteindir. Bu protein
dallanmayan fibrillerden yapilmugtir ve beta kivrimli tabaka yapisi gosterir. p-amiloid
21. kromozomda kodlanan transmembran protein olan APP (Amiloid Prekiirsor
Protein)’nin sekretaz enzimiyle kesilmesi sonucu olusur. APP aminoasit diziliminde
valin yerine izol6sin, glisin yerine fenilalanin degigiminden dolayr mutasyona sebep
olmakta bu da B-amiloid depolanmasinda etkili olmaktadir (33, 44, 45). APP
metabolizmasinda {i¢ enzim rol oynamaktadir. Bu enzimler, a sekretaz, B sekretaz, ¥
sekretaz enzimleridir. B-amiloid hiicre d1$mda bulunup, amiloid prekiirsér protein’ den
kaynaklanan 40-42 amino asitlik santral yerlesimli peptid gekirdegi igerir (10, 46) ve
norotoksiktir. Hastalikta @ ve B sekretaz enzim aktiviteleri arasindaki dengenin B
sekretaz lehine gelismesinin néronal dejenerasyona yol agtig1 diitiniilmektedir (46).

Genetik gegis diistiniilen ailelerin bir kisminda APP geni tanimlanmugtir (47, 48).
Ailesel AH i¢in pek spesifik olmadigi ve nadir oranlarda bulundugu da belirtilmistir (%o
5-20). B-amyloid protein 21 nolu kromozomun uzun kolunda lokalize APP geni
tarafindan kodlanmaktadir. Bu gendeki birka¢ mutasyonun hastalifa sebep oldugu
diistintilmektedir ( 49).

Down sendromu ile néropatolojik benzerhik bu genin tespitiyle 40 yas sonrasi
Down sendromunun AH’a benzer kognitif degisiklikler gostermesi sonucu &nemli
asama kaydetmistir. Erken baslangi¢cli AH vakalarinda APP geninde mutasyonun daha
fazla oldugu gosterilmistir ( 3, 50, 51).

AH’ nin patolojik tamsi igin gerekli olan senil plaklarda biriken B-amiloid
proteinin 6nciil maddesi olan B-amiloid prekiirsdr proteini tipik olarak bir hiicre yiizey
proteinin 6zelligine sahiptir. Bu protein beyinde ve hemen hemen tlim periferal
dokularda bulunan normal bir hiicresel gen liriinti olup amiloid benzeri fibriller seklinde
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toplanir ve norotoksik etki g&stermektedir (52). 21. kromozomda lokalize olan APP
geninin evolilisyon boyunca korunmus olmasi APP ‘nin 6nemli bir housekeeping
fonksiyonuna sahip oldugunu gostermektedir. Yapilan g¢alismalarda APP
ekspresyonunda ve beta A4 peptid birikimindeki artislarin AH’inda gézlenen tipik
amiloidozise neden oldugu bildirilmektedir (52-56). Forbolesterler tarafindan protein
kinaz C’nin aktivasyonu yam sira AH’nda degisim gosteren asetilkolin ve interlskin 1°
de beta / A4 amiloid protein prekiirsrlerinin sekresyonunu ve islenmesini artirmaktadir
(57). APP’deki ailesel Alzheimer hastalifi mutasyonlari P-amiloid 42’in oraninda
goreceli bir artiga yol agar. B-amiloid 42’in APP’nin intraseliiler dagilimm degistirdigi
gOsterilmigtir. Presenil’lerdeki ailesel alzheimer mutasyonlart ayni zamanda APP
fonksiyonunu ve trafigini etkileyebilir. Son c¢aligmalar B-amiloid X42- B amiloid
X43’iin ekstraselliiler seviyelerinin, Presenilin’lerdeki (PS-1 ve PS-2) mutasyona sahip
olan ailesel alzheimer hastalarindan alman plazma ve fibroblastlarda arttif
gbsterilmistir ( 58, 59). | | .

Presenilin genler

Ailesel Alzheimer hastalifi i¢in 14. kromozomun uzun kolunda (14923.3) yer alan
467 aminoasit igeren bir gen sorumlu gériilmiistiir, bu gen Presenilin-1 dir (60). Ayrica
1. kromozomda yer alan 448 aminoasit igeren presenilin-2’ nin de AH’nin olugmasinda
s6z konusu oldugu s6ylenmektedir. Presenilin-2’nin erken yasta aktive olan AH geninin
tammu italyan kokenli ailelerde dogrulanmigtir. APP ve PS-1, PS-2’deki ailesel
Alzheimer hastahgl mutasyonlar1 erken yasta aktive olmus ailesel Alzheimer
vakalarmn biiyiik bsliimiinde goériilmiistiir (10, 13). Bununla birlikte APP, PS-1, PS-2
‘leri kodlayan bolgelerdeki mutasyonlara sahip olmadiklar: goriilen erken yagsta aktive
olmus Alzheimer hastalarinin akrabalarinin varlig1 en az bir veya daha fazla genin etkili
oldugu fakat bilinmedigini gosterir. PS-1 ve PS-2’nin her yerde ifadelendigi goriiliir.
Bununla birlikte PS-2 transkriptleri, PS-1 transkriptlerine gére beyinde daha az bulunur.
Fare beynindeki in situ hibridizasyonu gdstermistir ki; PS-1 baskin gekilde ndronlarda
ifadelenir. Hipokampus, serebral graniil, koroid pleksus yiiksek oranda PS-1 mesajt
icerir. Beyaz maddedeki glialarda PS-1 ve PS-2 cekirdek zamnda, endoplazmik
retikulumda, insan ndroglia hiicrelerinde saptanmstir (59).

3.0, ThreEKbERETI (URLLA
“ DOKUMANTASYGH MERKEZH
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Insan beynindeki PS-1, APP 695 benzer néronal boyama 6zelligi gosterir. APP
695 ‘in fazla bulundugu bdolgeler Alzheimer hastalifi degisimlerine duyarlidir. Ailesel

Alzheimer hastalif, iligkili mutasyonlarin patolojik mekanizmasinin ailesel Alzheimer
hastalifina sebep oldugu kesin degildir. 50’in Ustiinde ailesel soyagacinda PS-1’de 35
tane belirgin patojenik duyarsiz mutasyon tanimlanmigtir. 8 tane PS-2 ailesel
soyagacinda, 2 tane mutasyon saptanmustir. PS-2 proteini proteolitik mekanizmayla 2
parcaya ayrildigi (35 KD’luk N terminal parcasi ve 20 KD’luk C terminal pargasi) ve
ubiquitenlenerek proteozom - yoluyla yikildigx  gOsterilmigtir. Ailesel alzheimer
hastaligindaki mutasyonlarda Presenil-2’nin normal PS-2’den daha yavag yenileniyor
olmasi, biiyiik bir ihtimalle ubiquitinin proteozom yoluyla yetersiz yikimimn sonucudur
(59). .

PS-1 proteini 45-50 KD’luk uzun bir polipeptiddir. Bu proteinin proteolitik
mekanizmayla pargalanmasi sonucu 28 KD’luk N terminal pargast ve 19 KD’luk C
terminal pargasi olugur. Presenilinlerin bu pargalar hiicre iskeletiyle baglantilidir. 14.
kromozomun uzun kolunun ortalarinda yer aldig diigiiniilen PS-1 geninin {iriinii, bir
stres proteini seklinde fonksiyon gostererek, APP geni veya metabolizmas: iizerinde
dogrudan etki edip gen ekspresyonunu veya APP’nin islemesini diizenleyebilmektedir.
Ayrica bu protein amiloid patolojisine sekonder olarak etki ederek, norofibriller yumak
olusumunu bozup, néronal 6liime yol acabilmektedir (29, 60). Bununla birlikte 14.
kromozomun uzun kolunun ortalarinda bulunan heat-shock protein geninin (HSPA2) ve
c-fos onkogeninin muhtemelen ndronal strese cevap veren ve teorik olarak APP geninin
promoter bolgesine baglamip ekspresyonunu arttirabilen fakt6rler olabilecegi
diigtiniilmektedir (29). PS-1 geni hiicrelerin transmembran bélgesinde % 63 ile % 95
oranlarinda izole olurlar (61). PS-1 geninin 35 farkli mutasyonu gésterilmigtir. Farkli
etnik orjinlerde goriilme siklig1 degismekle birlikte AH vakalarinin % 70 inde vardir.
Erken baslangich ailesel vakalarda % 50 oraminda PS-1 geninin oldugu kabul
edilmektedir (62). PS-1’ in fonksiyonu iyi bilinmemekle birlikte beyinin degisik
bolgelerinde, kalp, plasenta, akciger, karaciger, iskelet kasi, bdbrek ve pankreasta bu
protein bulunmaktadir. Sonug olarak 14. kromozomdaki mutasyonlarin erken baglayan
dominant AH’nin biiyiik bollimiinden sorumlu oldugu goriilmektedir (29). Geg baslayan
AH’nin genetigi daha komplike olup bu hastalik etyolojik ve genetik olarak heterojendir
(49, 63-65). Kompleks segregesyon analizleri poligenik multifaktriyel bir zeminde etki
gOsteren bir veya iki genin olma olasilifini gostermektedir (66). Geg baglayan AH igin
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APP geni, kromozom 14 (PS 1) ve kromozom 1 (PS 2) deki olasi genler, ana neden
olarak goriilmemektedir (67, 68).

Apolipoprotein-E geni

Ailesel ve sporadik gec baslangigh AH ic¢in 19. kromozomun uzun kolunda
(19q13.2) lokalize olan Apolipoprotein E geninin tip 3 alleli arasinda giiglii bir baglant:
oldugu tespit edilmistir (29, 66-69). Apolipoprotein E, hepatik Apo e reseptérleri ve
distk dansiteli reseptorleriyle etkileserek spesifik lipitlerin ve kolesteroliin
transportunda gérev alan plazma proteinlerinden birisidir. ApoE geninin Epsilon 2 (£2),
Epsilon 3 (e3), Epsilon 4 (e4) olmak tizere ii¢ alleli vardir. Bu allellerin saghkli
populasyonda rolatif sikligt Apo E- €2 % 8, Apo E- €3 % 78, Apo E- &4 % 14 tiir ve alt1
fenotipi vardr (13, 70, 71). Birgok bulgu ApoE’nin lipit transportunda ve sinir
sisteminin  dejenerasyon ve rejenerasyonunda dnemli rol oynadifim gostermektedir.
ApoE mRNA’s1 viicutta en ¢ok beyin dokusunda ve karacifer parenkim hiicrelerinde
bulunmaktadir (1). Apo E-e2, Apo E-e3 kan-beyin bariyerini gegemez. Astrositler
tarafindan sentez edilir. Apo E-e4 daha kolay geger, Apo E senil plakta, norofibriller
yumakta ve BOS ‘da bulunmugtur. Apo E-e2 izoformu Apo E’nin mikrotiibiillere bagh
tau proteine baglantisim arttirir ve nérofibriler yumak yapan ¢ift sarmalli filamentlerin
yapimimi engeller, dolayisiyla AH riskini azaltir. Erken ve geg baslayan ailesel
alzheimer olgularinda yapilan bir ¢aligjmada da Apo E-e2 allelinin sikliinda 6nemli
oranda azalma oldugu gézlenmistir (68).

Apo E-€4 alleli amiloid birikimini artirir, ayn1 zamanda amiloid olusturan izo
enzimleri ve oncili maddeleri de arttirir. Bu allel AH riskini arttirmakta ve baslangig
yasgim da diislirmektedir (72). Apo E-e4 (-) olanlara karsin Apo E-e4 (+) tasiyan
Alzheimer hastalarinda amiloid birikiminin artti1 gozlenmigtir. ApoE’nin AH ile
genetik iligkisini ortaya koyan bir ¢ok hipotez vardir. Bu hipotezler Apo E’nin lipit
transport proteinlerinin amiloid veya Tau 11, Tau 13’{in plak veya sarmal olusumu ile
iligkili oldugunu ileri stirer. Diger bir hipotez ise Apo E’nin ndéronal hasan izleyen
rejenarasyonun ilerlemesindeki roltine dayandirilmigtir. Gergekten €3 izoformunun sinir
iltihabimn cabuk biiylimesini destekledigi €4 izoformunun ise doku kiiltirlinde sinir
iltihabinin fazla biiylimesini saglamadif1 g6sterilmigtir. ApoE’ nin proteolitik
pargalanmasiyla 2 ana parga olugur. Bunlar 10 KD’luk parca ve 22 KD’luk pargadir. 10
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KD’luk C terminal domaini, 22 KD’luk N terminal domaini igerir. C terminal domaini

Apo E’nin lipoprotein partikiillerini ve amiloidi icerir, N terminal domaini reseptér

baglayici ve benzer yapili aminoasitleri igerir ve beyinde bulunur (73). Apo E-e4
izoformu olan pargalarin €3 tlirevi olan pargalardan 10 kat daha toksik oldugu
gosterilmigtir. Apo E’nin kalitimi, hastahifin taglama yasmun diismesi ve hastahk
riskinin artmasina neden olsa da dogrudan hastalik nedeni degildir (74). Son birkag yil
iginde 12 ve 3 nolu kromozomlarda defekt oldugunu belirten ¢aligmalar vardir. 1, 14 ve
21 nolu kromozomlarda defekt kromozomlarin uzun kolunda lokalize edilmistir. 3 ve 12
nolu kromozomlar i¢in bu spesifik degildir (51, 75).

2.1.7. Alzheimer hastalig: ile Down sendromu arasmdaki iligki

AH ve Down sendromu (DS) arasinda yakimn bir iliski oldugu bir ¢ok klinik ve
noropatolojik g¢aligmalarla dogrulanmigtir. DS hastalarin ¢ogunda AH benzeri
semptomlar gelismektedir. Diger taraftan hem AH hem de DS olan hastalarda senil
plaklar ve norofibriler yumaklar seklinde benzer iki karakteristik noropatolojik
degisiklikler gériilmektedir. Bu benzerlik, hastaliklar arasinda etyolojik iliski olmasi
bakimindan ilgi ¢ekmis ve ortaya degisik hipotezler atilmasina neden olmustur.
Kromozom 21’de lokalize olan bazi genlerin trizomisinin RNA sentezinin artmasina ve
sonu¢ olarak AH’na neden olabilen proteinlerin artmasina ve birikmesine yol
agabilecegi diigliniilmektedir (30, 53). B-amiloid geninin 21 nolu kromozomda
bulunuyor olmasi Alzheimer hastalift ile Down sendromu arasindaki bir iligkiyi
artirmaktadir. Kromozom 21°in proksimal uzun kolundaki polimorfik DNA markirlari
(lokuslar D21S1/S11 ve D21816) ve FAH arasinda genetik baglant1 oldugu gosterilmis
ve AH’mn patolojik degisikliklerin molekiiler bazinin agiklanmasina yardimci olacag
diistinfilmiistiir. B-amiloid tretimindeki artis orta yasli Down sendromlu hastalarda
gbzlenmektedir. 40 yag istiindeki Down sendromlu bireylerde serebral korteksde,
siklikla ¢ok sayida amiloid plaklarin ve nérofibriler diigtimlerin bulunuyor olmasi ve
buna demansin eslik etmesi AH’da sorumlu olan genetik defektin 21. kromozom
tizerinde oldugunu diigtindiirmektedir (50, 76, 77).

Ailesel c¢aligmalar, AH’li bireylerin akrabalarinda DS sikliginda artis oldugunu ve
DS’li bireylerin akrabalarinda da AH sikhiginda artig oldugunu gostermektedir. DS
trizomilerini % 95 indeki non-disjunction olayr maternal orjinlidir (12, 15). Bdylece
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eger DS ve AH ‘na karsi paylasilmis bir genetik duyarlilik mevcut ise, AH frekansinin
DS’ lu bireylerin annelerinde artmug olmasi gerekir. Bu nedenle su hipotez ileri

atilmigtir: DS’ Iu gocuk doguran annelerde AH frekans: artmuig olmalidir (3). Erken -
baslayan AH’na sahip olan probandlarin 1. ve 2. derece akrabalarinda DS’lu olgularm
sayisimin populasyon geneline gbre 5 kat fazla oldugu gézlenmistir (14, 78, 79). AH
olgularinin dogumlarinda ileri maternal yas 6ykiisii, DS ve AH arasindaki ortak bir
defekt olma ihtimalini artirmaktadir. Ancak yapilan bir ¢alismada DS’ nun tipik olarak
dogum diizenini etkilemedigi, ebeveynlerdeki azalmig fertilitenin ileri maternal yasin
olas1 bir nedeni oldugu gézlenmistir. Bir bagka galismada AH probandlarinin dogumda
anne ve baba yasinun normal oldugu belirtilmistir (7).

Bazi aragtirmalar, PS-1 ve PS-2 proteinlerinin niikleer mebranda
bulunabilecegini ve hiicre siklusu sirasinda kromozom ayrilmasi ve organizasyonuna
katildifimi ileri stirerler. Bir c¢ok hiicre tipinde presenilin proteinlerinin niikleer
lokalizasyonu son zamanlarda bir ¢ok laboratovarlarda dogrulanmigtir. PS-2’nin, p-53
timor slipresdr proteinin hiicre siklusunun regiilasyonuna yardim ettigi, hiicre siklusu
sirasinda sentrozom ve nukleusda lokalize oldugu ileri siiriilmekte ve bundan dolay1 da
PS-2’de meydana gelen mutasyon kromozomlarin hatali ayrimina neden olmaktadir
(58).

2.2. INSAN LENFOSIT CEKIRDEKCIKLERININ (NUKLEOLUS) YAPISI:

Cekirdekeik, hiicre ¢ekirdedi igerisinde diizenlenmistir ve ¢ekirdek sivisindan
herhangi bir zarla ayrilmaz. Canli hiicrelerinde 1s:1%1 ¢ok kiran yapilar olarak
ayirtedilirler ve 1s1tk mikroskobunda homojen olarak goriiliirler. Genellikle protein
sentezi fazla olan hiicrelerde biiylik yapilar halinde olan niikleoluslar protein sentezi
diisiik olan hiicrelerde kiigiik olurlar veya bulunmayabilirler. Biytiklikkleri canlimn
tiirline ve hiicresine gére degisir. Niikleolus RNA ve protein’den yapilmugtir. Niikleolus
RNA’smin baz yapist ribozom RNA’sinin baz yapisinin aynidir. Ribozom yapilarina
giren maddeler niikleolusda olugmaktadir. Protein miktar1 ¢ok olmakla beraber
histonlar bulunmamaktadir. Enzim olarak asit fosfataz, niikleosit fosforilaz, NAD sentaz
enzimlerinin var oldugu goriilmiistiir. Aktif bir gekilde protein sentezleyen hiicrelerde
ribozom ihtiyac1 daha fazla olacag: igin bu hiicrelerin niikleoluslar: daha biiyiik olur ve

sayilar1 da daha fazladir. Boliinen hiicrede protein sentezi diigecegi i¢in ribozom
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meydana getirilmesi de durdurulur. Bu sebeple béliinme sirasinda, metafazda,

niikleolusu gorebilmek miimkiin olmaz. Hiicre boliinmesi sirasinda niikleolus devirsel

degisiklikler gosterir. Istk mikroskobu incelemeleri, niikleolusun, profaz baglarken
kayboldugunu ve boliinme tekrarlaninca tekrar ortaya ¢iktigimi géstermektedir. Her bir
niikleolus sadece bir ¢ift kromozomla temas halindedir. Bu kromozomlara niikleolus
kromozomlart ve temas yerine niikleolus organizatérii denir. Telofazda bu niikleolus
kromozomlarimin niikleolus organizatdrii olan bélgelerinden niikleoluslar olusmaktadir.
Niikleolus organizatorii bolgeleri tRNA transkripsiyonu yapan genlere sahiptir. Bu
bolgelerin gevresindeki yogun niikleolus lifleri kiigiik riboniikleoprotein tanecikleri ile
birlikte bulunur ve ¢ogunlukla buradan olgun ribozomlar ¢ikarirlar. Cekirdekgikler,
Okaryotik hiicrelerin ribozom tireten merkezleridir (80).

Niikleolus igten diga dogru Ipliksi merkez (Fibrillar center), Yogun ipliksi bolge
(Dense fibrillar component), Graniillit bslge (Granular component) olmak fizere iig
kisma ayrilir (81, 82). Ipliksi merkez; DNA, RNAP I ve diger proteinleri igeren ve agik
boyanan transkripsiyon bolgeleridir (82). Yogun ipliksi béslge; Giimiisle boyanabilen
proteinlerin yamsira, DNA ve RNA’nin her ikisini de igeren ipliksi merkezin
¢evresinde, yogun boyanan bir bélgedir. Bu bslge RNA sentez bolgesidir (81). Graniillii
bolge; niikleolusun en dig g¢evresinde riboniikleer protein partikiillerini toplayan ve
rRNA transkriptlerinin olgun bir bi¢ime hazirlandig: bolgedir (82).

Interfaz gekirdeginde, giimiis graniillerinin ¢okelmesinin en fazla niikleolusun
ipliksi merkezi lizerinde meydana geldigi ileri stiriilmektedir (81).

Bir hiicrede niikleolus sayis:1 baz: faktorlere baghdir;

1. Bir hiicrede aktif NOR sayis1 ne kadarsa o hiicrede en fazla gozlenebilen

niikleolus say1s1 da o kadar olabilir. ]

2. Nikleolusun sayst hiicrenin fonksiyonel degisiklikleri ile iligkilidir. Onceden
inaktif olan NOR’larin aktivasyonu ile artabilir, ya da uzun stireli interfazda aktif
NOR’larin birlesmesi sonucu azalabilir..

3. Nikleolusun sayisi, stk meydana gelen mitotik boliinmelerden dolay:

NOR’larn birlesmesindeki bir ayriima nedeni ile artabilir (83).
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2.3. INSANDA NOR BOLGELERININ GENEL OZELLIKLERI

Cekirdekcik olusturan bélgeler (nucleolar organizer regions = NORs), insanda
akrosentrik kromozomlarin (13., 14., 15., 21., ve 22. kromozomlar) ikincil bogum
(secondary construction ) olarak adlandirilan satellit saplarinda bulunan ribozomal
DNA’lan (rDNA) ifade ederler (83-85). NOR’lar tDNA’'nin ¢ok sayida kopyalarim
iceren kromozomal bdlgeler olup, NOR bagma rDNA kopyalarinin sayis: farklidir (83,
86, 87). Bu bolgelerde rDNA yiiksek miktarda GC (guanin-sitozin) igerigine sahiptir
(86).

Akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda rDNA bulunur fakat hepsinde
transkripsiyonel olarak aktif degildir (83). Trankripsiyonel olarak inaktif olan NOR’lar,
aktif olan NOR’ lardan belirli bir uzaklikta bulunur. Cekirdekeik icinde bulunan rtDNA
transkripsiyonel olarak aktiftir (83, 88).

Insan akrosentrik kromozomlarinda ikincil bogum bélgeleri (NORs), 18S ve 28 S
rRNA igin kodlayici genler igermektedir. Genetik olarak aktif NOR bdlgelerinin Ag ile
secici olarak boyanabildigi belirlenmigtir. Ag bcyama tekniginin sonuglar1 ribozomal
genlerin fonksiyonel yapisinin stabilligini ve onlarin mendeliyel kalitsal gegisini
gosterir. Ag pozitif NOR’larin sayisi bir kigiden digerine farklidir fakat bireyler igin
sabittir (1).

Insandaki 10 akrosentrik kromozomun kisa kollarinin saplar tasidigi ve yumru
seklinde satellitleri oldugu 1961°den beri kabul edilmektedir. Bu bdlgeler ¢ekirdekgigin
yapiminda ige kargtiklart icin sitogenetik Oneme sahiptirler (89). NOR tasiyan
akrosentrik kromozomlarmn kisa kollari, insan hiicrelerinin metafazlarinda sik sik bir
arada bulunurlar. Buna “satellit assosiasyonu (SA) ” ad1 verilir. Satellit assosiasyonuna
daha fazla miktarda rDNA igeren NOR’larin daha sik olarak katildiklar1 ve yine aym
sekilde aktif NOR’ larin inaktif olanlardan gok daha fazla siklikta bu birlesmelere
katildiklan ileri stiriilmiistiir (90). Insan lenfositleri kiiltiirtinde NOR tastyan D veG
grubu akrosentrik kromozomlarmn kisa kollan giimiisle boyandig1 zaman tek ve ¢ok
sayida satellit birlesmeleri gosterir (89). Aktif NOR’lar1 boyamak igin kullanlan
giimii metodu, NOR’un aktivitesine bagli olarak giimiis boyamanin giddeti ile pozitif
orantili olan insan lenfosit kiiltiirlerindeki satellit birlesme sikligini gostermektedir.
Satellit assosiasyonunda yer alan akrosentrik kromozomlarin materyali daima giimiis
pozitiftir (90). Satellit assosiasyonu aktif NOR’lan gOsterir. Akrosentrik
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kromozomlarin satellit assosiasyonu yapmalarmin ve 21. kromozomun SA’na

katilmasimin, Alzheimer hastalifn ve yasa bagli olarak degistigi gosterilmistir.

NOR’larda bulunan proteinler giimiis-nitrat boyama ile ayirt edilebilir (1).

2.4. NOR’ LARIN GUMUS NITRAT iLE BOYANMASI

Gilimiis nitrat, sitolojik bir boya olarak 1800°li yillarin sonlarindan beri
kullanilmaktadir. Ik olarak AgNOR boyama kromozom preparatlarinda Carleton
tarafindan g6sterilmigtir (91). Bloom ve Goodpasture sitogenetik preparatlarda
cekirdekgik olugturan bolgeleri ortaya ¢ikarmak i¢in AgNOR boyama teknigini
geligtirmiglerdir (4). Bu teknigin 151k ve elektron mikroskobu alanlarinda uygulanmasi
da Howell ve Black tarafindan basitlestirilerek gergeklestirilmistir (92, 93).
Tanskripsiyonel olarak aktif olan NOR’larin pozisyonu interfazda ya da mitoz sirasinda
glimiis boyama ile gosterilebilmektedir (83, 91, 94, 95). Ribozomal genlerin aktif
transkripsiyonel bdlgesi ile giimiis boyanirlilig1 arasinda dogrudan iliski vardir (80, 85,
90, 95). NOR boyama aktif rDNA bélgelerini boyayip, inaktif (rRNA sentezlemeyen)
bélgeleri boyamama 6zelligine sahiptir (95).

18S ve 28S rRNA olugturan genler insan akrosentrik kromozomlarmm kisa
kollarina lokalize olmus durumdadir. Onun i¢in giimily boyama bu bolgeleri selektif
olarak ortaya ¢ikarir, fakat bununla beraber tiim akrosentrikler boyanmaz ve igerigine
bagl olarak kromozomlar kisiden kisiye degismek iizere daha koyu ve daha agik
boyanirlar. O nedenle her birey igin spesifik bir boyama &rnegi ortaya ¢ikar ve bu
polimorfizmin kalitsal bir &zelligidir (1, 96). Maksimum olarak aktive edilmig yani
kiiltiirti yapilmug lenfosit hiicrelerinde NOR’larin giimiisle boyanabilirligi belirli sinirlar
icerisinde kalitilabilir bir &zelliktir. Bagka bir ifade ile drnegin anne ve babada 13.
kromozomlardaki rDNA’lar tTRNA sentezlemiyorlarsa yani AgNOs ile boyanmiyorlarsa
bu &zellik gocuklarinda da aynen goriilecektir. Her zaman tiim akrosentrikler esit
boyanmaz ¢linkii farkli bireylerin akrosentrik kromozomlarinda boyanma farkli
derecede olur (84, 85, 94).

NOR kromatinin hiicre déngiisiiniin bir énceki interfazinda transkripsiyonel olarak
aktif olmasi, mitotik NOR’larin giimiisle boyanabilmesi i¢in gerekli oldugu ileri
stiriilmektedir (84, 85, 95).
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Giimiis boyama teknigi, asidik bir ortamda, NOR merkezlerinde gilimiis nitratin,
NOR proteinleri tarafindan metalik glimiise indirgenmesine dayanir (88). Giimiig nitrat1

metalik glimiige indirgeyen asil madde, bu bdlgelere 6zgli proteinler (NOR proteinleri)
dir. NOR boyama pronase, tripsin, ve papain gibi proteolitik enzimlerden
etkilenmektedir (84, 86, 88, 91, 92, 94, 97). Bu da, giimiis iyonlariin, asidik olan
proteinlere baglandifim gostermektedir (84, 85, 92, 95, 97). Interfaz boyunca tiretilen
ve profaz’da NOR’lann etrafinda biriken materyal, riboniikleoproteinin asidik bir
protein bilesenidir ve giimiisle boyanabilmektedir (84, 85). Akrosentrik kromozomlarin
kisa kollarinda ve satellitlerinde bulunan nucleolar organizer bélgeler giimiis nitrat ile
boyandiginda koyu kahverengi veya siyah tonunda boya almaktadir.

Glimiise baglanan proteinlerin bir kismi, ¢ekirdek ekstraktlarindan elde edilen jel
elektroforezinde gosterilmistir. Gilimiise proteinlerin baglanma reaksiyonu siilfidril
grublar1 vasitasiyla meydana geliyor gibi goriinmektedir. rDNA’larin rRNA’lara
transkripsiyonunu katalizleyen RNAP I bu gekilde tanimlanan ilk proteindir (89).
Fosfat grublari da giimils boyamada ise karigabilmektedirler. Giimiise baglanan iki
major AgNOR proteinleri, niikleolin (C23) ve B23’diir. C23 ve B23, ¢ekirdek¢igin
fosforile edilen ana asidik fosfoproteinleridir. Bu proteinlerin kiigtik birimleri olan
fosfoserin ve fosfotreonin giimiis boyamada ige karigsabilmektedir (89). Bunun yam sira,
niikleolin‘in amino terminal bolgesindeki asidik aminoasitlerin konsantrasyonu, giimiis
iyonlarnin  indirgenmesinden - sorumludur (92). Nikleolin’in, amplifiye edilen
cekirdekgik ve niikleoplazma arasinda bir set olusturarak bu iki bolgeyi birbirinden
ayirdifi ileri stiriilmektedir (97).

2.4.1. NOR proteinleri (AgNOR proteinleri)

Interfaz boyunca gekirdekgikte bulunan ve metafaz boyunca NOR’larla birlesmis
olarak kalan NOR proteinleri aktif ribozomal genlerin isaretleridir (88, 92). NOR
proteinleri, asidik sartlar altinda glimiigii indirgeme yetenekleri ve giimis i¢cin spesifik
affinitelerinin var olmas: ile ayirt edilirler (88).

AgNOR proteinleri, elektron mikroskobu ile dzellikle ¢ekirdekeigin ipliksi merkez
ve yogun ipliksi bolgelerinde bulunurlar ve interfaz gekirdeginde graniilli bolgeden
disan atilirlar ve farkli miktarlardaki AgNOR proteinleri ince bir filament ile olugan
graniillere baglanirlar (88).
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Ayrica, AgNOR boyama teknigi tiimdrlerin erken tarusinda, kismi olarak malign
tiimérlerden benig tlimérleri ayirt etmede ve benig tiimdriin siddetini degerlendirmede

de kullanilir. AgNOR boyama prosediiriiniin spesifikligi ve kolaylig1 bu teknigin, insan
patolojisinde, hiicre biyolojisinde geni$ bir kullanum alam saglanmaktadir (92).
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2. YONTEMLER

3.1.GEREGCLER

Demirbas malzemeler

1.Etiiv ( Sanyo, MCD17A)

2.Santrifiij (Juan, B4-11175600 )

3.Su banyosu (Memmert)

4. Vortex (MS1 Minishake 1KA )

5.Mikroskop ( Nikon Eclipse, E800 )
6.Fotomikroskop (Olympus, BX50 F4)
7.Hassas terazi (Shimadzu, Libror AEG-220)
8.Derin dondurucu (Sanyo — MDF-U6086S )
9.Buzdolab: (Profilo)

10.Zaman ayarlayic1 (Superior W-Germany )
11.pH metre (Ph 320/set-1, Nr.100740 )
12.Hot- plate (Janke & Kunkel Gmbh &Co.kg )
13. Tri distile su cihazi (Elix)

14 Mikroskop atagsmanli video kamera (Sony CCD- IRIS siyah-beyaz video kamera
SSC-M370CE)

15.Bilgisayar (Escort pentium II)

16.Bilgisayar yazicis1 (Epson stylus Color 640 )
17.Kamera adapt6r (Sony YS-W130P )
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Sarf Malzemeler

1.Hams F10 Medium-Siv1 (Biological Industries, 01-090-1B)
2.Periferal Blood Medium-Siv1 (Sigma)

3.Fetal Calf Serum (=FCS, Biological Industries, 04-001-1B)
4.L-Glutamin (Seromed, K 0282)

5.Heparin (Nevparin , Mustafa Nevzat Ilag Sanayi)
6.Antibiyotik (Penisilin-Streptomisin, Biological Industries, 03-031-1C)
7 Kolsisin (Sigma, D1925)

8.Giemsa (Merck, 540040512)

9.Gurr Buffer

10.KH,;PO4 (Merck, 9021622)

11.Na;HPO4.H,0 (Merck, K1690176)

12.Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)

13.Metanol (Merck, 502K 5275408)

14.Lamel yapistirici (Entellan, Merck, 640171987)
15.Immersion yag1 (Immersiol, Merck, 09403569)

16.Alkol (%96°lik saf alkol, tekel)

17.Ksilol (Merck, 207K 03755385)

18.NaCl (Merck, 2448989)

19.Nag-sitrat. 2H,O (Merck, K22028732 527)

19.KCl (Merck, 340TA611835)

20.AgNOj; (Carlo Erba)

21.Etanol (Merck, K21078586)

22.Jelatin (Merck, 5214525)

23.Formik asit (Merck)

24.Distile su

25.Cesitli cam laboratuar malzemeleri

26.Konik tabanli 10ml1’lik steril kiiltiir tiipli (Greiner, polystrene)
27 Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 25mm)

28.Enjektdr (1ml, 2ml, Sml, 10ml, 20ml, 50ml, Sterijen)
29.Pastér pipeti

30.Lam (Objekttrager)
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31.Lamel (Menzel-Glasser, 24x32mm)
32.Aliiminyum Folyo
33.Fotograf filmi (IIford 50 ASA siyah-beyaz, Fujil00 ASA renkli)

34 Fotograf kart: (IIford siyah-beyaz, Fuji Color Paper renkli)

3.2.YONTEM

Bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali ile
Noroloji Anabilim Dali’'nda beraber yiirtitiildii.

Caliyma, 20 Alzheimer’l1 hasta ve 10 geng ve 10 yash saglikhi kontro] {izerinde
yapilmistir. Geng kontrol grubunun yag aralif1 18-25, yagh konrol grubunun yas aralifi
ise galiymamiza katilan Alzheimer hastalartyla paralel yaslarda tutulmugtur.

Hasta ve kontrol grublarn

Calismamiza katilan Alzheimer hastalarimn kesin tamsi i¢in Noroloji Anabilim
Dali poliklinigine bagvuran hastalara mini mental test uygulanmigtir (Mini- Mental
State Exam: MMSE). Mini —Mental Test 1975 yilinda Folstein ve arkadaglar
tarafindan hastalarin kognitif durumlarnin derecelendirilmesi amaciyla olusturulmugtur
(98). Bu test sonrasinda verilen puanlar degerlendirilerek hastalarin Kognitif Bozuima
simirlart bulunmugtur. Bu sinirlar sdyledir: 24-30 Normal simr, 20-23 Hafif kognitik
bozukluk, 10-19 Orta kognitif bozukluk, 0-9 Agir kognitif bozukluk (7). Ayrica yasl
kontrol grubundaki bireylere de Mini Mental test yapilmis kognitif bozukluklar1 normal
bulunmustur.

Calismamiza katilan alzheimer hastalar’’mn ve kontrol grublarmn yagslarn,
cinsiyetleri, sigara ve alkol kullanip kullanmadig, Alzheimer’li aile Sykiisii, hastanin
bagka bir rahatsizlift olup olmadifi ve bu rahatsizliktan dolayr ilag kullamip
kullanmadig1, dikkate alinmagtir.

Periferal kan 6rnekleri alinan Alzheimer hastalarinin en az 6 ay-3 yil hastahiga
sahip olmasi gerektifine dikkat edilmisgtir.
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3.2.1.Periferik Kandan Lenfosit Kiiltiirii

Kullanilan kiiltiir ortami ve soliisyonlar:

Malzeme Miktar
Ham’s F10 100 ml
Fetal Calf Serum (FCS) 33 ml
L-Glutamin 2ml
Fitohemaglutinin (PHA) 2.5 ml
Penisilin-Streptomisin 1 ml
Heparin 1ml

Yukardaki malzemeler steril ortamda birbirine eklenerek kiiltiir ortamu
hazirlanmig ve 5’er ml olacak sekilde steril kiiltiir tiiplerine ayrilmigtir. Ayrica hazir
kiiltiir ortamu (Periferal Blood Medium), ste;ril sartlarda 6’sar ml olacak gekilde steril
kiiltiir tiiplerine boliinmiistiir. Sonra kiiltiir tiipleri -20 "C’de saklanmstir.

Hipotonik soliisyonu:

0.075 M KC1
1.398 g KCl tartilarak tizeri distile su ile 250 ml’ye tamamlanarak hazirlanmigtir.

Fiksatif soliisyonu:

3:1 oraminda metanol: asetik asit karigimi: Kullamimdan en fazla yarim saat Once
hazirlanarak —8 °C’ye kaldirilmig ve soguk olarak kullaniimustir.

Ibrainov soliisyonu:

5 ml asetik asit, 3 ml metanol, lizerine 92 ml distile su konularak hazirlamir. Oda
1s1sinda muhafaza edilir ve en fazla bir giin i¢inde kullamlir.
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Kiiltiir Isleminin Uygulanmasi:

Calismamizda T-lenfositlerin {iremesi igin uygulanan kiiltiir isleminde asagidaki
basamaklar sirasiyla takip edilmistir.

1. Steril sartlarda 1\10 —1\20 oraminda heparinize edilmis yaklagik 5ml periferik kan
enjektdre alinip, oda sicakliginda yaklagik 3-4 saat bekletilmisgtir..

2. Steril ortamda her iki (5ml ve 6ml) kiiltlir ortamina, enjektdr igindeki heparinize
kamn yaklagik 0.3-0.5 ml’si disar1 atildiktan sonra 8’er damla (~ 0.3 ml ) ekim
yapilarak kiiltiir tlipleri inkiibasyon i¢in 37 °C’lik etiive konulmustur.

3. Tiiplere 70’inci saatte 1’er damla final konsantrasyonu 0.1 pg\ml olacak sekilde
kolsisin eklenerek iyice karigincaya kadar galkalanip etiive yeniden konulmusgtur.

4. 71’inci saatte tiipler etlivden ¢ikartilarak 4 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilmistir..

5. Stipernatant: atilarak tizerine 37 °C’deki hipotonik ¢ozeltiden 7 ml ilave edilerek 3
dakika oda sicaklifinda bekletilmisgtir.

6. 2000 rpm’de 4 dakika santriflij edilmis, siipernatant atilarak pellet pipetle
karigtirtlmagtir.

7. Pellet iizerine oda sicakligindaki ibrainov solusyonundan 5ml hizh bir sekilde
konmus, ve hemen sonra 4 dakika 2000 rpm’de santrifiij edilmisgtir.

8. Stipernatant atilarak pellet karigtirilip {izerine 5 ml metanol eklenip, 4 dakika 2000
rpm’de santrifiij edilmigtir.
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9. Siipernatant atilarak, pellet lizerine 5 ml soguk fiksatif eklenmis en az 30 dakika
+4°C de bekletilmistir.

10. 2000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilip siipernatant atildiktan sonra dipte kalan hiicre

stispansiyonundan preparatlarin hazirlanmasina gegilmistir.

11. Preparatlar, -8 °C sicaklikta % 70’lik etanol iginde saklanan lamlar gazli bezle
silindikten sonra, {izerine 7-8 damla hiicre sﬁspansiyonundan lama damlatilmas1 ve
havada kurutulmasiyla hazirlanmigtir.

3.2.2. NOR Boyama

Kullanilan Cozeltiler:
% 50’lik AgNO; cozeltisi (Agirhk / agirhk olarak, ~%33’lik):

1g AgNO3’mn 2 ml bidistile su iginde ¢dziilmesiyle hazirlanmugtir.
Cozelti +4 °C’de ve karanlikta saklanmigtir.

%1 ‘lik Formik asit ¢ozeltisi:
1ml formik asitin tizeri distile su ile 100ml’ye tamamlanarak hazirlanmugtir.

% 2’lik Jelatinli Formik asit ¢ozeltisi:

Oda sicakhiginda 98 ml %]1°lik Formik asit i¢inde 2 g jelatinin ¢dziilmesiyle, %
2’lik jelatin elde edilmistir. Elde edilen karigim filtre kagidindan siiziilmils ve oda
sicakliginda saklanmugtir.

Giimiis Boyama Soliisyonu:

% 50 ‘lik AgNOs’den 1ml (iki hacim)
% 2’lik Jelatinli Formik asit’den 0.5ml (bir hacim) alinarak,
15tk gérmeyen etrafi aliiminyum folyo ile kaplanmig bir tiip icerisinde karigtirilarak

hazirlanmigtir. Giimiis boyama soliisyonu her kullamimda yeniden hazirlanmigtir.
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% 2’lik Giemsa Cozeltisi:

KH,PO, ¢izeltisinden 49ml, Na,HPO, ¢bzeltisinden 51ml alinarak elde edilen
100 ml’lik ¢ozeltinin 2 ml’si atilip, lizerine 2ml Giemsa eklenip, kurutma kagidiyla
siiziilerek hazirlanmstir.

2 x SSC (sodyum-salin sitrat) tamponu (pH=7.0) :

NaCl’den 17.53¢g,
Nas-sitrat 2H,0’den 8.82 ¢,
Tartilip 1000 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

Sorensan Tamponu (pH=6.8):

Na,HPO4’den 11.88 ¢,
KH,PO4’den - 9.08 g,
Tartilip 1000 ml’ye tamamlanmigtir.

NOR Boyama islemi

Kiiltiir islemi sonucunda elde edilen preparatlar, ilk dnce 1-2 dakika distile suda
bekletilip lizerindeki asetik asit diliie edilmis ve daha sonra havada kurutulmustur.
Havada kurutulan preparatlar daha sonra i¢inde distile su ile islatilmig kurutma
kagidinin bulundugu petri kabinun igerisine yerlestirilmigtir. Preparatlarin {izerine pastor
pipeti ile % 50°lik AgNOs ve % 2’lik Jelatin / Formik asit karigimindan olusan giimiis
boyama solusyonundan 3-4 damla damlatilmug ve iizerleri lamelle kapatilmigtir. Sonra
hizli bir sekilde petri kabimin kapag Kkapatilarak, etrafi iik almayacak gekilde
altiminyum folyo ile sartlip 37 °C’deki etiivde 15 dakika bekletilmistir. 15 dakikanmn
sonunda etlivden gikarilan preparatlar {izerlerindeki lameller diistinceye kadar distile su
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ile yikanmus preparatlarin bir veya iki tanesi % 2’lik giemsa solusyonunda 10 saniye
siireyle boyanmig bir kismi da G-Bantlanma i¢in ayrilmistir (6).

Sonugta, tiim preparat {iizerindeki bolgelerde hedefledigimiz kalitede homojen
NOR boyamalar elde edildigi gézlenmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. NOR boyama uygulanmis lenfosit ¢ekirdegi.
G-Bantlama islemi:

Calismamzda uygulanan NOR boyama isleminden sonra elde edilen
preparatlarin metafaz alanlarimn giimiisle boyanmis akrosentrik kromozomlarnin ayrt
edilebilmesi i¢in oncelikle bantlama islemi standardize edilmistir. Standardizasyon
islemi, bir takim 6n denemeler yapilip elde edilen sonuglar degerlendirilerek

gerceklestirilmistir.
I.Deneme

-80 derecedeki derin dondurucuda saklanan lenfosit kiiltiir rezevlerinden
preparatlar hazirlandi. Preparatlar, 37 derecedeki kuru etiivde 3 giin bekletilerek

eskitildi.

1.0, Y0KSEKBERETIM KUROLS
oOKIMANTASYAN MERKEZ!
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Eskitilmig preparatlar bantlama islemlerine goére degisen siirelere gore tripsin
soliisyonunda tutulmuslardir. Preparatlar tripsin soliisyonundan ¢ikarilir ¢ikanilmaz 2-3
sn séransan tamponunda (0.06 M, KH,PO4 ve Na;HPO, ) galkalanmuslardir. Soransan
tamponundan ¢ikarilan preparatlarin bir kagi % 5’lik Giemsa boyasinda, 6 dakika
boyandiktan sonra, hava da kurutulup mikroskopta bantlanmis metafaz alanlan tespit
edilmistir. D ve G grubu kromozomlara bakilmis kordinatlar not edilmistir. Aym
preparat {izerine daha sonra NOR boyama yapilmistir.

Sonugta onceden kordinatlari alinmis metafaz alanlarindaki D ve G grubu
kromozomlarmin  bantlama  islemi  yapilmamis preparatlardaki  akrosentrik
kromozomlara gére ¢ok daha az NOR aldig1 gézlenmistir.

Preparatlarin bir kagi da bantlandiktan sonra Giemsa ile boyanmadan NOR
boyama yapildi ve daha sonra %5 lik Giemsa’da 5 sn. boyandi, preparatlar distile sudan
gegirilip kuruduktan sonra mikroskopta incelendi. Preparattaki kromozomlarn gok

kotii ve NOR almadig1 ve ayrica kromozomlarin ¢ok sigmis olduklar gézlenmistir.

II.Deneme

Rutin periferik kan kiiltiirii sonucunda hazirlanan ve eskitilen preparatlara NOR
boyama teknigi uygulanmistir. Mikroskopta NOR almis metafaz alanlar tespit
edilmistir. Preparatlarda NOR boyast % 4 ‘lik Potasyum dikromat : % 10 ‘lik HCI :
distile su (10:10:5) kanigimiyla hazirlanan ¢ozeltiden gegirilerek uzaklagtinlmustir (95)-
NOR boyasi uzaklastirilan preparatlar tripsinle bantlandikdan sonra, Giemsa ile
boyanmustir. Ardindan Snceden koordinatlari alinmig olan metafazlar incelendiginde
kromozomlarda herhangi bir bantlamanin olmadig: gézlenmistir.

NOR boyasi alinmayan preparatlar, tripsinle bantlama yapilmis daha sonra
Giemsa ile boyanmustir. Bu islemin sonunda da preparatlardaki kromozomlarin bant

almadig1 gozlenmistir.
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III.Deneme

Daha 6nce NOR boyama teknigi ile boyanan preparatlardan 2 sinin NOR boyasi
(10:10:5; % 4 Potasyum dikromat: %10’luk HCI: distile sudan olusan karigim ile)
alinmistir. Preperatin 1°i distile suda, digeri fiksatifte (3 birim metanol 1 birim asetik
asit) 10 dakika bekletildi. Fiksatiften ¢ikarilan preparat distile suda ¢alkalandiktan sonra
her iki preparat tripsinde 10 dk. bekletilmistir. Daha sonra preparatlar % 5 lik
Giemsa’da 10 dk. boyandiktan sonra distile sudan gegirilerek kurutuldu ve mikroskopta
incelendi (95). Her iki preparatta gok kirliydi. Sonu¢ olarak, kromozomlarda NOR
boyanmasi ve G-bantlanmasi gbzlenmemistir ve preparatlar arasinda herhangi bir fark

bulunamamagtir.

IV.Deneme

Daha o6nceki denemelerde hem NOR boyali hem de bantli metafaz alanlan elde
ﬁedemeyince tripsin bantlama yontemi yerine ASG ( Asetik-Saline-Giemsa) yéntemi
kullanilmstir (99). .

Bir sale igerisinde 2 x SSC (0,03 M tri sodyum sitrat ve 0.3 M NaCl ) tamponunun
ws1s1 60 ° C ye getirildikten sonra, rutin periferik kan kiiltlirii sonucu hazirlanan ve
eskitilen preparatlarin bir kismi bu tampon igerisinde 60 dk inkiibe edildi.
Inkitbasyondan sonra preparatlar distile sudan gegirilerek 2’lik Giemsa boyasinda 60
( ve 90, 120) dk. boyandi. Boyanma zamanina paralel olarak kromozomlarin daha iyi
boya aldif1 goriilmiistiir. Ancak 60 dk. boyamanin az oldugu 120 dk. boyamada ise
acik bantlarin da boyandif: ve bantlar arasinda kontrasthiin azaldigr gézlenmistir.

Daha O6nce de hazirlanan preparatlarin bir kisminda da inkiibasyon agamasi
degistirildi. Preparatlarin boyanma zamani (90 dk.) sabit tutularak, 2 x SSC tamponu
etkilesim zamam 60 dk’dan 90 dk’ya ¢ikarildi. Bu denemenin sonucunda
kromozomlarda agir1 etkilesim nedeni ile bandlar gézlenmedi.

Sonug olarak; NOR boyamasi yapilmig preparatlar, 2 x SSC tamponunda 60° C’
de 60 dk inkiibe edilerek distile sudan gegirildi ve % 2’lik Giemsa ile 90 dk. boyandi ve
kaliteli G- bantlar elde edildi (sekil 3.2.).
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a)

b)

Sekil 3.2. Alzheimer hastasina (a) ve yagh kontrole (b) ait ASG ile bantlanmis ve

AgNO; ile boyanmig akrosentrik kromozomlar ve satellit assosiasyonu.
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3.2.3. Interfaz Cekirdeklerindeki NOR Alanlarinmn Bilgisayar Program ile
Olgiilmesi

Hasta ve kontrollere ait interfaz ¢ekirdeklerindeki NOR alanlari, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’'nda daha Onceden kondanse kromatin ve NOR  alam1 &l¢lim
¢aligmalarinda kullanilmig olan bilgisayar programi yardimiyla Slgiilmiistiir (5, 6)

Goriintiilerin Elde Edilmesi:

Analiz isleminde kullanilacak olan lenfosit ¢ekirdeklerinin goriintiileri, 151k
mikroskobundan (100x10 biiyiitme) bilgisayar ortamina bir video kamera (Sony SSC-
M370CE) araciif ile aktanhmstlr. Kameradan alinan goriintiiler, analizi yapilmak
tizere bitmap tiirti resim formatinda bilgisayarda saklanmigtir.

Gériintiilerin Standardizasyonu:

Goriintlilerin  analizi i¢in Delphi dilinde yazilan bir bilgisayar programi
kullanilmugtir. Analiz islemine baglamadan ©nce elde edilen resimlerdeki 11k
yogunlufunun birbirlerinden farkli oldugu g6z oniinde bulundurularak g6riinti
yogunlugunun standardizasyonu i¢in egitlik 3.1 uygun bir algoritma ile resim tizerindeki
biitlin noktalara uygulanmistir.

Ps =[ ( Po - Pmin )/ ( Pmax - Pmin ) ] x 255 3.1
Esitlikte Ps noktanin standardize edilmis degerini, Po noktanin asil degerini, Pmax

resim lizerinde en yliksek parlaklik degerine sahip noktanin degerini, Pmin resim
lizerinde en diisiik parlaklik degerine sahip noktanin degerini gostermektedir.
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Goriintiilerin Analizi:

Standardize edilen goriintiiller aym programla analiz edildi ($ekil 3.3). Analiz
programi yardimi ile siyah-beyaz goriintii {izerinde ton ayar1 yapildiktan sonra NOR
alam iceren bélgelerin segimi igin bir egik deger girilerek bu esik siddetine uygun bir
sekilde cevresindeki noktalardan daba yoBun olarak ayrilan noktalarin belirlenmesi
saglandi. Bu bdlge bilgisayarin faresi kullanilarak kirmiziya boyandi. Bu yolla segilen
bolgeler diginda NOR alam oldugu diigiiniilen bdlgeler ise programda bulunan gesitli
araglar kullanilarak segilen bolgeye dahil edildi ve bu bolgelerde kirmiziya boyand:
(Sekil 3.4) veya fazla se¢ilmis olan bolgelerde yine programdaki araglar yardimiyla
se¢im diginda birakildi. Program yardimiyla kirmiziya boyanan bdlige yesile boyandi ve
NOR alan degeri bulundu (Sekil 3.5). Sonra gekirdegin smirlari bilgisayarin faresi
yardimiyla ¢izilerek belirlendi. Programda smmirlanan yer boya tusuna basilarak
kirmiziya boyandi1 ve programin gekirdegi gormesi saglandi. Programdaki g¢ekirdek
tusuna basarak NOR alaninin toplam gekirdek ylizey alanma (NOR alani bdlgesinin de
dahil oldugu) ytizde oram hesapland: (Sekil 3.6).

Her bir hasta ve kontrol i¢in 50 interfaz gekirdegi degerlendirildi. Degerlendirme
i¢in biiyiikliigii 17 um den 26 pum’ye kadar olan diizgiin gekirdekler Slgtilmiistiir.

Sekil 3.3  : Analiz igleminde kullanilan program ve analiz edilecek olan
lenfosit gekirdegi.



Sekil3.4 : NOR Bélgeleri Belirlenmis bir lenfosit Cekirdegi.

Sekil 3.5 : NOR bolgeleri hesaplanmug lenfosit gekirdegi.
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Sekil 3.6 : Cekirdek ve NOR alan bolgeleri belirlenmis bir lenfosit gekirdegi.
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4. BULGULAR

Calismammza 20 Alzheimer hastas1 (15 kadin, 5 erkek), 10 saglikli geng kontrol (6
kadin, 4 erkek ) ve 10 saglikli yasl kontrol (5 kadin, 5 erkek ) grubu katilmistir. Hasta
grublaninin yaslart 42 ile 84 yillar1 arasinda ( yas ortalamasi: 68.25+11.23 ), geng
kontrol grubunun yaglar 18 ile 25 yillar arasinda (yas ortalamasi: 22.10+2.51 ), ve yash
kontrol grubunun yaglann 55 ile 87 yillan arasinda (yag ortalamasi: 66.90+9.77 )
degismektedir. Bu grublardaki kisilerin her birinin 50 interfaz g¢ekirdeginde NOR
alanlannin bilgisayarl Slglimii yapilmigtir. Bu $lglimler i¢erisinde NOR bdlgeleri alan,
toplam ¢ekirdek ylizey alanlan ile kargilagtir:larak NOR bélgeleri alan oranlan
bulunmustur. Alzheimer hastalar1 ve kontrol grublarimin NOR alan oranlarinin
Olglimlerine ait ortalama degerler Tablo 4.1°de gdsterilmistir. Hasta ve kontrollere ait
NOR alam degerleri Kruskal-Wallis testi uygulanarak kargilastirnldiinda P = 0.054
degeri bulinmustur. Bu deger 0.05’¢ ¢ok yakin oldugundan, grublar arasinda Mann-
Withney U testi yapilmigtir. Buna gore hasta ve yagh kontroller arasindaki fark anlaml
bulunmusgtur ( P = 0.035).

Caliymamizda Alzheimer hastalar1 ve kontrol grublarmin, metafaz alanlarinda
akrosentrik kromozomlardaki Ag+ NOR’larin biiyiikliiklerine gére dagilimu Tablo
4.2°de gosterilmigtir. Tiim grublardaki her bir kigi i¢in 20 metafaz alam
degerlendirilmistir. Akrosentrik kromozomlarin Ag+ segmentlerinin biiyiiklikleri
asagidaki kriterlere gére siniflandmlmgtir (1, 2).

0 = Glimiis boyas1 olmayan

1 = Az gtimiis boyanan (Kromatid genisliginden daha az )

2 = Iyi glimiig boyanan (Kromatid genisligine esit ve daha biiyiik )

Akrosentrik kromozomlarin Ag+ bilyiikliiklerine ait ortalama degerler Tablo
4.3’de gosterilmistir. Alzheimer hastalar1 ve kontrol grublarma ait degerler Kruskal-
Wallis istatistik testi ile karsilagtirnldiginda metafaz alanlarindaki 22 (1) nolu
akrosentrik kromozomun Ag+ NOR almasi anlamli derecede farkli bulunmustur (P
<0.05 ).' Mann-Withney U testine gore de hasta ve geng kontrol grublar arasinda 22 (1).
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kromozom i¢in Ag+ ‘lik agisindan fark bulunmugstur (P =0.018). Diger akrosentrik
kromozomlarin Ag+ NOR biiyiikliiklerinin degerleri agisindan gruplar arasinda fark
bulunamamugtir (P > 0.05 ).

Caligmamizda hasta, geng kontrol ve yash kontrol grublarinin metafaz alanlarinda
AgNO; ile boyanan total kromozomlar ve 21. kromozomlar sayilmistir. Ayrica satellit
assosiasyonu (SA) yapanlar belirtilerek onlar da sayilip her bir hasta igin toplu degerler
Tablo 4.4 ‘de verilmigtir. Her bir kisi igin 20 metafaz alam degerlendirilmistir. Hasta,
geng kontrol ve yagli kontrol grublari arasinda 21. kromozomun ve total
kromozomlarin AgNO; ile boyanmalar1 ve assosiasyon sikliklari agisindan ortalama ve
standart sapmalar1 Tablo 4.5. ’de gOsterilmistir. Kruskal-Wallis istatiksel testi
uygulanarak yapilan kargilagtirma sonucunda grublar arasinda anlamh bir fark
bulunamamaistir ( P > 0.05 ). Ancak, SA’daki total kromozom sayis1 agisindan grublar
kargilastirildiginda P = 0.062 degeri bulunmugtur. Bu deger 0.05 ‘e yakin oldugu i¢in,
grublar arasinda Mann-Withney U testi yapilmustir. Bu sonuca gére, hasta ile yaslt
kontrol arasinda ( P = 0.05 ) ve hasta ile geng kontrol arasinda ( P = 0.061 ) anlaml1
farklilik bulunmustur.

Ag+ NOR’lu akrosentrik kromozomlarn metafaz bagina sayilari, hasta, geng ve
yagli kontrol grublamt arasinda Kruskal-Wallis istatistik testi uygulanarak
karsilagtirildiginda, akrosentrik kromozomlarin 5 NOR almalar1 agisindan P degeri
0.05’e yakin oldugu i¢in ( P = 0.065 ), grublar arasinda Mann-Withney U testi
yapilmugtir. Bu test sonucuna gére de hasta ile geng¢ kontrol (P = 0.024 ), geng kontrol
ile yash kontrol arasindaki ( P = 0.030 ) farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmugtur (Tablo 4.6).

AH hastalan igersinde, dort hastanin ailelerinde AH oldugu gorilmistiir (Tablo
4.1). NOR alan oranlar1 agisindan AH aile Sykiisii olanlar (14.62+2.15) ve olmayanlar
(13.61£2.17) Mann Whitney U testi ile kargilagtiriidiginda, aralarindaki farkin anlamh -
olmadigi bulunmugtur ( P > 0.05 ). Akrosentrik kromozomlardaki Ag+ NOR’larin
biiyiikliikk dereceleri de, aile Gykiisii olanlar ve olmayanlar arasinda Mann Whitney U
testi ile karsilastinilmigtir. O dereceli 21. kromozom sayisimn AH aile dykiisii olanlarda
(3.00+4.00) olmayanlara gére (9.69+6.71) azaldigi ( P = 0.058 ), diger taraftan 2
dereceli 21. kromozom sayismin da AH aile Oykiisii olanlarda ( 35.25%3.78 )
olmayanlara gore (29.00+7.03) arttign ( P = 0.072 ) soylenebilir. Diger
kromozomlardaki Ag+ NOR'’larin bilyiikliikk dereceleri agisindan AH aile Oykiisii
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olanlarla olmayanlar arasinda fark bulunamamigtir (P > 0.05). Ag+ total kromozom
sayisi, SA’lu 21. kromozom say1si, SA’lu metafaz sayisi, SA’lu kromozom grup sayisi
ve SA’daki total kromozom sayisi agilarindan AH aile &ykiisli olanlar ve olmayanlar
Mann Whitney U testi ile karsilastinldifinda, aralarindaki farkin anlamli olmadig:
bulunmugtur ( P > 0.05 ). Ancak Ag+ 21. kromozom sayisinin AH aile Sykiisii
olmayanlara (30.314£6.71) gore olanlarda (37.00+4.00) daha fazla oldugu sOylenebilir
(P=0.058).

Tablo 4.1 Alzheimer hastalar1 ve kontrol grublarindaki NOR alam ortalama degerleri.

Hasta ad1 NOR alam | geng kontrol | NOR Alam | Yagl kontrol | NOR Alan:
S. Z. 14.66+£3.47 |K.X. 16.82+£3.55 |K.A. 11.24+4.32
F. Y. 11.16£3.30 |H.A. 14.25¢4.10 |H.L 18.88+5.10
F.G. 16.29+4.40 |1K. 17.57+6.27 |M.L 14.61+5.01
M. C. 18.80+4.50 |N:D. 14.84+4.06 |A.L 16.33+4.55
M. 0. 12.73+4.57 |U.U. 18.13+4.33 |Z.T. : 13.70+4.03
S. K. 12.27+3.25 |H.U. 11.93+2.71 [D.U 18.55+4.19
R.G.* 13.41+£3.94 |N.U. 16.05+4.15 |Y.U. 16.39+4.21
A.C. 12.45+4.24 |A.Y. 14.46+3.57 |HU 16.12+3.77
N. A. 15.26+3.79 |F.E. 14.92+3.56 |A.S. 14.68+4.67
H. C. 11.91£3.61 |A.Y. 13.2743.48 |LK. 14.96+3.77
H.1.Y. 14.35+5.08

H.S.S. 14.50+4.11

A.O.* 17.03+4.51

H.Y.* 12.31£3.33

H.S. 14.17+4.61

S. U 10.37+4.04

O.K. 13.91+£3.99

F. K.* 15.71+£5.47

A.K. 14.06+3.70

H. K. 10.91+3.38

Ortalama+S.S.** | 13.81+2.15 15.22+1.93 15.5542.25

* AH aile 6ykiisii olan hastalar.
** P =0,054 (Kruskal-Wallis Test)
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Tablo 4.2.Hasta ve kontrollerdeki Akrosentrik kromozomlarin Ag+ NOR
biiytikliiklerine gore ortalama degerleri

Alzheimer | 13-kromozom | 14.kromozom | 15.kromozom | 21.kromozom | 22.kromozom
hastast — To— 71 2 [0 [1 (2 [0 [1]2 [0 [1]2 [0 [1 ]2
S.Z. 10 |8 |22 |8 3 129 125 |4 111 |8 9 123 |3 6 |31
F.G. 19 |0 |21 |5 6 (29 |13 17 |20 |7 3 130 ({7 1 |32
R.G. 6 0 |34 |5 0 i35 (11 |1 128 |6 0 |34 |7 0 133

. H.S. 7 2 131 |3 0 (37 |4 2 |34 |12 |0 28 (10 |2 |28
A. K. 12 |10 |28 |13 [0 (27 |11 |0 |29 |14 |0 (26 |9 0 31
N. A, 5 3 |32 |0 4 136 15 0 {35 |0 1 |39 |4 2 |34
H. K. 8 4 128 |11 [2 (27 (24 |2 |14 |1 1 {38 |3 2 |35
M. O. 4 10 |36 12 13 35 {3 [1 [36 |7 |1 |32 |7 |2 |31
HIiY. 8 3 129 (19 {0 {21 |6 2 132 |4 0 36 (20 |0 {20
A. 0. 12 |2 (26 |3 1 136 |7 1 |32 (12 |1 |27 |9 1 130
S. K. 7 ]0 133 |8 0 |32 {14 |0 {26 |3 0 {37 |5 0 |35
M. C. 13 13 |24 |12 |3 (25 |18 |1 |21 |6 0 |34 |13 |3 |24
F. K. 5 0 |35 |4 0 [36 |8 0 |32 |1 1 |38 (2 0 |38
0.K. 11 |0 |29 12 |1 |27 |i6 {0 |24 |9 1 |30 |8 1 131
S.U. 9 4 127 |9 1 130 13 2 |35 |3 2 135 i3 2 |35
H.S.S. 1 1 |38 |7 1 132 |2 0 (38 |13 |1 (26 [10 |1 |29
A.C. 7 1 (32 |3 2 {35 18 |0 (22 22 |3 [15 {13 |0 (27
F.Y. 20 |3 {17 |9 6 |25 |9 1 |30 |1 4 135 [19 |1 {20
H.Y. 20 |1 |19 |4 0 |36 8 3 {29 (24 |0 |16 {23 1 [16
H.C. 14 10 (26 |14 |1 [25 |14 |1 [25 |14 |0 {26 (22 |1 {17

Yasgh Kontrol
H.I. 6 (2 |32 |6 1 (33 [9 3 (28 |14 |0 {26 |13 |0 {27
Al 13 |0 (27 |8 1 131 |12 [3 {25 |S§ 1 (34 (8 0 [32
H.U. 19 [0 (21 |9 0 |31 [10 |0 (30 [16 |1 {23 |19 |1 (20
Y.U. 13 |1 |26 |15 |2 123 |21 |1 |18 |4 0 |36 |7 1 {32
D.U. 15 2 123 |5 1 |34 [19 {1 |20 [19 [0 |21 18 0 [32
Z.T. 9 1 {30 [11 1 (28 |10 |2 |28 |2 1 |37 |5 0 135
K.A. 9 0 |31 13 [0 |27 (10 {0 [30 [14 |3 |23 (12 10 |28
ILK. 9 0 |31 1 0 139 |10 |2 {28 |8 3 {29 {19 (0 [21
M.I 2 0 {38 |14 |1 [25 |8 0 |32 |2 3 |35 |2 2 |36
A.S. 8 1 |31 |2 0 {38 |1 2 137 |0 0 |40 |14 {1 |25
Geng Kontrol

AY. 1 |0 |39 |1 |1 (38 |3 |1 |36 |t |1 |38 |0 |0 [40
KXK. 12 {3 |25 |7 1 132 15 |1 124 |2 0 (38 |2 0 |[38
FE. 4 (1 135 [5 |1 [34 [10 [3 [27 |2 |t [37 [3 o [37
HA. 0 |0 |40 [17 |0 |23 |4 |o |36 |11 |1 |28 [19 [0 |21
HA. 8 1 (31 17 10 (23 |16 |1 |23 |8 2 |30 (12 |0 |28
AY. 5 0 |35 |17 |1 |22 |1 0 {39 |4 1 135 [14 [0 (26
U.U. 8 0 32 |11 1 |28 |7 0 |33 |0 3 137 |6 1 |33
N.D 6 1 133 |10 |3 127 |15 |2 {23 |5 1 (34 |13 1 [26
N.U. 14 |0 126 1|8 0 132 113 j0 |27 |1 1 138 |3 1 {36
LK. 8 0 |32 |10 |2 |28 |9 0 |31 |3 0 [37 |9 0 |31
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Tablo 4.3. Tablo 4.2°deki hasta ve kontrollere ait ortalama ve standart sapma degerleri.

Alzheimer Hasta Geng kontrol Yagli kontrol
(ortalamatS.S.) (ortalama+S.S.) (ortalamatS.S.)
13.kromozom (0) 9.90+5.30 6.60+4.40 10.30+4.83
13.kromozom (1) 1.75+2.07 0.60£0.97 0.70+0.82
13.kromozom (2) 28.35+5.74 32.80+4.85 29.00+4.90
14 kromozom (0) 7.55+4.85 10.30+5.44 8.40%4.90
14 kromozom (1) 1.70£1.92 1.00+£0.94 0.70+0.68
14.kromozom (2) 30.7514.87 28.70+£5.27 30.90+5.28
15 kromozom (0) 10.95+6.76 9.30+5.44 11.00+5.60
15.kromozom (1) 1.40£1.73 0.80+1.03 1.40£1.17
15 kromozom (2) 27.65£7.30 29.90+5.92 27.60+£5.54
21.kromozom (0) 8.3516.75 3.70+£3.47 8.40+6.80
21 kromozom (1) 1.40+2.14 1.10+0.88 1.20£1.32
21.kromozom (2) 30.25+£6.92 35.2043.55 30.4016.84
22 kromozom (0) | 9.85+6.56 8.10+6.26 10.7045.70
22 kromozom (1)* |1.30+1.42 0.30+0.48 0.50+0.71
22 kromozom (2) |28.85+6.33 31.60+6.24 28.80£5.55

* P=0.031 (Kruskal-Wallis Test)
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Tablo 4.4. Hasta ve kontrol grublarindaki Ag+ kromozom sayilari, metafaz alanlar ve

satellit assosiasyonu yapan kromozomlarin durumlarim gosteren degerler.

Ag + Metafaz bagina Ag+ SA (satellit assosiasyonu)
kromozom kromozom sayisi
sayisi
SA'Tu SA’lu | SAyapan |SA’daki
21.krm | Total 4150161718 |9 {1021 krom metafaz | kromozom | total
sayisi sayisi grup sayist | kromozom
say1si
S.Z. 32 146 - =13 09 |7 |1 |- 5 14 17 39
F.G. 33 149 - 1213 [5 |5 |4 [1 7 13 19 39
R.G. 34 165 - |- [- (71416 |3 ] 14 16 22 54
H.S. 28 164 |- |- 13121616 (3138 13 20 43
AK. 26 141 - {216 {3 (7 (2 1]-1]2" 9 12 27
N.A. 40 186 - - {- {1 12 17 [10]13 14 24 58
HXK. 39 153 - {2 12 (132 |- [14 15 21 47
M.O. 33 177 - 11 1 {2 |1 16 12 18 22 55
HI1Y. 36 143 - /3134 18 ]2 - |10 13 17 38
A.O. 28 157 - - [- {8 {7 (5 |- |10 14 20 46
S.K. 37 163 - |- 12 3. 16 [8 [1 17 17 27 60
M.C. 34 138 - |2 |5 (8 |3 |2 |- | 8 10 16 35
FX. 39 180 - - |- (2 41612 111 16 21 49
0.K. 31 144 (- |- {2 ]t 6 |- |- 17 9 10 23
S.U. 37 173 - - |- J1 |8 |8 |3 |15 15 21 50
H.S.S. 27 167 - |- 1- 14 {6 |9 1 [10 14 22 48
AC. 18 137 - |6 17 |6 |- |- | 3 13 14 34
F.Y. 39 142 - |- [5 {1 |4 |- |1 [18 18 24 58
HY. 16 121 - |5 19 |6 |- (- [- |7 13 13 27
H.C. 26 122 - 15945 [1 |- {- ]9 11 12 29
Yasli kontrol
H.IL 26 152 - |- i3 /6 |7 14 ]-1]3 10 12 27
Al 35 154 |- [- 11 |8 {7 14 1]- |5 10 11 24
HU 24 127 - 01 1206 |1 |- (- | 2 7 11 23
Y. O 36 140 - |- [4 [12014 [- |- |11 11 15 32
D.U 21 134 - 1343 (1143 [- {- |13 12 14 36
Z.T 38 163 - {1 (245|117 14 |12 17 25 60
K. A 26 142 -t {4718 1]-1]-1€6 11 13 28
I.K. 32 153 - |- 12191414 (116 12 15 31
M. 1 38 172 {- [- |- [2 |4 J14}- | 4 12 13 27
A.S. 40 175 - - [- {1 [8 |6 [5 |12 14 23 49
Geng Kontrol
A Y. 39 194 - - 1t T2 ]- {2 J17] 186 18 33 75
K. K. 38 162 - |- 1- 16 |7 |6 [1 |13 16 21 43
F.E. 38 176 |- [- |2 [2 {2 |6 {8 |10 16 23 48
H. A. 29 149 - |- [1 {10(8 [1 |- [2 7 9 20
H. A. 32 139 - |- {6 [10{3 {1 |- [8 11 13 30
AY. 36 159 - - |1 {3 |12]4 [- |11 10 18 38
U.U. 40 168 - |- 1- (31817 {2 16 9 11 22
N.D. 35 151 - |- 1316 |8 (3 |- 16 13 15 30
N. U. 39 161 - - [1 {3 |10]6 |- |6 3 10 21
I.K. 37 161 - |- 11 |3 [10]6 |- |6 10 12 26
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Tablo 4.5. Tablo 4.4’deki hasta ve kontrollere ait ortalama ve standart sapma degerleri.

Alzheimer Hasta Geng kontrol Yaslt kontrol

(ortalama + S.S.) (ortalama + S.S.) (ortalama + S.S.)
Ag+ 21 kromozom 31.65 + 6.75 36.30 £ 3.47 31.60 + 6.80
Ag+ total kromozom 153.40 + 18.27 162.00 = 15.22 151.20 + 15.78
SA’lu 21. kromozom 10.00 £ 4.34 8.40£4.12 7.40 +4.17
SA’lu metafaz sayisi 13.75 + 2.61 11.80 +3.77 11.60 +2.63
SA ‘lukromozom grup | 18.70 + 4.65 16.50 + 7.46 15.20 + 4.87
say1s1
SA’daki total kromozom | 42.95 +11.35 35.30 £ 16.87 33.70+11.89
sayis1*

*P=0.062 (Kruskal-Wallis Test)

Tablo 4. 6. Hasta ve kontrollerdeki Ag+ kromozom sayisina gore metafaz sayilarnin
ortalama degerleri. (4, 5, 6, 7, 8, 9, ve 10 adet Ag+ kromozomlu metafaz sayisi / kisi

sayis1)
Metafaz bagima Ag+ Alzheimer hasta Geng kontrol Yash kontrol
kromozom sayisi
4 1/20=0.05 0/10=0 0/10=0
5 21/20=1.05 0/10=0 6/10=0.6
6 59/20=2.95 16/10=1.6 31/10=3.1
7 99/20=4.95 46/10=4.6 67/10=6.7
8 102/20=5.1 68/10=6.8 47/10=4.7
9 84/20=4.2 42/10=4.2 39/10=3.9
10 34/20=1.7 28/10=2.8 10/10=1.0




42

5. TARTISMA - SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, aragtuma grubunu olusturan 20 Alzheimer hastasi ile kontrol
grubunu olusturan 20 saglikli bireyde (10 geng ve 10 yash kigi), ribozomal genlerin
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in interfaz alanlarinda total ¢ekirdek¢ik NOR alanlari
ile metafaz alanlarindaki akrosentrik kromozomlarin Ag+ NOR’larin dagihimi ve
satellit assosiasyon dereceleri karsilagtirilmigtir.

Alzheimer hastalan ile kontrol grublarimn interfaz niikleusunun, NOR bolgeleri
alan oranlann kargilagtirildiginda Alzheimer hastalarinda NOR alan oranlarinin yagh
kontrollere gore istatistiksel olarak anlaml bir sekilde azaldigi (P=0.035) bulunmugtur.
Su anki bilgilerimize gore, Alzheimer hastalarinda NOR alan kargilastirilmast hig
yapilmamistir. Alzheimer hastalarinda yash kontrollere gére az da olsa NOR alan
oranlarinda azalma bulmamiz, aktif NOR bolgeleri giimiisle boyandig: i¢in Alzheimer
hastalarindaki aktif NOR bolgelerinde kismen de olsa bir azalma oldugunu bize
gOsterebilir.

Alzheimer hastalari ile kontrol grublarmin metafaz alanlar, akrosentrik
kromozomlarin Ag+ NOR’larinin segment biiyiikliiklerine ve sikliklarina gore
karsilagtinldiginda, Mann-Withney U testine gore  Alzheimer hastalanimin 22.
kromozomunun Ag+ NOR 1 segment derecesi agisindan geng kontrol grubuna gére
daha fazla oldugu (P=0.018) bulunmugtur. Payio ve arkadaslan, Alzheimer
hastalarinda sadece kromozom 21’in Ag+ NOR’larmin segment biiytikliiklerini
karsilagtirmiglar ve geng¢ kontrollere gore 2 segment derecesinin daha fazla oldugunu
bulmuglardir (1). Biz ise bu caligmada tlim akrosentrik kromozomlarin Ag+ NOR
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segment biiylikliiklerini kargilagtirdik ve 22. kromozomun Ag+ NOR 1 segment
derecesinde geng kontrollere gore arttifini bulduk. Akrosentrik kromozomlarin Ag+
NOR’larmmin segment bilyiikliik derecelerine gére karsilastirma yapilmasi, bu iki
caliysmadaki AH hastalan ic¢in tam karsilagtirmay: g6stermeyebilir. Clinkii, akrosentrik
kromozomlarin Ag+ segmentlerinin biiyiikliiklerinin tanimlanma kriterleri her iki
caligmada aym olsa da, kullamlan NOR boyama y&ntemleri ve kromozom bantlama
yontemleri arasinda farkhiliklar bulunmaktadir. Bundan dolayr akrosentrik
kromozomlardaki Ag+ NOR’larin segment biiyiikliik dereceleri agisindan heriki
¢aligmada farkli sonuglar bulunmus olabilir (1).

Calismamizda hasta, geng kontrol ve yash kontrol grublarinin metafaz alanlarinda,
gilimiis nitratla boyanan total kromozomlar ve 21. kromozomlar sayilmig, assosiasyon
yapanlar belirtilerek onlar da sayilmig ve total kromozomlarin AgNO; ile boyanmalari
ve SA sikliklan agisindan karsilagtinldifinda istatistiksel olarak bir fark
bulunamamugtir. Ancak satellit aséosiasyondaki total kromozom sayis1 agisindan grublar
kargilastinldiginda P=0.062 degerinin anlam ifade ettigi diiiniilerek yapilan Mann-
Withney U testine gore Alzheimer hastalarinda SA’daki total kromozom sayisinin
yash kontrol grubundaki bireylere gore arttifi bulunmugstur (P =0.05) . Ag+ NOR alan
total akrosentrik kromozom sayilar1 agisindan, Alzheimer hastalar ile geng ve yash
kontroller arasinda bir fark gozlemedik. Bu bulgularimiza zit olarak Alzheimer
hastalarinda geng ve yasli kontrollere gbre Ag+ IJOR alan total akrosentrik kromozom
sayisinin daha az oldugu bulunmugtur (1). Yine, SA’daki total kromozom sayisimn
Alzheimer hastalarinda arttifn yoniindeki bulgularimiz, Paydo ve arkadaglarinin
calismasinda azaldig1 yoniindeki bulgulara ters diismektedir (1).

Hasta, geng ve yash kontrol grublarinin metafaz bagina Ag+ NOR’lu akrosentrik
kromozomlarinin sayilarina gore yapilan istatistiksel karsilagtirmada metafaz bagma
akrosentrik kromozomlarin 5 NOR almalan agisindan P degeri 0.05° e yakin oldugu igin
grublar arasinda Mann-Withney U testi yapilmg ve hasta ile geng kontrol (P=0.024) ,
geng kontrol ile yashi kontrol arasinda (P=0.030) anlamli fark bulunmustur, bu farka
gbre Alzheimer hastalarimin akrosentrik kromozomlarinin 5 NOR almalarmin geng
kontrol grubuna gore daha fazla oldugu bulunmustur. BSyle bir karsilastirma simdiye
kadar hi¢ yapilmamustir. Lezhava, yasa bagli olarak 13. ve 21. kromozomlardaki Ag+
NOR sayilarinda azalma oldugunu gostermistir (2). Bizim ¢alismamizda ise yasli ve
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geng kontrollerdeki 21. kromozom ve total akrosentrik kromozomlarn Ag+ NOR
sayilarinda farklilik bulunamamustir.

NOR alan tizerine olan kargilagtirmalara gére Alzheimer hastalarindaki ribozomal
genlerin aktivitesinde bir azalma oldugunu soyleyebiliriz. Ancak akrosentrik
kromozomlarin Ag+ NOR almalarina gére ve kromozom 21’in NOR almasina gore
Alzheimer hastalar1 ve kontroller arasinda bir fark gézleyemememiz, bulgularimizda
uyumsuzluk ortaya gikartabilir. Yada AH’nin ribozomal genlerle ilgili olmadigim akla
getirebilir. Ayrnica, Payfio ve arkadaglarinin sonuglaniyla bizim bulgularimizin
korelasyon géstermemesi her iki c¢alismadaki Alzheimer hastalarinin ileri yaslarda
olmas: ile belki agiklanabilir. Geg baslangicli AH ailesel yada sporadik olabilir. Geng
yasta baglayan AH ise aileseldir ve 3 genle ( AI;P, PS-1, PS-2) baglantilidir. NOR’larin
aktifligi yada inaktiflifi kalitsallik gOsterdigi igin ailesel AH hastalarindaki NOR
bulgular daha degerli olabilir.

Calismamizdaki Alzheimer hastalarmin 4’tinde AH 6ykiisti bulunmaktadir. AH
aile Oykiisii olan ve olmayan hastalarda NOR alan oranlari agisindan farklilik
bulunamamigtir (P > 0.05 ). Akrosentrik kromozomlardaki Ag+ NOR’larin bitytiklik
dereceleri de, aile §ykiisii olanlar ve olmayanlar arasinda Mann Whitney U testi ile
kargilastirilmigtir. O dereceli 21. kromozom sayisimn' AH aile Oykisti olanlarda
(3.00£4.00) olmayanlara gore (9.69+6.71) azaldigi ( P=0.058 ), diger taraftan 2 dereceli
21. kromozom sayisinin da AH aile 6ykiisii olanlarda ( 35.25+3.78 ) olmayanlara gére
(29.00+7.03) arttipx ( P=0.072 ) sOylenebilir. Diger kromozomlardaki Ag+ NOR’larin
biiyiikliik dereceleri agisindan AH aile ykiisii olanlarla olmayanlar arasinda fark
bulunamamigtir (P > 0.05). Akrosentrik kromozomlardaki Ag+ NOR’larin biiyiikliik
derecelerine ait sonuglara gére, O dereceli 21. kromozom sayisinin AH aile Sykiisii
olanlarda olduk¢a azaldif1 sonucuna varilabilir. Ag+ total kromozom sayisi, SA’lu 21.
kromozom sayisi, SA’lu metafaz sayisi, SA’lu kromozom grup sayist ve SA’daki total
kromozom sayis1 agilarindan AH aile &ykiisii olanlar ve olmayanlar Mann Whitney U
testi ile karsilagtirildiginda, aralarindaki farkin anlamli olmadig bulunmustur (P>0.05 ).
Ancak Agt 21. kromozom sayisimn AH aile 6ykiisii olmayanlara (30.31+6.71) gbre
olanlarda (37.00+4.00) daha fazla oldugu sdylenebilir (P=0.058).

Ancak, caligmamizdaki ailesel Alzheimer hasta sayisi oldukg¢a azdir. Belki ailesel
Alzheimer hasta sayilarinin artirilmasiyla yapilacak ileri ¢aligmalarla daha dogru

sonugclar elde edilebilir ve kesin yorumlar yapilabilir. -
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Bununla birlikte, ribozomal genlerdeki aktivitenin azalmasi (yada deZismesi),
fDNA genlerinin regiilasyonu ve ekspresyonundaki degisimler yiiziinden olabilir. AH
ile ilgili oldugu diistiniilen genlerden akrosentrik kromozomlarda yer alanlarin (PS-1 ve
APP gibi) rDNA genleri ile iliskisi tizerine olan ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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