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Down sendromlu ¢ocuklarda AgNOR sayisi ile gelisim arasinda bir iliski var m?

Recep EROZ!, Mesut OKUR?, Ozgiir BERIKS3

OZET

Down sendromu (DS) ya da Trizomi 21 en genel ve en iyi bilinen kromozom anomalilerinden biridir. Bu
anomalinin genel sebeplerinden birtanesi, mayozda homolog kromozomlarin ayrilmasinda meydana gelen aksakliklardir
(nondisjunction). Bu olay biiyiik cogunlukla oogenezis sirasinda olusur ve bu nedenle DS’ deki anormal gametlerin
kaynagi genellikle yumurta hiicresidir.

Hiicrenin ¢ekirdegi igerisinde olusan NORs (Nucleolar Organiser Regions)’lar tandem seklinde tekrarlanan,
ribozomal DNA ilmekleridir. Insan genomunda NOR’lar 5 ¢ift akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21, 22) ikincil
bogumlarinda yerlesirler. Interfazda transkripsiyonel olarak aktif olan NOR’lar, uygun sartlar altinda giimiis nitrat ile
secici olarak boyanabilirler.

AgNOR proteini sentezinin ¢ocuk’lardaki gelisimi etkileyip etkilemedigini tespit etmek amaciyla, yaslari 5,5
ay ile 64 ay arasinda degisen 20 DS’lu cocuk calismaya dahil edilmistir. Tlk olarak psikolog tarafindan bireylere Ankara
Gelisim Tarama Envanteri (AGTE) testi uygulanarak gelisim diizeyleri dil-bilisel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-
0z bakim ve genel gelisim olarak belirlenmistir. Daha sonra bu ¢ocuklarin herbirisinden steril bir kiirdan yardimiyla
ag1z epiteli aliarak bir lam iizerine yayma yapilmistir. Daha sonra herbir preperata AgNOR boyama islemi uygulanip,
her bir ¢ekirdek icin AgNOR sayis1 dzel bir bilgisayar programi kullanilarak tespit edilmistir. Her bir bireyden 100
¢ekirdek degerlendirilmis ve her biri i¢in ortalama NOR sayis1 degerleri hesaplanmistir. Bulgulara gore ortalama NOR
sayist/¢ekirdek orani 4.53+0.82 bulunmustur. Veriler, Spearmen korelasyon testi uygulanarak her bir gelisim diizeyi i¢in
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Bu bulgulara gore, sirasiyla dil-biligsel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-6z
bakim ve genel gelisim ile NOR sayis1 arasinda anlamli bir iliski bulunamamustir (p>0.05).

Sonug olarak NOR sayisinda meydana gelen artma ve azalmalarin AGTE testine gore DS’larin gelisim
diizeylerine bir etkisi yoktur.

Anahtar sozciikler: NOR, AgNOR, rDNA, Down Sendromu

Is there any relationship between development and AgNOR number in down syndrome children?

SUMMARY

Down syndrome (DS) or trisomy 21 is one of the most common and best known chromosomal anomaly. One
of the general cause of this anomaly is the deficiency of homolog chromosome separation during meiotic division
(nondisjunction). This event generally occurs during oogenesis, thus usually the source of abnormal gametes is oocyte
in DS.

The NORs that occured in cell nucleus are tandemly repeated rDNA loops. In human, the NORs found in
secondary constrictions of the five pair of acrocentric chromosomes (13, 14, 15, 21, 22). In interphase, transcriptionaly
activated NORs are selectively stained with AgNO, under prescribed conditions.

To detect the AgNOR protein synthesis effects or not to the development of children, 20 DS children between
5.5 and 64 mounth old were included in this study. Firstly, the AGTE test was performed the each individual and their
developmental stage were detected as language-cognitive, fine motor adaptive, gross motor, personal social skill-self
care, and general development by psychologue. Then the buccal epithelial cells of DS children were taken via a sterile
toothpick on clean glass slides spreaded. Then, AgNOR staining technic was applied to the slides of each individual,
and AgNOR number were evaluated for each nucleus, using a special computure programme. From each individual,
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hundred nuclei were analyzed and the mean NOR
number/nucleus were evaluated. The mean NOR
number/nucleus were found to be 4.53+0.82. The datas
were analysed for each developmental stage with Spearmen
correlation test as statistical. According to this data, a
significant correlation was not evident between the mean
NOR number and language-cognitive, fine motor adaptive,
gross motor, personal social skill-self care, and general
development, respectively (p>0.05).

In conclusion, we think that there is not any effect the
increasing or decreasing of mean NOR number to
developmental level of DS according to AGTE test.

Key Words: NOR, AgNOR, rDNA, Down syndrome

GIRiS

DS 21. Kromozomun normal sayidan bir fazla
(trizomi 21) olmas1 sonucu olusup, zihinsel gerilik, immiin
yetmezlik, konjenital kalp rahatsizliklarina sebep olan (1)
ve yaklasik olarak 700 canlt dogumun birinde gézlenen en
genel genetik anomalilerden biridir (2). Down
sendromunun en yaygin sebeplerinden birtanesi, mayozda
homolog kromozomlarin ayrilmasinda meydana gelen
aksakliklardir (nondisjunction). Kromozom 21 deki
ayrilamama olay1 biiylik ¢cogunlukla oogenezis sirasinda
olusur ve bu nedenle DS’daki anormal gametlerin kaynagi
genellikle yumurta hiicresidir.
Kromozom 21’in {i¢ kopyasinin bulunmasi, bu kromozom
iizerindeki kodlayict genlerin asir1 ekspresyonuna yol
acabilir (1). Bununla beraber NORs ve DS fenotipi
arasindaki iliski ile ilgili birka¢ ¢alisma vardir (3-6).
Kromozom 21’in iizerinde yer alan ve NOR proteinlerinin
sentezinden  sorumlu  olan  rDNA  genlerinin
ekspresyonunun diizenlenmesi tamamen aciklanamamistir.
Ankara Gelisim Tarama Envanteri (AGTE): Savasir ve
arkadaslari tarafindan (1993) ana baba ile gériisme yoluyla
uygulanan bir degerlendirme araci olarak gelistirilmistir.
Yasamin ilk 6 yilindaki gelisimi 154 madde ve 5 kategoride
(dil-bilissel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-6z
bakim ve toplam) degerlendirmektedir. Ug yas grubu igin
(0-12 ay, 13-44 ay ve 45-72 ay) test tekrari-giivenilirligi
%88-99 ve i¢ tutarliligt %80-90 bulunmustur (7). Cocuk
ruh sagligi alaninda calisan psikologlar tarafindan 0-6 yas
arasindaki ¢ocuklarin gelisimsel agidan
degerlendirilebilmesi amaciyla uygulanmaktadir. Envanter,
gelisimsel gecikme ve diizensizlik gdsterme agisindan risk
altinda oldugu diisliniilen bebek ve cocuklarin erken
donemde taninmasi ve gerekli 6nlemlerin alinabilmesine
de olanak saglar.
Cekirdekcik, ¢ekirdek igerisinde dikkat ¢eken farklilasmis
yapilardir. Cekirdekgikte ribozomal RNA’lar (rRNAs)
sentezlenir, islenir ve ribozomal proteinlerle bir araya
getirilir. Cekirdek¢igin organizasyonu ve boyutu dogrudan
ribozom sentezi ile iligkilidir. Cekirdek¢igin organizasyonu,
onun aktivitesine bagli olarak ¢ekirdekcik icerisinde
fonksiyonel kompartimanlarin olusmasina neden olmustur.
Bu aktivite bloklandiginda, bozuldugunda ya da
calismadiginda, cekirdekgik proteinleri bagimsiz olarak
fonksiyon gorebilme kapasitesine sahiptirler. Buna ilave
olarak c¢ekirdekeik, c¢ekirdek¢ik proteinlerinin siirekli
devam eden bir sekilde ¢ekirdek kompanentleri ile birlesip
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ayrildigi dinamik yapidadir. Cekirdekeik olusturan bolgeler
(NORs), ribozomal DNA (rDNA) ve bazilar1 giimiis seven
proteinlerden olusan kromozomlar iizerindeki genetik
lokuslardir. NOR’lar preribozomlarin islenerek olgun
ribozomlarin olugsmasinda rol oynarlar (8).

NORs’lar tandem seklinde tekrarlanan, hiicrenin ¢ekirdegi
icerisinde olusan ribozomal DNA ilmekleridir. Insan
genomunda NOR’lar 5 ¢ift akrosentrik kromozomun
(13,14,15,21,22) kisa kollarinda yerlesirler. NOR’lar uygun
sartlar altinda glimiig-nitrat sollisyonu ile boyanarak
goriiniir hale getirilebilirler (9).

Bu ¢alismanin amaci DS’lu ¢ocuklarin gelisim diizeyi ile
NOR proteini sayis1 arasinda bir ilgkinin olup olmadigini
tespit etmektir.

MATERYAL METOD

Bu calismaya yaslar1 5,5 ay ile 64 ay arasinda
degisen 20 DS’lu ¢ocuk dahil edilmistir. Caligmada lokal
etik komitesinin onay:r alinmistir. ilk olarak psikolog
tarafindan bireylere AGTE testi uygulanarak gelisim
diizeyleri dil-biligsel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-
6z bakim ve genel gelisim olarak belirlenmistir. Bu
cocuklarin herbirisinden steril bir kiirdan yardimiyla agiz
epiteli alinip bir lam iizerine yayma yapilarak havada
kurutulmustur. Daha sonra bu preperatlar absolute
metanol’de 10 dakika fikse edilerek agiz epiteli
hiicrelerinin lama sabitlenmesi saglanmis ve NOR boyama
islemine hazir hale getirilmistir.
Luther E. Lindner tarafindan kullanilan giimiis boyama
metodu (10) hafif degistirilerek AgNOR boyama islemi
gergeklestirilmistir.
Havada kurutulan preparatlar daha sonra i¢inde distile su
ile 1slatilmis kurutma kagidinin bulundugu petri kabinin
igerisine yerlestirilmistir. Preparatlarin tizerine pastor pipeti
ile glimiis boyama soliisyonundan 3-4 damla damlatilmis
ve lizerleri lamelle kapatilmistir. Sonra hizli bir sekilde petri
kabinin kapag1 kapatilarak, etrafi 1s1k almayacak sekilde
aliminyum folyo ile sarilip 37 °C’deki etiivde 15 dakika
bekletilmistir. 15. dakikanin sonunda etiivden ¢ikarilan
preparatlar iizerlerindeki lameller diisiinceye kadar distile
su ile yikanmustir.

Sonugta tiim preparat tizerindeki biitiin bolgelerde
hedefledigimiz kalitede homojen AgNOR boyanmalar elde
edilmistir.

Istatistik Analiz

Gelisim diizeyi (dil-bilissel, ince motor, kaba motor, sosyal
beceri-0z bakim ve genel geligsim) ile NOR sayis1 arasinda
anlamli bir iligki olup olmadigini tespit etmek amaciyla
Spearmen korelasyon testi yapilmistir.

BULGULAR

Caligmamiza 5,5 ay ile 64 ay arasinda degisen 20
DS c¢ocuk dahil edilmistir. Her bir bireye AGTE testi
uygulanarak gelisim diizeyleri tespit edilmis ve bunlarin
her birinden 100 agiz epiteli hiicresinin ¢ekirdekleri
degerlendirilerek her biri icin ortalama NOR sayisi
degerleri hesaplanmuistir.
Bulgulara gore ortalama NOR sayist  4.53%0.82
bulunmustur. Yapilan Spearmen korelasyon testine gore,
sirastyla dil-biligsel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-
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Sekil 1. Down sendromlu ¢ocuklarin agdiz epitel hiicrelerinin mikroskobik gérinimu. a: 64 aylik ; b: 5,5 aylik

Tablo 1. Spearmen korelasyon testi uygulanmis Down Sendromlu ¢ocuklar’in agiz epitel hiicrelerine ait N, n

degerleri ve standart sapmalari.

NOR Sayis1
Grup N n P
Ort. £SS
Down Sendromlu ¢ocuk 20 2000 4.53+0.82 =0.05

N: Gruptaki birey sayist, n: Incelenen toplam hiicre sayisi, Ort.: Ortalama, SS: Standart sapma p= dil-bilissel,
ince motor, kaba motor, sosval beceri-6z bakim ve genel gelisimin her biri icin hesaplanmis p degeri.

6z bakim ve genel gelisim ile NOR sayis1 arasinda anlaml
bir iliski bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 1). DS’lu
cocuklarin agiz epitellerinin glimiig-nitrat soliisyonuyla
boyanmis resimleri Sekil 1°de gosterilmistir.

TARTISMA

DS, 21. kromozomun fazladan bir kopyasi ile
ortaya ¢ikan en yaygin kromozom anomalilerden biridir.
DS’nu tanimlayan 6zelliklerin, 21. kromozomun uzun kolu
(21q) icinde bulunan bazt genlerin, fazladan bir
kopyalarinin bulunmasindan dolay1 asirt ifade edilmeleri
sonucunda olustugu varsayilmaktadir (11, 12).
Trizomi 21, mental retardasyonun en yaygin otozomal
genetik nedenidir (12,13). Trizomi 21’in, DS’na nasil yol
actig ile ilgili iki temel hipotez bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi; kompleks DS fenotipinin goriiniisiine katkida
bulunan ve 21. kromozom tarafindan sifrelenen 300’den
fazla genlerin fazladan birer kopyalarmin bulunmasi ve
bunun sonucunda da bu genlerden bazilarinin asir1 ifade
edilmeleridir (12,14). Ikincisi ise; bu genlerin iiriinlerinin,
dogrudan ya da daha muhtemel olarak dolayl bir sekilde,
diger genlerin ifadelerini ya da gen {irlinlerini etkilemesidir
(2).
Imamoglu ve arkadaslar1 yaptiklari bir calismada DS’lu
cocuklarin interfaz lenfositlerinde kontrollere gore yiiksek

miktarda AgNORs ekspresyonunun varligint tespit
etmislerdir (15). Yine Imamoglu ve arkadaslar1 yaptiklart
baska bir c¢alismada kiiltir medyumunda mitojen
konsantrasyonuna goére Down sendromlu ¢ocuklarin
interfaz lenfositlerinde AgNORs yiizeylerinin kontrollere
gore arttigini tespit etmislerdir (6).

Bildigimiz kadariyla AgNOR sayisi ile DS’lu ¢ocuklarin
gelisimi arasinda bir iligkinin var olup olmadigina y6nelik
bir ¢calismaya literatiirde rastlanilamamustir.

Bu genlerin ifade edilmesi enerji bagimlhi (ATP, GTP
bagimli) bir olay olarak ger¢eklesmektedir. Dolayisiyla
fazla bulunan 21. Kromozomdaki genlerin ekspresyonu
icin organizma normalden daha fazla enerjiye gereksinim
duyacaktir. Bu nedenle her bir fazladan 21. Kromozom
igeren her bir hiicrenin harcadigt ekstra enerji gdz oniine
alindiginda organizmanin gelisimi i¢in gerekli olan enerji
miktarindaki eksilmelerden dolay1 gelisim agisindan (dil-
bilissel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-6z bakim ve
toplam) baz1 eksikliklerin olacag diisiincesindeyiz.
Yapilan ¢alisma sonrast AgNOR sayis1 ile DS’lu ¢ocuklarm
gelisimi arasinda anlamli bir iligkiye rastlanmamuisgtir.
Sonug olarak, AgNOR sayisindaki artma ve ya azalmalarin
sirastyla dil-biligsel, ince motor, kaba motor, sosyal beceri-
6z bakim ve genel geligim diizeylerine bir etkisi yoktur.
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