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ALZHEIMER HASTALARININ LENFOSITLERINDE rRNA
IFADELENMESININ ARASTIRILMASI
The Investigation of the rRNA Expression in Lymphocytes of
Alzheimer Patients
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Ozet : Alzheimer hastahigi (AH), orta ve ge¢ yaslarda
goriilen, geriye doniisiimsiiz norodejeneratif bir hastaliktir.
Cekirdekgik olugturan DNA bolgeleri (niicleolar organizer
regions=NORs), akrosentrik kromozomlarm sekonder
darlik bolgelerinde bulunan ribozomal genleri ifade ederler.
AH hastalarimin beyinlerinde [3-amiloid depozitleri artmis
durumdadr.  f3-amiloid protein geni ribozomal DNA
senteziyle ilgili olan kromozom 21’de lokalizedir. Ayrica,
ribozomal genlerin aktif transkripsiyonel durumu ve giimiis
boyanabilmesi arasinda bir korelasyon oldugu goriiliir.
Boylece, AH ile akrosentrik kromozomlardaki ribozomal
genler arasinda bir iligkinin bulunmasi muhtemeldir.

Calismamizda, Alzheimer hastalart ve kontroller arasinda
ribozomal genlerin aktivitesinin karsilastirilmasi amaciyla,
20 Alzheimer hastast ve 20 saglikli kontrol (10 geng ve 10
yasl) kiginin lenfosit kiiltiirleri yapildi. Metafazlardaki total
Ag+ akrosentrik kromozom sayilar: ve Ag+ 21. kromozom
sayilart degerlendirildi. Total Ag+ akrosentrik kromozom
sayilart ve Ag+ 21. kromozom sayilart agisindan Alzheimer
hastalari ile kontrol gruplari arasinda istatiksel olarak fark

goriilmedi ~ (P>0.05). Sonu¢  olarak,  Alzheimer
hastalarindaki Ag+ akrosentrik kromozom sayisi, ribozomal
genlerin  aktivitesiyle  baglantili  olarak  degisim

gdostermemigtir. Bununla birlikte, Alzheimer hastalarindaki
ribozomal genlerin aktivitelerindeki degisiklikler iizerine
destekleyici ileri calismalara ihtiyag vardur.

Anahtar  kelimeler: Alzheimer hastaligi, ¢ekirdek¢ik
olusturan bélgeler, kromozom 21, satellit birlesmesi

Summary : Alzheimer’s disease (AD) is a progressive
and irreversible neurodegenerative disorder 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 5-amyloid
in The brain of the patients with AD. [s-amyloid protein
gene is located in 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 elderly and
10 young) were cultivated. The total number of Ag+
acrocentric chromosomes and the number of Ag+
chromosome 21 in metaphases was evaluated. There was
no statistically significant difference between AD
patients and control groups with regard to the number of
Ag+ acrocentric chromosomes and Ag+ chromosome 21
(p>0.05).

As a result, the number of Ag+ acrocentric chromosomes
in AD patients did not change in proportion to 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; chromosome 21;
nucleolus organizer regions, satellite association

Alzheimer hastaligi (AH), orta ve ileri yaslarda
goriilen ilerleyici ndrodejeneratif bir hastaliktir ve
kortikal demanslarmn en sik goriilenidir (1, 2). AH’da
patolojik olarak senil (ndritik) plaklar ve norofibriler
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yumaklarin varligr karekteristiktir (3). AH’nin
genetik incelemelerinde degisik genler
tanimlanmistir. Bunlar f-amiloid prekiirsdr protein
(APP), presenilin-1 (PS-1), presenilin-2 (PS-2) ve
apolipoprotein E (ApoE)’dir. PS-1 geni 14 nolu
kromozomda, PS-2 geni 1 nolu kromozomda,
ApoE geni 19 nolu kromozomda ve B-amiloid
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prekiirsor protein geni 21 nolu kromozomda yer
almaktadir (4).

Insanlarda bes ¢ift akrosentrik kromozom vardir ve
niikleolar organizer bolgeler (NORs) bu
kromozomlarin sekonder darlik olarak bilinen
satellit koklerinde yer alirlar (5). Genetik olarak
aktif olan NOR’larin giimiis ile boyanabildigi
belirlenmistir ve ribozomal genlerin aktif
transkripsiyonel durumu ile glimiis boyanabilmesi
arasinda bir korelasyon vardir (6-8). AH
hastalarinda (9) ve yasa bagl olarak (10) Ag+
akrosentrik  kromozom sayilarinin  degistigi
gosterilmistir. Bu caligmadaki amacimiz, AH
hastalar1 ve kontrol gruplarmin (geng ve yash
kontrol gruplari) mitojenle wuyarilmis
lenfositlerinde, metafaz alanlarindaki akrosentrik
kromozomlarin giimiis boyama teknigi kullanarak
NOR aktivitelerini  karsilastirmak ve
degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM

Caligmamiza 10 yaslt ve 10 gen¢ saglikli kontrol
ile Noroloji Anabilim Dali'nda 6 ay — 3 yil 6nce
kesin tanist konmus, 20 Alzheimer hastasi
almmustir. Geng kontrol grubunun yas araligt 18-
25°dir. Yash kontrol grubunun yas araligi (55-87
yil) calismamiza katilan Alzheimer hastalariyla
paralel tutulmugtur. Caligmamiza katilan alzheimer
hastalarinin ve kontrol gruplarmin, cinsiyetleri,
sigara ve alkol kullanip kullanmadigi, Alzheimer
hastaligi agisindan aile Oykiisii olup olmadigi,
hastanin baska bir rahatsizlig1 olup olmadigt ve bu
rahatsizliktan dolay1 ila¢ kullanip kullanmadigi,
dikkate alinmistir.

Hasta ve kontrollerden alinan periferik kanlar,
steril kosullarda Nutrient Mixture F-10 (Biol. Ind.),
%25 fetal kalf serum (Biol. Ind.), %]1.5
fitohemaglutinin (Biol. Ind.), 100 U/ml penisilin,
ve 100 pg/ml streptomisin (Biol. Ind.)’den olusan
lenfosit kiiltiir ortamimi igeren kiiltiir tiiplerine
ekilmistir. Sonra tiipler, inkubasyon i¢in 37 °C lik
etlive konmustur. 70. saatte kolsisin (0.1 mg/ml)
eklenmis ve 72. saatte ¢ikarim yapilmistir. Cikarim
sonrast elde edilen hiicre siispansiyonundan
preparatlar hazirlanmistir (11).

Kiiltiir islemi sonucunda elde edilen preparatlar, ilk
once 1-2 dakika distile suda bekletilmis ve daha sonra
havada kurutulmustur. Havada kurutulan preparatlar
daha sonra i¢inde distile su ile islatilmig kurutma
kagidinin  bulundugu petri kabinin icerisine
yerlestirilmistir.  Preparatlarin  iizerine % 50’lik
AgNOs ve % 2’lik Jelatin / Formik asit karigimindan
olusan giimiis boyama solusyonundan 3-4 damla
damlatilmis ve tzerleri lamelle kapatilmistir. Sonra
petri kabmin kapagi kapatilip, etrafi 1g1k almayacak
sekilde aliiminyum folyo ile sarilip 37 °C’lik etiivde
15 dakika bekletilmistir. 15 dakikanin sonunda
etlivden c¢ikarilan preparatlar iizerlerindeki lameller
diisiinceye kadar distile su ile yikanmistir. Preparatlar
mikroskopta incelendiginde, kaliteli ve homojen
olarak glimiig ile boyanmis metafazlar elde edilmistir
(12, 13).

Caligmamizda uygulanan NOR boyama isleminden
sonra gimiisle boyanmis metafaz alanlarinda
akrosentrik kromozomlarinin tanimlanabilmesi igin
ASG (Asetik-Saline-Giemsa) yontemi kullanilmistir
(14). ASG yonteminde NOR boyamast yapilmis
preparatlar, 2 x SSC (0.03 M trisodyum sitrat ve 0.3
M NaCl ) tamponunda 60° C’de 60 dk inkiibe
edilmistir. Sonra preparatlar, distile sudan gegirilip %
2’lik Giemsa ile 90 dk. boyanmig ve G- bantlar elde
edilmistir.

Isik mikroskobunda, her bir hasta, yasli ve geng
kontrol i¢in 20 metafaz alan1 incelenmis ve giimiis ile
boyanmis tiim akrosentrik kromozomlar ve 21.
kromozomlar kaydedilmistir. Elde edilen degerler
Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirilmisgtir.

BULGULAR

Calismamiza 20 Alzheimer hastasi (15 kadin, 5
erkek), 10 saglikli geng kontrol (6 kadin, 4 erkek ) ve
10 saglikli yaslt kontrol (5 kadin, 5 erkek ) alinmistir.
Alzheimer hastalarinin yaglar1 42 ve 84 yillart (yas
ortalamasi+S.S.=68.25+11.23), geng kontrol grubunun
yaslart 18 ve 25 wyillarn  (yas ortalamasi+S.S.=
22.10£2.51) ve yash kontrol grubunun yaslar1 ise 55
ve 87 yillart (yas ortalamasi=S.S.= 66.90+9.77)
arasinda degismektedir. Yasl ve gen¢ kontrol gruplari
ile hasta gruplari Ag+ total akrosentrik kromozom
(p=0.415) ve Ag+ kromozom 21 sayilar1 agisindan
(p=0.129) Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildiginda
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istatistiksel olarak gruplar arasinda bir fark ortanca degerleri Tablo I’de verilmistir. Hasta ve
bulunamamistir (0=0.05). Her bir hasta, ve yash kontrol grubundan birer bireye ait; ASG ile
kontroller i¢in Ag+ total akrosentrik kromozom ve bantlanmig ve AgNO;ile boyanmig akrosentrik
Ag+ kromozom 21 sayilarma ait min-max ve kromozomlar Sekil 1’de goriilmektedir.

Sekil 1. Alzheimer hastasina (a) ve yasli kontrole (b) ait ASG ile bantlanmig ve AgNO; ile
boyanmig akrosentrik kromozomlar
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Tablo I. Hasta ve kontrol grublarindaki total Ag+ akrosentrik kromozom ve Ag+ 21. kromozom sayilarinin

min-max, ortanca ve p degerleri

Alzheimer hasta
grubu (n=20)

Ortanca Min-max

Geng kontrol grub

Yash kontrol gru-
(n=10) bu (n=10) P

Ortanca Min-max Ortanca Min-max

Ag+ 21. kromozom sayisi 33,000 16-30

Total Ag+ kromozom sayis1 151,000  121-186

37,500 29-40 33,500 21-40 0.129
161,000 139-194 152,500  127-175  0.415

TARTISMA

Bu calismada, arastirma grubunu olusturan 20
Alzheimer hastasi ile kontrol grubunu olusturan 20
saglikli bireyde (10 geng ve 10 yash Kkisi),
ribozomal genlerin aktivitesini karsilagtirmak igin
metafaz alanlarindaki akrosentrik kromozomlarin
giimiisle boyanmalarina gére Ag+ total akrosentrik
ve Ag+ kromozom 21 sayilar1 degerlendirilmistir.

Agt total akrosentrik kromozom ve Ag+t
kromozom 21 sayilari igin hasta, yasli ve geng
kontrol gruplar1 karsilagtirildiginda  aralarinda
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Lezhava
(10) yasa bagli olarak 13. ve 21. kromozomlardaki
Ag+ NOR sayilarinda azalma oldugunu
gostermistir. Bizim ¢alismamizda ise yash ve geng
kontrollerdeki 21. kromozom ve total akrosentrik
kromozomlarin Ag+ NOR sayilari arasinda bir fark
bulunamamustir. Paydo ve arkadaslart da (9) bizim
bulgularimiza zit olarak Alzheimer hastalarinda
yash ve geng¢ kontrollere gore Ag+ NOR ve Ag+
kromozom 21 sayilarmin azaldigimi bulmuslardir.
Bu calismanin sonuglarindan Alzheimer
hastalarinda yasli ve gen¢ kontrollere gore
ribozomal genlerin aktivitesinde azalma oldugu
soylenebilir. Calismamizda ise, Ag+ total
akrosentrik ve Ag+ kromozom 21 sayilarina ait
bulgularimiz Alzheimer hastalarinda yash ve geng
kontrollere goére ribozomal genlerin aktivitesinin
azalmadigin1 gostermektedir. Ancak, daha 6nceki
calismamizda Alzheimer hastalarinda NOR
yiizey/toplam ¢ekirdek yiizey alan oranlar
bulunmus, ve yash ve geng kontrollere ait NOR
yiizey/toplam ¢ekirdek yiizey alan oranlar ile
karsilagtirtlmistir; hasta ve yashi kontrol grubu

arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p=0.035) ve Alzheimer hastalarinda NOR
yiizey/toplam ¢ekirdek yiizey alan oranlarinin
azaldig1 gosterilmigtir (15).

Sonuglarimizla 6nceki ¢aligmalarin sonuglarimin
uyumluluk gostermemesi Alzheimer hastalarinda
ribozomal gen regililasyonuna iligkin ileri
calismalarin ve literatiirdeki bulgular arasindaki
farkliligin nedenlerinin arastirilmasinin
gerekliligini distindiirmiistiir.
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