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OZET

Ozdag, N. Nedeni Bilinmeyen Diisiiklerde CENP-A Metilasyonu, Topoizomeraz
2 ve AURKA Genlerinin Rolii.Yakin Dogu Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii Tibb1 Biyoloji ve Genetik Programi. Yiiksek Lisans Tezi. Lefkosa.
2016

Hiicre boliinmesinin hatasiz gerceklesmesinde sentromer ve kinetokor
aktivitesi biiyiik rol oynamaktadir. Hiicre boliinmesi hatast sonucunda meydana
gelen andploidilerin genetik hastaliklara (Down Send., Turner Send.,vb), olii
dogumlara ve diisiiklere neden oldugu bildirilmektedir. CENP-A geni sentromer
aktivitesinde rol oynamasinin yaninda CENP-A metilasyonu kinetokor biitlinligii ve
kromozom ayrilmasinda anahtar gorevi gérmektedir.

AURKA, DNA kondensasyonu, sentromer olgunlagmasi, bipolar ig ipligi
yapisi, kinetokor/mikrotiibiil baglanmasi, kardes kromatit ayrilmasi ve sitokinezde
rol oynamaktadir. Serin/treonin kinaz iiyesi olan AURKA normal fonksiyonlarinin
kaybolmasi, hiicre boliinmesi sirasinda genomik dengesizlige ve kromozom
anoploidilerine neden olmaktadir.

DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve homolog rekombinasyonun hatasiz
calismast DNA topoizomeraz adi verilen korunmus niiklear enzimler tarafindan
diizenlenmektedir. Topoizomeraz 2 (TOP 2), temel olarak DNA replikasyonun son
evresinde kromozom kondensasyonu ve kardes kromatitlerin ayrilmasi i¢in gerekli
olmakla birlikte TOP 2’de gozlenen dengesizlikler hiicrelerin metafaz evresinde
tutuklanmasina ve bunun sonucunda da hiicre bolinmesinde hatalarin meydana
gelmesine neden olmaktadir.

Yakin Dogu Universitesi Hastanesi, Tibb1 Genetik Anabilim Dal1 Polikligine
19.01.2011 ve 28.04.2015 tarihleri arasinda direkt bagvuran veya dis merkezlerden
test edilmek amaci ile yonlendirilen 47 olgunun diisiik materyalleri ile kontrol grubu
olan 85 amniyon Ornegine; kiiltiir ve kromozom analizi, AURKA ve TOP 2
genlerinin kopya sayist degisikliklerinin belirlenmesi amaciyla FISH yontemi ve
CENP- A promotor metilasyonu analizi igin DNA izolasyonu, bisiilfit doniistimii ve
metilasyon spesifik PCR teknigi uygulanmstir.

Calismamizda diisiik materyali ile kromozom anomalisi (p=0.021) arasinda,
AURKA amplifikasyonu ve kromozomal anomalisi arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik (p=0.002) saptanmistir. Ayrica TOP 2 amplifikasyonu ve diisiik materyali
arasinda (p= 0.024) ve TOP 2 amplifikasyonu ile kromozom anomalisi arasinda
istatistiksel anlamlilik gbézlenmistir. Bunun yaninda kromozomal anomali gozlenen
olgular ve CENP-A promotor metilasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug
bulunmustur (p=0.007).
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Bu ¢alismada nedeni bilinmeyen diisiiklerde; CENP-A epigenetik profilinin
belirlenmesi ve epigenetik degerlendirmenin diisiiklerde molekiiler bir belirteg olarak
anlamhilig1 arastirilmistir. Ayrica TOP 2 ve AURKA gen amplifikasyonlarinin
nedeni bilinmeyen disiiklerin patogenezindeki rolii arastirilmigtir. Sonucta
kromozomal anomaliye rastlanan olgularda CENP-A metilasyonu veya
hemimetilasyonuna rastlanirken TOP 2 diisiik amplifikasyonu ve/veya AURKA
diisiik amplifikasyonu gézlenmistir. Sonucta ¢alismamizda TOP 2 ve AURKA gen
amplifikasyonu sonucunda olusan apoptozisin nedeni bilinmeyen diisiiklere neden
olabilecegi ileri siirlilmektedir. Calismamizin ileride yapilacak calismalar ve daha
genis bir ¢calisma grubuyla desteklenmesi 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Nedeni Bilinmeyen Diisilk, CENP-A metilasyonu, AURKA,
TOP2.
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ABSTRACT

Ozdag, N. ldentification of the role of CENP-A methylation and determining
the effects of Topoisomerase 2 and AURKA genes in spontaneous abortus with
unexplained etiologies. Near East University, Institute of Health Sciences,
M.Sc. Thesis in Medical Biology and Genetics Programme, Nicosia, 2016.

Activities of centromere and kinetochore play important role in accurrent
segregation of genetic material during cell division. It has been known that,
aneuploidies which occur as a result of defects during cell division may lead to
genetic disorders (Down Sendrome, Turner Sendrome etc.), stillborn and
miscarriages. CENP-A gene plays key role in centromere function and kinetochore
assembly as well as methylation of itself.

AURKA plays role in DNA condensation, centromere maturation, bipolar
spindle fiber structure, kinetochore- microtubules attachment, sister chromatid
segregation and cytokinesis. Aurora A, a member of serine/theonine kinase family,
leads to genomic instability and chromosomal aneuploidy if it is not functioning
properly.

Accurate functioning of many cellular progress such as DNA replication,
transcription and homolog recombination has been regulated by nuclear enzymes that
are called DNA topoisomerase. Although TOP 2 is essential for chromosome
condensation and segregation of the replicated daughter chromosomes, any possible
imbalance of TOP 2 level can lead to cell cycle arrest in metaphase, thus faults in cell
division.

Abortion materials from 47 patients used as working groups and amnion
materials from 85 patients used as control groups were collected between the dates
19.01.2011 and 28.04.2015, respectively. These samples were collected from the
patients of the Near East University Hospital, Department of Medical Genetics
laboratory that were directed there by clinicians of either the Medical Genetic
polyclinic of the Near East Hospital or by outside clinics.

The techniques that we used during this project were; tissue culture,
chromosome analysis, FISH techniques in order to defin the copy number variation
of AURKA and TOP 2 genes and DNA isolation, bisulfite convertion and
methylation spesific PCR for CENP-A promotor methylation analysis.

In this study, statistically significance were observed between abort materials
and chromosomal anomalies (p=0.021), also between AURKA amplification and
chromosomal anomalies (p=0.002). Additionally, TOP 2 amplification was found to
be significantly correlated with abort materials and chromosomal anomalies. The
cases that have chromosomal anomalies were found to be related with CENP-A
promotor methylation (p=0.007).
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In our study, we determined CENP-A epigenetic profile for the spontaneous
abortus with unexplained etiologies; and it’s correlated with the abortus in the
molecular level. Additionally, the role of TOP 2 and AURKA gene amplifications
were investigated in the spontaneous abortus with unexplained etiologies’
patogenesis.

In conclusion, it was observed that within the abortus cases that have
chromosomal abnormalies, there are CENP-A methylation or hemimethylation
together with low amplification levels of TOP 2 and/or AURKA. We conclude that
TOP 2 and AURKA gene amplification related apoptosis might be the reason for
spontaneous abortus with unexplained etiologies. Further studies need to be carried
out with a larger group of samples and with additional techniques in order to support
this study.

Key words: Spontaneous abortus with unexplained Etiologies, CENP-A, AURKA,
TOP2.
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1.GIRIS VE AMAC

Kadinlarin yaklagik dortte biri yasamlari boyunca en az bir kez diisiik
deneyimi yasama riskine sahiptir (Stern, J.J. ve digerleri, 1996). Diisiik riskini
arttiran faktorler; endokrin (Stephenson, M.D., 1996), immonolojik (Backos, M. ve
digerleri, 1999), anatomik (Rushworth, F.H. ve digerleri, 2000), enfeksiyon (Branch,
D.W. ve digerleri, 1992), nedeni bilinmeyen ve genetik faktorler olup; genetik
faktorler arasinda; kromozomal anomalileri (Carp, H.J.A., 2008) ve pihtilasma
genlerindeki anomaliler (Daya, S. ve digerleri, 1999) yer almaktadir. Diisiik
materyallerinde gozlenen kromozom anomali sikligi %30-57 olarak bildirilmistir

(Dlugi, A.M., 1998; Hirahara, F. ve digerleri, 1998).

Diisiik 6rneklerine;

1-Tekrarli gebelik kaybi riski yasayan ciftlerde olasi DNA/RNA tabanl

markerlerin tanmimlanmasi;

2- Gen/protein profillerinin, yolaklarinin ve baglantilarinin saptanmasi amaciyla

genetik ve genomik c¢alismalar yapilmaktadir (Rull, K. ve digerleri, 2012).

Gebelik kayiplarinda siklikla andploidiler goriilmekte olup bu andploidiler,
hiicre boliinmesi sirasindaki dengesizliklerden dolayr meydana gelmektedir. Mayotik
ve mitotik hiicre boliinmesi basta hiicre siklus kontrol noktalar1 olmak tizere birgok
siklin, siklin bagimli kinazlar ve serin/treonin kinazlar tarafindan diizenlenmektedir.
Hiicre boliinmesinde esas unsur olan kromozomlarin ip ipliklerine baglanmasi
sentromer ve kinetokorlar araciligi ile olmaktadir. Sentromerlerin bu goérevi
yapmamalari, kromozomlarin dogru ayrismamasina neden olmamakla birlikte
sentromer, kinetokor ve/veya serin/treonin kinaz ailesi olan AURKA ‘nin normal
fonksiyonlarmin kaybolmasi genomik dengesizliklere ve kromozomal andploidilere
neden olmaktadir (Rattner, B.J., 1991; Schulman, ve Bloom, 1991; Holland, L.A. ve
Cleveland,W.D., 2009; Thompson, L.S. ve digerleri, 2010).
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Niikleozomlar, histon proteinlerinden olusmaktadir. Niikleozom ¢ekirdegini
olusturan 4 kanonik histondan biri olan H3’iin bir varyantt CENP-A’dir ve goérevi
sentromerin dogru fonksiyonu ve kinetokor biitiinliigiinii saglamaktir (Fischle, W. ve
digerleri, 2003; Thompson, L.S. ve digerleri, 2010). Ayrica CENP-A metilasyonu,
Kinetokor biitiinliigli ve kromozom ayrilmasini diizenlenmekte bir anahtar gorevi
gormektedir (Stimpson, M.K. ve Sullivan, A. B., 2011).

Topoizomeraz 2 (TOP 2), DNA dubleks yapisinin agilmasindan sorumlu
yiiksek derecede korunmus bir enzimdir (Bower, J.J. ve digerleri, 2010). Hiicre
boliinmesinin  hatasiz bir sekilde gerceklemesi,  kromozom kondensasyonu,
sentromer kararliligi, yavru DNA dubleksinin ayrilmasi/kesilmesi (dekatenasyonu)
ve kardes kromatidlerin dogru bir sekilde ayrilmasinda TOP 2 rol oynamaktadir.
TOP 2 enziminin aktivitesini engelleyecek delesyon veya mutasyonlar hiicrelerin
metafaz evresinde duraksatilmasina boylelikle kromozom ayrilmasinda hatalarin yani
poliploidi veya endoreduplikasyonun meydana gelmesine neden olmaktadir
(Uemura, T. ve digerleri, 1987; Zucker, R.M. ve Elstein, K.H., 1991; Sumner, A.T.,
1995).

Yapilan c¢alismalar gen ifadesindeki degisikliklere; kromozom yeniden
diizenlemeleri ve epigenetik modifikasyonlarin yani sira sentromer spesifik H3
varyanti bir bagka deyisle, CENP-A hatali ifadesinin neden oldugunu ileri
stirmektedir (Meluh, P.B. ve Strunnikov, A.V., 2002). Ayrica embriyo gelisimi veya
gametogenez sirasinda ortaya c¢ikan anormal DNA metilasyonun, gebelik kayiplar
icin potansiyel bir neden oldugu 6ne siiriilmektedir (Zheng, H.Y. ve digerleri, 2012).
Calismalar spontan diisiiklerde aberant DNA metilasyonun istemli sonlandirilan
disiiklerle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Diisiik vakalarinda bilindik kromozom anomalililerinin yani sira epigenetik
dengesizlikler de 6nem tasimaktadir. Tekrarlayan diisiiklerdeki DNA metilasyonun
genom ve bolgeye 6zgi farkliliklarin kapsamli analizi, erken gebeliklerde epigenetik
hatalarin dogasim1 ve sikligini degerlendirmek igin gereklidir (Hanna, C.W. ve
digerleri, 2013).
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Bu caligmada nedeni bilinmeyen diigiikklerde, CENP-A geni epigenetik
profilinin belirlenmesi, TOP 2 ve AURKA gen amplifikasyonlarinin diistiklerdeki
anlamliligiin arastirilmasi ve bu genlerin diisiik vakalarinda molekiiler bir belirteg
olarak kullanilabilir olup olmadigmin arastirilmasi amaglanmistir. Bu nedenle
laboratuvarimiza yonlendirilen diisiik materyalleri kromozom analizi sonuglarina
gore kromozom anomalisi saptanan ve saptanmayan diye iki gruba ayrilmis ve
kontrol grubu olarak amniyon Ornekleri ilave edilmistir. Calismamizda kromozom
analizi sonucunda normal karyotip elde edilmesine ragmen disiikle sonuglanan
vakalarda CENP-A promotor geni epigenetik degisimleri, TOP 2 ve AURKA gen
ifadesine bakilmasinin yaninda kromozom anomalisi gozlenen vakalarda CENP-A
promotor metilasyonu, TOP 2 ve AURKA geni kopya sayisindaki dengesizlikler

analiz edilmistir ve karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Gebelik Kayb1 Tanimi ve Nedenleri

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization ,WHO), gebelik iiriiniiniin
agirhig ve gebelik siirecini kriter alarak yeni bir abortus tanimi getirmistir (World
Health Organization, 2004). Bu tanima gore; 20. gebelik haftasindan once, 500
gramdan daha az embriyo veya fetiis ve eklerinin, tamaminin ya da bir kisminin
uterus kavitesi disina atilmasi olaymna abortus denilmektedir. Klinik olarak fark
edilmis gebeliklerin yaklasik olarak %10-15’1 spontan abortus ile sonlanirken %1-
2‘sinde tekrarlayan gebelik kayiplari goriilmektedir (Regan, L. ve digerleri, 1989).
Diisiige; genetik faktorler %3-5 (yapisal veya sayisal kromozomal anomaliler,
parental kromozom yeniden diizenlemeler, tek gen hatalar1) (Carp, H.J.A., 2008),
%15-20 endokrin faktorler (polikistik over sendromu (PCOS), hiperprolaktinemi,
diabetes mellitus, tiroid hastaligi vb.) (Stephenson, M.D., 1996), %10-15 anatomik
faktorler (konjenital {iterin anomalileri) (Rushworth, F. H. ve digerleri, 2000), %15-
20 immunolojik faktorler (antifosfolipid antikor sendromu, allojenik faktorler)
(Backos, M. ve digerleri, 1999), %0.5-2 enfeksiyonlar (Listeria monocytogenes,
Toxoplasma gondii, rubella, herpes simplex virus (HSV), TORCH, cytomegalovirus,
and coxsackieviruses) (Branch, D. W. ve digerleri, 1992), pihtilasma genlerindeki
anomaliler (protrombin gen mutasyonu, protein S, protein C ve antitrombin
eksikligi) (Daya, S. ve digerleri, 1999) ve %40 nedeni bilinmeyen faktorler neden
olmaktadir (Tablo 2.1). Bunlarin yaninda yiiksek dozda radyasyona maruz kalma
gibi ¢evre ve isyeri tehlikeleri, sigara ve alkol kullanimi gibi hayat tarzi ve ileri
maternal yas diisiife neden olan faktorler arasinda siralanmaktadir. Yapilan
caligmalarda 20°li yaslarda olan olgularda gebelik kayb1 %12-15 arasinda goriiliirken
40 yaslarda olan olgularda bu oranin %75‘lere kadar ¢ikabildigini gésterilmistir (De
Brakeleer, M. ve Dao, T.N., 1990; Ford, H. B. ve Schust, D. J., 2009).
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Tablo 2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplarina Neden Olan Faktorler Ve Yiizdeleri.
(Ford, H. B. ve Schust, D. J. 2009).

Faktorler Yiizdeleri (%)
Nedeni Bilinmeyen Gebelik Kayiplari 38
Genetik Faktorler

e Yapisal ve Sayisal Kromozom
Anomalileri 3-5

e Tek gen Defektleri

e Parental Kromozom Yeniden
Diizenlemeleri
Endokrin Faktorler
e Polikistik over sendromu (PCOS)
e Hiperprolaktinemi 15-20

¢ Diabetes mellitus

e Tiroid hastalig1

Immiinolojik Faktorler
o antifosfolipid antikor sendromu 15-20

e allojenik faktorler

Anatomik Faktorler 10-15

¢ konjenital iiterin anomalileri

Enfeksiyonlar
e Listeria monocytogenes, Toxoplasma
gondii, rubella, herpes simplex virus 0.5-2
(HSV), cytomegalovirus, and

coxsackieviruses, TORCH)

Trombofilik Bozukluklar
e protrombin gen mutasyonu, 2-15
e protein S, protein C ve antitrombin

eksikligi




Kromozomal anomali ve diislikler arasindaki iliskinin ilk olarak 1960’
yillarda gosterilmesinin ardindan (Bowen, P. ve Lee, C.S, 1969), 1975 yilinda
yapilan sitogenetik calismalar bu sonucu giigclendirmislerdir (Boué, J. ve digerleri,
1975). Gebeligin ilk trimesterinde (ilk i¢ ayinda) meydana gelen diisiiklerin yaklasik
%50 sinin  kromozom anomalilerinden kaynaklandigt ve en sik rastlanan
anomalilerin trizomi, poliploidi ve monozomi X oldugu bildirilmistir (Lauritsen,
J.G., 1976; Hassold, T., 1986; Kalousek, D.K. ve digerleri, 1993). Carr ve digerleri,
227 spontan diisiilk materyalinde yaptiklari ¢alismada %22 oraninda kromozomal
anomaliye rastlamiglardir. Bunlar; trizomi ve monozomi gibi sayisal kromozom
anomalilerinin yaninda triploidi veya tetraploidir (Carr, D.H., 1970). Mayoz boliinme
sirasinda kromozom ayrilmasinda gozlenen aksakliklar andploidili embriyolara
neden olmakta ve diisiikk vakalarinda sik goriilmektedir (Lamb, N.E. ve Hassold, T.J,
2004).

2.2 Sentromer

Sentromer, kelime olarak Yunanca centrol (‘centro’) ve mere (‘part’)
kelimelerinin birlesmesiyle olusmaktadir. Sentromer, mitoz ve mayoz bdliinme
sirasinda kromozom ayrilmasini saglamak amaciyla ig mikrotiibiilleri ile etkilesime
gecerek genetik materyalin yavru hiicrelere dogru olacak sekilde aktarilmasini
saglamaktadir.

Sentromer; igerigindeki kinetokor mikrotiibiil sayisina ve etrafinda perisentrik
heterokromatin olup olmamasina bagli olarak yapisal farklilik gostermektedir.
Genetik olarak 6zdes hiicrelerin sentromerleri epigenetik o6zellikleri bakimindan
farklilik gosterebilmektedir. insanlarda, sentromer AT agisindan zengin tekrarlar
igeren monomer 171 bg, yiiksek sirali diziler halinde uzanmaktadir. Satellit DNA
(satDNAs) ve transpozon elementleri (TEs; ornegin LTR, LINE, SINE, DNA
transpozonlar) gibi tekrarli sekanslar, sentromer bdlgeleri igcin major DNA
komponentleri olusturmaktadir (Yang, J.W. ve digerleri, 2000; Ugarkovic, D.I.,
2009; Plohl, M. ve digerleri, 2014).
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Ancak yapilan ¢alismalarda DNA sekansindan bagimsiz, genomda rastgele
bulunan ve a-satellit icermeyen neosentromer olarak tanimlanan sentromerlerin
varligi gosterilmistir (Voullaire, L.E ve digerleri, 1993; Marshall, O.J. ve digerleri,
2008).

Neosentromerlerin, DNA’nin sentromer fonksiyonunu etkilemedigi, insan
genomunda spontan bir sekilde artmadigi ve normal fonksiyona sahip, herhangi bir
saptanabilir fenotipik kusur olmadan nesiller boyunca devam ettigi ileri
siriilmektedir. Bugiine kadar yaklastk 100 neosentromer tespit edilmistir
(Warburton, P. E., 2004).

2.2.1.Sentromer Proteinleri

Hiicre bolinmesi sirasinda, insan kromozomlarinda lokalize olan ve
prekinetokor komponenti adaylar1 olarak gosterilen 3 sentromer proteini CENP-A
(17 kDa), CENP-B (80 kDa) ve CENP-C (140 kDa) bulunmaktadir (Sullivan, K.F.
ve digerleri, 1994). Sentromer iizerine yapilan ¢aligmalarda sentromer kararliliginin
hem DNA hemde RNA tarafindan kontrol edildigi gosterilmektedir (Ugarkovi¢, D.I.,
2009). CENP-B (80 kDa protein) dimer formunda olup yapilan galigmalarda CENP-
B’nin hiicre igin gerekli olmadig1 gosterilmistir (Pietras, D.F. ve digerleri, 1983;
Kapoor, M. ve digerleri, 1998; Perez-Castro, A. ve digerleri, 1998). CENP-C (140
kDa protein) i¢ kinetokor plagindaki kromatin ile etkilesim ig¢inde olup laboratuvar
ortaminda yapilan ¢alismalarda DNA’ya baglandig: ileri siiriilmektedir (Yang, C.H
ve digerleri, 1996; Saitoh, H. ve digerleri, 1992). Ancak CENP-C’nin tek basina
sentromerik olusumunu uyarmak i¢in yeterli olmadig: ileri stiriilmiistiir (Fukagawa,

T. ve digerleri, 1999).
2.2.2 Sentomer Fonksiyonu

Sentromer, genomik kararliligin saglanmasinda ve gen ifadesinin
diizenlenmesinde; mayoz ve mitoz boliinme sirasinda kromozom ayrilmasi, lireme
hiicrelerinin ve zigot formasyonun korunmasi, somatik doku ve organlarin

farklilasmas: ve gelismesinde rol oynamaktadir (Christophorou, N. ve digerleri,
2013).
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Sentromer fonksiyonunun yerine getirilmedigi durumlarda hiicre boliinmesi
sirasinda  hiicre  kararsizligi, mikrotiibiillerin kromozomlara baglanmasinda
problemler, metafaz plaginda hizalanma hatalar1, anafaz evresinde kromozom
ayrilma hatalar1 gozlenmektedir (Rattner, J. B., 1991; Schulman, 1. ve Bloom, K. S,
1991).

Sentromerik DNA ve kromatin, hiicre boliinmesi sirasinda kromozom
ayrilmasinda 6nemli kromozomal elementlerdir (Sullivan, K. F., 2001; Cleveland, D.
W. ve digerleri, 2003). Histon saperonlari, histon- modifiye enzimleri, transkripsiyon
faktorleri, niikleozom yeniden sekillenme faktorleri ve hatta RNA polimeraz 2

sentromerde epigenetik kontrol basamaginda rol oynamaktadir (Ekwall, K., 2007).
2.3 Kinetokor

Kinetokor; her bir kromozomun sentromer bdolgesinde bulunan mitoz
boliinme sirasinda ig ipliklerinin kromozoma dogru bir sekilde baglanmasi igin
sentromer DNA’sinda toplanan ve 90’dan fazla proteinden olusan bir komplekstir.
Metafaz plak iizerinde kromozomlarin iki yonlii dizilmesi ve anafaz evresinde kardes
kromozomlarin ayrimini1 saglamak amaciyla mikrotiibiille kordineli ¢alismak
zorundadir (Cheeseman, M.I ve Desai, A., 2008; McEwen, B. F. ve Dong, Y., 2010).
Kinetokor, ig ipligi birikimi kontrol noktas1 (Spindle Assembly Checkpoint, SAC)
komponenti ile iligkili olmakla birlikte biitiinligiiniin bozulmasi kromozom
ayrilmasinda hatalara, kararsizliga, tiimorigeneze neden olmaktadir (Rattner, B. J.,
1991; Schulman, I. ve Bloom, K. S., 1991). Kinetokor proteinleri, ilk olarak memeli
hiicrelerinde yapilan immiinolojik aktivitelerle belirlenmistir (Moroi, Y. ve digerleri,
1980; Earnshaw, W.C. ve Rothfield, N., 1985). Kinetokor 3 boyutlu yapisiyla ilgili
yapilan ¢aligmalarda, Kinetokor biitiinliigiinii saglayan 90 protein; ¢ekirdekte, ortada
ve gegici alanda bulundugu gosterilmistir. Genomik kararliligin saglanmasi dogru

kinetokor bilesimini gerektirmektedir (Burrack, S.L. ve Berman, J., 2012).



2.3.1 Konstitutif Sentromer Iiliskili Ag (Constitutive Centromere
Associated Network, CCAN)

Insan sentromeri en az 16 histon olmayan proteinden (CCAN; CENP -C,
CENP-H, CENP-1, CENP-K, CENP-U, CENP-W ve CENP-X vb.) olusmaktadir. Bu
proteinler kinetokor i¢ plaginda yer almakta ve ‘Konstitutif Sentromer iliskili
Ag’(Constitutive centromere associated network, CCAN) olarak isimlendirilmektedir
(Obuse, C. ve digerleri, 2004; Foltz, D.R. ve digerleri, 2006; Okada, M. ve digerleri,
2006).

CENP-A ve diger proteinler, kromatinle bir ag olusturmak i¢in ig
mikrotiibiilleri ile etkilesime girerek sentromerik kromatin ve mitotik kinetokor
arasinda koprii gorevi gormektedir (Sekil 2.1).

CCAN proteinleri, hiicre dongiisii boyunca sentromerik kromatinle iligkili ve
DNA baglanma aktivitesi veya direkt CENP-A ile etkilesim gostermektedir (Sekil
2.2). CENP-A, CENP-B, CENP-C ve CENP-T/W kompleksi DNA baglanma 6zelligi
gostermektedir (Pluta, A.F. ve digerleri, 1992; Sugimoto, K. ve digerleri, 1994;
Yang, C.H. ve digerleri, 1996; Hori, T. ve digerleri, 2008). Bu proteinlerin her biri,
histon proteinler olmasinin yaninda transkripsiyon faktorlerinden olusan bir kompeks
olup histon katlanma alani olusturmaktadir (Marifio-Ramirez, L. ve digerleri, 2011).
CENP-T/W/S/X kompleks 100 bp DNA’ya baglanmakta ve nukleazlara karsi
DNA’y1 korumaktadir. CENP-T/W/S/X  kompleksin kararliligi, hiicre dongiisii
boyunca kararli olan ve S-fazi boyunca korunan CENP-A'dan ¢ok farklidir. CENP-T
ve W, gec S sathasinda veya G2°de olusmaktadir (Slellfox, E.M. ve digerleri, 2013).
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Sekil 2.1. Kinetokor Sematik Gosterimi Ve Sentromer Proteinleri.

a) Kinetokorun genel organizasyonunun sematik gdsterimi. Iki multi-kompleks, temel
yapiy1 olusturmaktadir. Bunlar KNL-1/Mis 12 kompleks/Ndc80 kompleks (KMN) ve
Konstitutif Sentromer liskili Ag (CCAN)’dir (Lampert, F. ve Westermann, S., 2011).
b)Omurgalilarda, kinetokor proteinleri, hiicre boliinmesi boyunca CENP-A birlikte
bulunmaktadir. Bu proteinler ‘Konstitutif Sentromer Iliskili Ag’(Constitutive
centromere associated network, CCAN) olarak isimlendirilir (Cheeseman, M. I. ve
Desai, A., 2008).
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CENP-A
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Sekil 2.2. CENP-A, CENP-B ve CENP-C*nin kinetokor ve DNA’daki
lokalizasyonu.

CENP-A’nin C-terminali kinetokor kompleksiyle direk baglanti halinde olan CENP-
C’ ye baglanarak kinetokor biitiinliigline katki saglar. CENP-A ayrica CENP-B ile
birlikte kinetokor biitiinliigii igin alternatif bir yolak olusturmaktadir (French, T. B.
ve Straight, F.A., 2013).

2.4. CENP-A Proteini

CENP-A niikleozom, H3 varyanti,17 kDa agirliginda bir homodimer olup
ozellikle sentromer bolgesinde bulunmakta ve kinetekor icin yapisal ve islevsel temel
olusturmanin yani sira sentromer olusumu i¢in epigenetik bir marker olma 6zelligine
sahiptir (Palmer, D. K. ve digerleri, 1990; Sullivan, K. F. ve digerleri, 1994; Csink,
A K. ve Henikoff, S., 1998). Insanlarda alfa- satellit birimlerine baglanan CENP-A
uzunlugunun kromozomlar ve bireyler arasi farklilik gosterdigi bildirilmektedir

(Sullivan, L. L. ve digerleri, 2011).
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CENP-A, kromozom {iizerinde 2p23.3 bolgesinde lokalize olmaktadir.
Memelilerde CENP-A’nin sessizlestirilmesinin kromozom ayrilmasinda hatalara,
kinetokor biitlinliigiiniin bozulmasina ve embriyonik o6lime neden oldugu ileri
stirilmektedir (Choo, K. H. A, 1997; Howman, V. E. ve digerleri, 2000; Bernard, P.
ve digerleri, 2001; Blower, M. D. ve digerleri, 2002).

Insan kromozomlarinda CENP-A aktif sentromerlerde lokalize olmakta ve
aktif sentromerlerin olugmasi i¢in ise CENP-A igeren kromatine ihtiya¢ duyuldugu
one siiriilmektedir (Warburton, P. E. ve digerleri, 1997; Palmer, D. K. ve digerleri,
1990; Saffery, R. ve digerleri, 2000).

Yapilan c¢alismalarda CENP-A ile H3 histon proteinin ortak homolojiyi
paylagtigint gosterilirken (Palmer, D.K. ve digerleri, 1991; Yoda, K. ve digerleri,
2000) CENP-A ve H3, N terminal kuyruklari biiyiik 6l¢iide birbirlerinden farklidir.
CENP-A-H3.1 ile en yiiksek homoloji (%62); CENP-A-hedefleme bolgesi olarak
tamimlanan 42-amino asit bolgesi harig, C-terminal katlanma bdlgesinde
goriilmektedir (Sullivan, K. F. ve digerleri, 1994). CENP-A/histon H4
heterotetramerinin kristal yapisi incelendiginde, CENP-A igeren histon oktamerinin,
CENP-A/kanonikal H3 ile ayn1 kompaktliga sahip olmadigin1 ve CENP-A’nin, H-3
histonun igeren niikleozoma goére daha kat1 oldugu ileri siiriilmektedir (Yoda, K. ve
digerleri, 2000; Black, B. E. ve digerleri, 2004). CENP-A niikleozom bloklar1
kromozomlarin kutuplarina dogru yayilirken, H3 nukleozom bloklar1 i¢ kromozom
bolgelerinde yer alirlar (Blower, M. D. ve digerleri, 2002). CENP-A ve H3
niikleozomlarmin kromozomdaki lokalizasyonu Sekil 2.3’ de gosterilmistir.

Insan CENP-A, N-terminali post-translasyonel olarak ii¢ modifikasyonun
kombinasyonu ile modifiye edilebilmektedir. Bunlar; a-amino Glyl grubunun
trimetilasyonu, Serl6 ve Serl8 fosforilasyonudur. CENP-A fosforillenmis Serl6/
Ser18 formu, N- terminalindeki ikinci yapiy1 olusturmakta ve intra ve intermolekiiler
etkilesimlerin olmasini saglamaktadir. Fosforillenmemis CENP-A ifadesinin mitotik
hatalara neden oldugu bildirilmektedir. CENP-A, N- terminalinin metilasyonu,
RCC1 metiltransferaz (NRMT) ile gerceklestirilmektedir (Bailey, O. A. ve digerleri,
2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sullivan%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7962047
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H-3 histonu o6kromatin ve heterokromatinden farkli bir modifikasyon
gostermektedir: histon asetilasyonu, H3K4 dimetilasyonu, H3K27 metilasyonu,
H3K36 metilasyonu go6zlenirken H3K9 metilasyonu goriillmemektedir. Mitotik
niikleozomal CENP-A genellikle trimetile halde olmasina ragmen %10 ‘undan daha
az1 metile olmayan formda bulunmaktadir (Sullivan, B. A. ve Karpen, G. H., 2004
Lam, A. L. ve digerleri, 2006).

CENP-A fazla ifadesinin multisentrik kromozomlar olusumuna neden oldugu
bildirilirken (Heun, P. ve digerleri, 2006) yapilan calismalarda tiimdrlerde CENP-A
seviyesinin arttigi ve artmis CENP-A ifadesinin, timor derecesi ve timor
invazyonuyla iliskili oldugu gosterilmistir. Ayrica CENP-A ifadesinin azalmasinin
apoptozu destekledigi ve hiicre dongiisiinde duraksamalara neden oldugu
bildirilmektedir (Athwal, K. R. ve digerleri, 2015).

Histone H3

Sekil.2.3. CENP-A Ve H3 Nukleozomlarinin Kromozomdaki Lokalizasyonu.

Insan kromozomlar1 H3 histonlarini (yesil) icermekle birlikte H3 histon varyanti,
CENP-A (kirmizi) sentromerde lokalize olmaktadir (Black, B. E. ve digerleri.,
2004).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171933511000902#bib0230
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0171933511000902#bib0155
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2.4.1 CENP-A’ nin Kristal Yapisi

iki boyutlu immunofloresans ¢alismalarda, CENP-A niikleozomunun H4,
H2A ve H2B ile oktamerik bir kompleks olusturdugu ve 120-150 b¢ DNA bu
kompleksin etrafin sarildig1 gosterilmistir (Yoda, K. ve digerleri, 2000).

CENP-A’nin tiim sentromer boyunca mevcut oldugu ileri siiriilmesine
ragmen yeni ¢alismalarda CENP-A’nin sentromerin 3’de 1 yiiksekligini ve 3’de 2
genisliginde ve bunun yaninda total DNA’nin kiigiik (%6-8) bir kismini kapsadig1 ve
ozellikle kinetokora bakan boliimiiniin distalinde yogunlagmis bir sekilde oldugu
gosterilmistir (Blower, M. D. ve digerleri, 2002).

2.4.2 CENP-A Sentezlenmesi ve Dekondansasyonu

CENP-A olusumu farkli protein kompleksleri iceren ii¢ temel asamayi
kapsamaktadir. Bunlar; baslatma, olusum ve korunmadir. Hiicre bdliinmesi sirasinda,
sentromer lokalizasyonu uyarilmali ve kromatin CENP-A birikimi i¢in modifiye
edilmelidir. Daha sonraki asamada CENP-A spesifik faktorler ile sentromer iliski
kurarak CENP-A birikimini saglamaktadir. Son asamada ise kromozom yeniden
diizenlenmesi (remodeling) ve olgunlasma evresi gercekleserek sentromerik
kromatin tamamen stabilize edilmektedir (Stellfox, E. M. ve digerleri, 2013).

CENP-A olusumu G1 safhasi boyunca devam etmekte ve hiicre boliinmesinin
ilerleyebilmesi i¢in siklinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda CENP-A
birikiminin siklin-bagimli kontrol mekanizmasi ile kontrol edildigi gosterilmistir
(Sekil 2.4). Siklin aktivitesinin yiiksek oldugu S-safhasinda CENP-A birikiminin
gerceklesmezken, mitoz boliinme sonunda siklin B degrede olmakta, Cdk1 aktivatorii
inhibe edilmekte ve Cdk1 aktivitesi kayboldugu durumlarda CENP-A‘nin birikimi
gerceklesmektedir (Silva, M. C. ve digerleri, 2012; Stellfox, E. M. ve digerleri,
2013).

CENP-A birikiminde siklin aktivitesini 0grenmek amaci ile Silva ve
arkadaslar1 siklin aktivitesini Roscovitine ve Pulvalanol A ile bloklamislardir.
Sonugta Cdk 2‘nin CENP-A birikimini bloklamada yeterli oldugu, Cdk 1’in S
sathasinda CENP-A birikiminin bloklanmasina katki yaptig1 ancak yeterli olmadigi

saptanmuistir.
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Ayrica siklin 1 ve siklin 2 inaktive edildiginde CENP-A’nin S sathasinda da
birikimi gergeklesebilmektedir (Jansen, L. E. ve digerleri, 2007; Merrick, K. A. ve
digerleri, 2008; Silva, M. C. ve digerleri, 2012).

a. Siklin aktivitesi aktif durumda CENP-A Birikimi
H3 histon degisimi

Anafaz\ Telofaz
/ Geg G1

\ Siklin B

CDK2
Metafaz S safhasi

sentromer DNA replikasyonu

Siklin B
CDK1 — e siklin A

G2 evresi CDK2

b. Siklin Aktivitesi inaktif edildigi durumlarda

CENP-A Birikimi CENP-A Birikimi

L
T
e N

/\ G1 Safhasi /\

CENP-A Birikimi CENP-A Birikimi

G2 Safhasi

Sekil 2.4. Siklin Aktivitesinin CENP-A Birikiminde Rolii.

CENP-A birikimi siklinler tarafindan kontrol edilmektedir. Normal CENP-A
birikimi siklin aktivitesinin azaldigi ge¢ mitoz/erken G1’de gergeklesmektedir.

Siklinler inhibe edildiginde hiicre dongiisii boyunca programsiz CENP-A yiiklemesi
ortaya ¢ikmaktadir (Stellfox, M. E. ve digerleri. (2013).

CENP-A igeren niikleozomun, olgun memeli spermatozolariyla iliskili ve
tireme hiicrelerinin biitliinliigiliniin saglanmasina rol oynamasindan dolayt CENP-A’1n
erken embriyogenezde 6nemli bir role sahip oldugu bildirilmektedir (Palmer, D. K.
ve digerleri, 1990). CENP-A fosforillenmesinin engellenmesi mitoz sirasinda hatali
kromozom hizalanmasina ve bunun sonucunda kinetokor mikrotiibiil baglanmasinda

hatalara neden oldugu saptamustir.


http://link.springer.com/search?facet-creator=%22Douglas+K.+Palmer%22
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Bir serin/treonin kinaz ailesi iliyesi olan AURKA tarafindan CENP-A’da Ser7
fosforilasyonun dogru kitetokor fonksiyonda rol oynadigi gosterilmistir (Kunitoku,
N. ve digerleri, 2003).

2.5 Aurora Kinazlar

Aurora kinazlar, DNA kondensasyonu, sentromer olgunlasmasi, iki kutuplu
1g ipligi olusumu, kinetokor/mikrotiibiil baglanmasi, kardes kromatit ayrilmasi ve
sitokinezde rol oynayan hiicre dongiisiinde goérevli serin/treonin Kkinaz ailesinin
tiyeleridir. Omurgalilarda 3 iiyesi tanimlanmistir. Bunlar; AURKA, AURKB ve
AURKC’dir (Nigg, E.A. ve digerleri, 2001; Andrews, P.D ve digerleri, 2003;
Carmena, M. ve Earnshaw, W.C., 2003).

AURKA, AURKB ve AURKC, 309-403 arasinda degisen amino asit
uzunluguna sahiptir (Sekil 2.5). AURKA, AURKB ve AURKC’nin kromozom
tizerinde sirastyla 20q13.2, 17p13.1 ve 10ql3°de lokalize oldugu gdsterilmistir.
Bir¢ok dokuda (kolon, meme, ovaryum, prostat vb.) aurora kinazlarin asir1 ifadesi
genetik kararsizliga (genomik instabilite) ve sonucta kansere neden oldugu
bildirilmekte ve onkogenik fonksiyonlara sahip olduklart ileri siiriilmektedir
(Kollareddy, M. ve digerleri, 2008). AURKA, kromozom ayrilmasi, kromozom
hizalanmas1 ve olgunlagsmasinda rol oynarken AURKB ise kromozom
bioryantasyonu, kardes kromozom kohezyonu ve sitokinezde rol oynamaktadir (Sekil
2.6).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunitoku%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14667408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunitoku%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14667408
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AKTIVASYON BOLGESI  D-KUTUSU

\ /[ \/

AURORA A 403
110 388
77 327
AURORA C _ 309
43 293

Sekil 2.5. Aurora Kinazlarin Yapist.

Insan Aurora kinazlar1 309-409 arasinda degisen amino asit uzunluguna sahiptir.
Aurora kinazlarda, NH2 terminalinde diizenleyici bolge ve COOH terminalinde
katalitik bolge olmak tizere iki farkli bolge bulunmaktadir. COOH terminalindeki D-
kutusu degredasyondan sorumlu bolgedir (Marumoto, T. ve digerleri. 2005).

2.5.1 AURKA (Aurora 2/ BTAK/ STK15)

Ilk kez meme tiimorlerinde 20ql3‘da tespit edilmis (Tanner, M.M. ve
digerleri, 1994; Tanner, M.M. ve digerleri, 1995) ve AURKA’nin ilk ismi meme
timorlerinde mRNA’s1 asirt ifade edildigi ve hiicre transformasyonlarinda rol
oynadigindan Breast Tumor Activated Kinases olarak belirlenmistir. AURKA, S
safhasindan baslayip M sathasi boyunca ifade edilmekte ve hiicre boliinmesinin
regiilasyonunda gorev almaktadir. G2 evresi boyunca y- tlibiilinde lokalize olmasi
AURKA’nin sentromer proteini oldugunu gostermektedir (Dutertre, S. ve digerleri,
2002). Ayrica bipolar mitotik ig ipligi kutuplarinda bulunan mikrotiibiil iligkili bir
protein oldugu disiiniilmektedir (Roghi, C. ve digerleri, 1998). 1998 yilindan beri,
AURKA onkogen olarak belirlenmis ve bir¢ok tiimérde AURKA’nin asir1 ifadesi
rapor edilmistir (Giet, R. ve digerleri, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giet%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15866028
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AURKA ifadesinin artisi, genomik kararsizliga, timor gelisimi, sentromer
amplifikasyonlari, multipolar ig ipligi yapisi ve poliploidilere neden olmaktadir
(Bischoff, J.R. ve digerleri, 1998; Zhou, Y., 2012). Bu yiizden de antikanser ilaglar
icin mitkemmel bir aday olarak gosterilmektedir (Keen, N. ve digerleri, 2004).

Indirekt immunofluresans calismalarinda AURKA’nin G1 safhasinin basina
kadar dublike olmus sentrozomda, profaz evresinde sentromer ¢evresinde, metafaz
evresinde ig ipligi kutuplar1 ¢evresinde ve mikrotiibiillerde, telofaz evresinde ise
polar mikrotiibiillerde bulundugu belirtilmektedir (Kollareddy, M. ve digerleri,
2008). AURKA, mikrotiibiil-iligkili proteindir (Roghi, C. ve digerleri, 1998).
AURKA degregasyonu Serin51’in fosforilasyonu ile kontrol edilmekte ve yeni
calismalarla degregasyonundan sorumlu yeni proteinler tanimlanmaya devam
edilmektedir (Kunitoku, N. ve digerleri, 2003).

Aurora kinazlarin ATP- baglanma aktif bolgesi 26 birimden ve 3 varyant ile
kaphidir. Bu varyantlarin; Leu215, Thr 217, R220 AURKA igin spesifik oldugu
bildirilmektedir (Kollareddy, M. ve digerleri, 2008).

Northern-blot analizi AURKA ‘nin timus, testis, fetal karacigerde, kemik iligi,
lenf nodiilii ve dalakta az seviyede bulundugunu gostermistir (Bischoff, J.R. ve
digerleri, 1998).

2.5.2 AURKA Fonksiyonlar1 ve Regiilasyonu

Memelilerde yapilan calismalarda, AURKA’nin sentromer duplikasyonu,
sentromer olgunlasmasi, biporlar ig ipligi olusumu, kromozom ayrilmasi, hiicrelerin
mitoza giris ve mitozdan cikisin1 diizenlemek gibi fonksiyonu oldugu bulunmustur
(Marumoto, T. ve digerleri, 2005). AURKA protein miktarindaki azalma, tetraploid
hiicre birikimine, 1§ ipligi bozukluklarina neden oldugundan hiicrelerin G2-M
evresinde tutuklanmasina, H3 fosforilasyonunun bloklanmasina ve apoptozun
indiiklenmesine neden oldugu bildirilmistir. Hatta Aurora Kkinazlarin aktivite
inhibisyonu, timor agresifligini azalttigindan tedavide kemoteropatik ilag olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Dutertre, S. ve digerleri, 2002; Giet, R. ve digerleri,
2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunitoku%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14667408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giet%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15866028
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Kiiltiir hiicrelerinde yapilan c¢aligmalarda AURKA ektopik ifadesinin
sentromer amplifikasyonuna neden oldugu gosterilmistir (Zhou, H. ve digerleri,
1998; Meraldi, P. ve digerleri, 2002). AURKA ifadesinin inhibe edilmesi birka¢ kisa
mikrotiiblil birikimine ve bunun sonucunda mikrotiibiil niikleasyon aktivitesinde
hatalara neden oldugu gosterilmistir (Schumacher, J.M. ve digerleri, 1998; Hannak,
E. ve digerleri, 2001).

Omurgalilarda AURKA’nin aktivitesi fosforilasyon ve defosforilasyon ile
hiicre dongiisii boyunca diizenlenmektedir (Kollareddy, M. ve digerleri, 2008).
AURKA i¢in bilinen en 6énemli substrat TPX2’dir. TPX2’nin AURKA igin substrat
olmasinin yaninda aktivitesinden de sorumlu oldugu bildirilmektedir (Eyers, P.A. ve
digerleri, 2003). Mitoz bolinme sirasinda TPX 2, AURKA’y1 ig kutuplarina tagir.
TPX2’nin amino ucu AURKA’nin katalitik boélgesinin karboksil ucundaki T- halka
bolgesine baglanarak AURKA‘nin fosforillenerek aktif edilmesini saglamaktadir
(Carmena, M. ve Earnshaw, W.C, 2003; Giet, R. ve digerleri, 2005).

AURKA igin bildirilen diger substratlar: LIM protein 11, Eg5, CDC25B, p53
ve BRCA-1’dir. Yapilan g¢alismalarda CENP-A’nin, AURKB ve AURKA i¢in
substrat oldugu bildirilmektedir (Zeitlin, S.G. ve digerleri, 2001; Kunitoku, N. ve
digerleri, 2003).

AURKA, mitoz boliinme boyunca kinetokor biitiinliigiinii saglayan CENP-
A‘nin profaz evresi boyunca fosforillenmesi saglamakta ve bu reaksiyon
AURKB’nin i¢ sentromere restriksiyonu igin gerekmektedir (Zeitlin, S.G. ve
digerleri, 2001; Kunitoku, N. ve digerleri, 2003).

2.5.3 AURKB (Aurora B kinaz)

AURKB, kromozom iizerinde 17q13’de haritalanmig bir gendir ve mitoz
boliinmenin erken sathalarinda sentromer ile iliskili anafaz evresinde ig ipligi
merkezinde ve sitokinez sirasinda kontraktil halkanin oldugu hiicre kortesinde
bulunmaktadir (Carmena, M. ve Earnshaw, W.C., 2003). AURKB, ge¢ S evresinden
G2 evresinde kadar H3 fosforillenmesinden sorumlu, kromozomal ayrilma, sitokinez,
sentrozomdaki dogru protein yerlesimi, dogru mikrotiibiil kinetokor baglantis1 ve
mitotik kontrol noktalarmin regiilasyonundan sorumlu olan kromozomal tasiyict

(passenger) protein kodlayan bir gendir (Dar, A.A. ve digerleri, 2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carmena%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23175282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giet%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15866028
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AURKB, i¢ sentromer proteini (Inner centromere protein, INCEP) ve
Survivin’le bir kompleks olusturmakta ve bu kompleks ‘kromozomal tasiyici protein’
olarak isimlendirilmektedir. Tasiyict protein kompleksinin  (INCEP/Aurora
B/Survivin) delesyon veya inhibisyonu sonucunda yapilan fenotipik analizde, Aurora
B ve Survivin proteinlerinin mitotik kontrol noktalarinda roliiniin yaninda CENP-A
eksikliginde goriilen hatalara benzer; major ayrilmama hatalariin gorildigi
bildirilmistir. Mitoz boyunca CENP-A fosforilasyonunun saglanmasinda gorev
aldigindan CENP-A biitiinliigiiniin korunmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir

(Zeitlin, S.G. ve digerleri, 2001).

Kinetokor

(@ (®) AuroraKinaz Lokalizasyonu

AurA

AurB

AURKA AURKB

Mitotik Giris Kromozom Bioryantasyonu

Kromozom Ayrilmast Kardes Kromatid Kohezyonu

Kromozom Olgunlagmast  Sitokinez

Kromozom Hizalanmast  Ip ipligi Toplanma Kontrol Noktast AurA
Aurora Ak Aurorz B! Aunrora AR Aurora B! DAPI

AurB

Sekil 2.6. Aurora kinaz fonksiyonlari.

AURKA ve AURKA B’nin fonskiyonlari. AURKA ve AURKB eksikliginde ig
ipliklerinde gozlenen dengesizliklerin mikroskop goriintileri. (b) AURKA ve
AURKB’nin insan Hela hiicrelerindeki sentrozomal ve sentromerik lokalizasyonu

(Hochegger, H. ve digerleri, 2013).
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2.6 Topoizomeraz

Transkripsiyon ve replikasyon sirasinda goriilen topolojik problemler (pozitif
siiper sarmal vb.) DNA iizerinde stres yaratmakla birlikte DNA ipliklerinin
onarilmasi1 gerekmektedir (Wang, J.C., 1996; Burden, D.A. ve digerleri, 1998).

DNA Topoizomerazlar DNA’da gegici kiriklar meydana getirerek niikleotit
sekansiyla belirlenmis olan birincil yapiyr degistirmeksizin DNA topolojisini
modifiye edebilen ve DNA iplik karisiklariin ortadan kaldirilmasini saglayan
korunmus enzimlerdir (Watt, P. M. ve Hickson, D. I.., 1994; Gupta, M. ve digerleri,
1995; Pommier, Y. ve digerleri, 1998; Wang, X. ve digerleri, 1998).

DNA ve RNA polimerazlar gibi enzimlerin islevini kolaylastirmak amaciyla
replikasyon, transkripsiyon (6zellikle Topoizomeraz 1), translasyon ve homolog
rekombinasyonda goérev almaktadir (Sternglanz, R. ve digerleri, 1981; Wang, J.C.,
1985; Austin, C.A. ve Fisher, L.M., 1990). Bunun yaninda Topoizomeraz 2,
kromatin kondensasyonu, yavru DNA sarmalinin ayrilmasi/kesilmesi ve mitoz
boliinme boyunca anafaz ayrilmasinin dogru bir sekilde gerceklesmesinde rol
almaktadir (Sekil 2.7).

DNA Topoizomerazlar katalitik aktivitelerine gore siniflandirilmaktadir. Tip
1 DNA Topoizomerazlar (E.coli DNA Topoizomeraz 1 ve dkaryotik Topoizomeraz
1), ATP’ye gereksinim duymadan gegici olarak DNA tek zincirinde Kkirik
olusturmakta ve  DNA’nin gevseme haline doniisiimiinii katalizlemektedir. Tip 2
DNA Topoizomerazlar (E.coli DNA giraz ve okaryotik DNA Topoizomeraz 2),
ATP-bagimli gegici bir ¢ift zincirli DNA kirig1r olusturarak DNA’da olusan 32
topolojik stresin azalmasii katalizlemekte ve diger dubleksin ipligin gegisi i¢in
DNA-bagli protein kapisi olusturmaktadir (Downes, C.S. ve digerleri, 1991; Chen,
AY. ve Liu L. F., 1994; Watt, P.M. ve Hickson, D.l., 1994). Tip 1 ve Tip 2
Topoizomerazlarin her ikisi de DNA molekiiliinii rahatlatici etkiye sahipken, Tip 2
Topoizomeraz i¢ ige gegmis DNA molekiillerini ag¢ilmasini sagladigindan kardes
kromozomlarin ayrilmasi ve replikasyonda biiylik 6nem tasimaktadir (Kis, E. ve
Laemmli, UK ve digerleri, 1992). I¢ ice gegcmis DNA molekiilleri hiicre béliinmesi
sirasinda ayrilma hatalarina ve sonucunda hiicre dliimiine neden oldugundan DNA

stipersarmalinin diizenlenmesi gerekmektedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Downes%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7984241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=K%26%23x000e4%3Bs%20E%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laemmli%20UK%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Laemmli%20UK%5Bauth%5D
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Sekil 2.7. DNA Topoizomeraz 2 Fonksiyonlari.

DNA Topoizomeraz 2 cift iplikte kirikliklar meydana getirerek DNA siiper heliks
karigikliklarinin  ¢6ziilmesinde ve replike olan DNA’nin ayrilmasi/kesilmesinde

(dekatenasyonunda) rol oynamaktadir (Maxwell, A. ve Gellert, M., 1986).

2.6.1 Topoizomeraz Simflandirilmasi

Topoizomerazin, insanlarda ve yiiksek Okaryotik organizmalarda 3 grubu
tanimlanmistir. Birinci grup, Topoizomeraz 1 ve 1B’y1 (mitokondrial DNA
Topoizomeraz) igerirken ikinci grup, Topoizomeraz 2 enzimleri olan Topoizomeraz
2 o ve B, Uciincii grup, tip 1A enzimleri olan III o ve III B igermektedir.
Topoizomeraz 4, bakteriyal tip 2 Topoizomeraz olarak tanimlanmistir. Ayni zamanda
Topoizomeraz 5, prokaryot Topoizomeraz 1’in karsilig1 olarak tanimlanmistir (Kato,
J. ve digerleri, 1990; Slesarev, I.A. ve digerleri, 1993; Lodge, A.J. ve digerleri,
2000). Farkl1 organizmalardaki Topoizomeraz siniflar1 ve fonksiyonlar1 Tablo 2.2°de

gosterilmistir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maxwell%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3026152
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gellert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3026152
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Tablo 2.2. Farkli Organizmalarda Topoizomeraz Sinifi ve Fonksiyonlar: (Maxwell

A., 2005).

Isim Smif | Organizma Fonksiyon

Topoizomeraz 1 (W) 1 E.coli Negatif siliper sarmal DNA
gevsemesi

Topoizomeraz 3 1 E.coli Plasmid ayrilmasi ve
kromozom kararliginin
saglanmasi

DNA giraz 2 E.coli Kromozom replikasyonu ve
ayrilmasi gerekli
Negatif  siiper sarmalin
tanitilmasi

DNA Topoizomeraz 4 2 E.coli Kromozom ayrilmasi ve hiicre
boliinmesi i¢in gerekli

Revers Giraz 1 Termofilik Pozitif stipersarmal

bakteriler tanitilmasi

Topoizomeraz | 1 S. cerevisia Pozitif ve negatif siiper
sarmal DNA gevsetmesi

Topoizomeraz 2 2 S. cerevisia Kromozom ayrilmasinda
gerekli

Topoizomeraz 3 1 S. cerevisia Rekombinasyon

Topoizomeraz 1 1 Insan Negatif ve pozitif siiper
sarmal DNA gevsetmesi

Topoizomeraz 2 o 2 Insan Fonksiyonu  bilinmemekte.
Stiper sarmal aktivitesine
sahip degil

Topoizomeraz 2 2 Insan Fonskiyonu  bilinmemekte.
Stiper sarmal aktivitesine
sahip degil.

Ayni alt grup igersindeki Topoizomerazlar yapisal ve mekanik olarak ayni
ozellikleri tagimaktadir. Tip 1 B enzimleri 6karyot, arkea ve bakterilerin ¢ogunda
gozlenmesin ragmen E.coli ve diger birkag bakteride gozlenmemektedir. Yapilan
caligmalar canlilarda minimum Topoizomeraz ihtiyacinin ToplA ve Top 2 enzimleri
oldugunu gostermesine ragmen laboratuvar kosullarinda sadece tip 2 enzime sahip
canlilarin hayatta kaldig1 goézlenmistir (Wang, J.C., 2002). Cok hiicreli
organizmalarda, farkli gelisim safhalar1 ve farkli organlara gore DNA Topoizomeraz

sayis1 degismektedir.
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DNA Topoizomeraz 1°in inaktivasyonu 4-16 hiicre safthasinda embriyonik
6liime, Topoizomeraz 2 B inaktivasyonun da oliimlere neden oldugu gozlenmistir.
DNA Topoizomeraz 3 a’nin inaktivasyonu sonucunda implantasyondan kisa bir siire
sonra embriyonik Oliim gergeklestigi, DNA Topoizomeraz 3 [ inaktivasyonu
sonucunda ise embriyonik ve neonatal anomali gzlenmemesine ragmen ortalama
hayat siiresinin kisaldig1 goriilmistiir (Wang, J. C., 2002). Topoizomeraz 3 o Ve 3
genomik kararsizlikla iliskili olan Bloom, Werner ve Rothmund-Thomson
sendromlarinin patojeneziyle iliskili oldugu bildirilmektedir (Kwan, K.Y. ve
digerleri, 2001; Raynard, S. ve digerleri, 2006).

2.6.2 Topoizomeraz 1

Tip 1 enzimler, 20g12- 13.2°de lokalize olmakta ve 4kb mRNA'’ya spesifik,
91 kDa agirliginda 765 amino asit i¢eren katalitik 6zellikleri bakimindan maya tip 1
enzime benzeyen monomerik polipeptidlerdir (Holm, C. ve digerleri, 1985). insan
DNA Topoizomeraz 1 enzimi, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda baglama ve
uzama evresinin rol oynamasinin yaninda translasyon, rekombinasyon, DNA onarimi1

ve kromozom kodensasyonu gibi hiicresel olaylarda rol oynamaktadir.
2.6.3 Topoizomeraz 1 Fonksiyonu

Topoizomeraz 1, DNA’nin tek ipliginde DNAaz aktivitesi ile gecici olarak
tek zincirde DNA kirik olusturarak herhangi bir enerji gerektirmeden pozitif ve
negatif stiper kiviimli DNA’nin gevsemis forma doniistimiinii katalizlemektedir.
Ayrica DNA ipliginin tek ipliginden kiriklar olusturarak ikinci ipligin gegisine izin
vermektedir. Topoizomeraz 1, pozitif siiper sarmallar ve hareketli RNA polimerazin
sarinimlart sonucunda olusan gerginligi rahatlatmak amaciyla dondiirme islemi
yapmaktadir (Gouveris, P. ve digerleri, 2011).

Enzimin aktif bolgesinde bulunan aktif tirozin bdlgesinin (Tyr-723) hidrofilik
grubu, iki DNA ipligi arasindaki fosfodiester baglarina niikleofilik saldiri
gerceklestirerek kirik ipligin 3'ucuna bagl kalir ve gecici bir kovalent kompleks
olusturmaktadir. Boylece kirik ipligin 5’ucu serbest kalir ve DNA molekiilii
dokunulmamis iplik etrafinda donebilir. Bu doniis, yukarida belirtilen pozitif ve

negatif liste sarimlar1 gevsemesine de yol agar (Lodish, H., 2000).
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2.6.4 Topoizomeraz 2

Topoizomeraz 2, kromozom kodensasyonunda, DNA siiper heliksin
¢Oziilmesinde ve morfolojik olarak farkli interfaz kromozomlarinin toplanmasinda
esansiyel gorev almasinin yaninda (Gellert, M., 1981; Wang, J.C., 1985 ; Uemura, T.
ve digerleri., 1986; Coelho, A.P. ve digerleri, 2006) hiicre boliinmesi sirasinda
kromozom ayrilmasinin hatasiz gergeklesmesinde rol oynamaktadir (Rattner, B.J. ve
digerleri, 1996).

Topoizomeraz 2, ~160-180 kDa molekiler agirliginda o6karyotlarda
homodimerik yapidadir (Miller, K.G. ve digerleri, 1981; Burden, D.A. ve Osheroff,
N., 1998). Topoizomeraz 1’den farkli olarak Topoizomeraz 2, birine ¢ok yakin iki
izoforma sahiptir. Izomerler (top 2 o ve top 2 B) amino asit sekanslari bakimindan
homoloji (%70) gostermesine ragmen farkli kromozomlarda (insanlarda kromozom
17 ve 3) bulunan genler tarafindan kodlanmaktadir (Jenkins, J.R., 1992; Austin,
C.A.ve Marsh, K.L., 1998; Capranico, G. ve Binaschi, M., 1998).

Prokaryot enzimler, bakteriyal DNA giraz ve DNA Top 4 A;B, tetramer
yapidadir. Topoizomeraz 2, bakteriyal enzim, DNA giraz ve Top 4 ile benzer
sekans ve organizasyona sahip olup Tip 2A Topoizomeraz siiper ailesini
olusturmaktadir (Lynn, R. ve digerleri, 1986; Peng, H. ve Marians, L.J., 1993;
Berger, J. M., 1996).

Okaryot TOP 2’de her bir alt {initede 3 katalitik bdlge icermektedir. 1-600
amino asit iceren N-terminal bolgesi bakteriyal DNA giraz enziminin B altbirimi ile
homolog olup ATP-baglanma sekanslarini icermektedir. Merkez bolgesi 660-1200
amino asitten olugsmakta ve DNA giraz enziminin A alt birimi ile homolog olup
tirozin birimlerini icermektedir. C-terminal bolgesi DNA giraz enzimi ile homoloji
gostermemektedir (Corbett, A. H. ve digerleri, 1993; Berger, J. M., 1996; Wang, J.
C. ,1996; Burden, D. A. ve Osheroff, N., 1998).

DNA ipliklerinin TOP 2 yolu ile ayrilmasi sirasinda, DNA'min fosfodiester
omurgasina saldir1 gergeklesmekte ve fosfotirozin bagi olusturmak tizere aktive olan
bir tirozin kullanilmaktadir. TOP 2 aktivitesi igin, aktif tirozin bolgesi ve TOPRIM
etki de dahil olmak iizere, diger birimler arasindaki bir isbirligini gerekmektedir
(Burden, D.A. ve Osheroff, N., 1998). Topoizomeraz 2 aktivitesi fosforilasyon gibi

post-transkripsiyonel modifikasyonlarla diizenlenmektedir (Nitiss, J. L., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marsh%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9631649
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Binaschi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9748568
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2.6.5 Topoizomeraz 2 Fonksiyonlar::

Topoizomeraz 2, hiicre boliinme sirasinda kromozom yapisi ve ayrilmasinda
bircok onemli fonksiyona sahiptir. Ayrica TOP 2, transkripsiyon aktivasyonu ve
replike olan DNA’nin dekatenasyonunda rol oynamasina ragmen replikasyon i¢in
gerekli olmadigi bildirilmektedir (Holm, C. ve digerleri, 1985; Gasser, S.M. ve
digerleri, 1986; Gimenez- Albian, J. F. ve digerleri, 2000; Nitiss, J.L., 2009). Ancak
TOP 2 replikasyon i¢in gerekli olmamasma ragmen inhibe edildigi durumlarda
replikasyonun gergeklestigi ancak replikasyon catalinda pozitif siiper sarmal DNA
birikiminin goriildiigii bildirilmistir. TOP 2 enziminin aktivitesinin gozlenmedigi
durumlarda hiicrelerin DNA replikasyonunu tamamladigi ancak daha sonra mitoz
boliinmeye girdiginde 6ldiigi bildirilmistir (Holm, C. ve digerleri, 1985).

TOP 2 enzimleri bir¢ok organizmada ve hiicre tipinde kromozom
kodensasyonunu diizenlemektedir (Nitiss, J.L., 2009). Yapilan g¢alismalarda
kromozom kodensasyonu sonrasinda TOP 2 enziminin engellenmesi durumunda
hiicrelerin metafaz evresinde duraksatildigi ve kromozom ayrilmasinda hatalarin
gorildiigi bildirilmistir (Tablo 2.3).

Rose ve digerleri, 1990 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TOP 2’nin mayoz 1
sirasinda rekombinant kromozom ayrilmasinda gerekli oldugunu ve inhibe edildigi
durumlarda hiicrenin mayoz 1 profaz evresinde duraksatildigini géstermistir (Rose,
D. ve digerleri, 1990). TOP 2 eksikliginde kromozom kollarinda anormal
lokalizasyon ve amfitelik kinetokor baglanmasinda hatalar, kiigiik kromozom (kollar1
250 kb) uglar1 basit sokiilme yoluyla ¢oziilebilmektedir (Spell, R.M. ve Holm, C.,
1994).

Topoizomeraz 2’nin transkripsiyona etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda TOP
2 aktivitesinin olmadigi durumlarda polimeraz 1 enziminin etkilendigi ve rRNA
transkripsiyonun azaldigi gézlenmistir (Brill, S.J. ve Sternglanz, R., 1988; Schultz,
M. C. ve digerleri, 1992). TOP 2 tarafindan dekatenasyon (ayrilma/kesilme) veya
kromozom kodesansyonunun tamamlanmadigi durumlarda TOP 2‘yi inhibe eden
maddelerin DNA’da hasar olusturdugu ve DNA hasar kontrol noktalari nedeniyle
hiicre dongiisiiniin duraklatabildigi ileri siiriilmistiir (Downes, C.S. ve digerleri,
1991, Clifford, B. ve digerleri, 2003).
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Bunun yaninda Lyu ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada TOP 2 f’nin noral
gelisimde rol oynadigini1 gostermesinin yaninda (Lyu, Y.L. ve digerleri, 2006) TOP
2’ nin proliferatif hiicrelerde 6nemli oldugu ve anti-kanser ajanlarinin hedefi oldugu
bildirilmektedir (Nitiss, J.L., 2009). Topoizomeraz 2 miktar1 azalmasi sonucunda
Aurora kinazlarin lokalizasyonununda anormali gozlenmistir (Coelho, A. P. ve
digerleri, 2006).

Tablo 2.3. Topoizomeraz 2 Hiicre Boliinmesindeki Rolii.

(Holm, C. ve digerleri, 1985; Clarke, D. J. ve digerleri, 1993; Watt, P. M. ve
Hickson, D. 1., 1994; Sumner, A.T., 1995;).

TOP 2 Fonskiyonlari TOP 2 eksikliginde Gozlenen Olaylar

Mitoz

Anormal mitoz,Hiicre 6limi
Kromozom Ayrilmasi

Kromozom Hiicrelerin Pre- kondanse kromatid halinde
Kodensasyonu tutuklanmasi

Mayoz Mayoz 1’ de tutuklanma (canlilik korunur )
Replikasyon Replikasyon  engellenmez  ancak  katenat

dimerlerinin birikimi

Rekombinasyonun rDNA’ nin agir1 rekombinasyonu
Baskilanmasi

2.7 Metilasyon

DNA metilasyonu, genomik DNA’ nin %3-5’inde, CpG diniikleotidlerindeki
sitozin halkasinin 5. pozisyonundaki karbona metil grubunun (-CH3) eklenmesi ile
meydana gelen, geri doniistiiriilebilen kovalent kimyasal bir modifikasyondur
(Gopalakrishnan, S. ve digerleri, 2008).
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Promotor bolgede yer alan genlerdeki DNA metilasyonu; histon
diizenlenmesi, transkripsiyonel makine ve transkripsiyon faktorlerinin erisebilirligini
etkileyerek gen ifadesini etkilemekte ve gelisim sirasinda epigenetik kararlilig:
diizenlemektedir (Herman, G.J. ve digerleri, 1996; Klose, R.J. ve Bird, A.P., 2006).

Insan genomunda CpG diniikleotidince zengin, 122 kb uzunlugunda kisa
DNA bolgelerine CpG adaciklart denir. Bu adaciklar, genellikle tim normal
dokularda metile degildir ve genlerin 5’ucunda (promotor, ifade edilmeyen bolge-
UTR, ekzon-1) bulunmaktadirlar (Etseller, M. ve Herman, J., 2002). CpG adaciklar
ilk olarak, restriksiyon enzimi Hpall i¢in kesim bodlgesine sahip kisa genomik DNA
bolgeleri olarak tanimlanarak, “Hpall Tiny Fragment (HTF) adaciklar1” olarak
adlandirilmigtir. CpG adaciklar1 genomun yaklasik olarak %2’sini olusturmakta ve
%60-70 oraninda guanin ve sitozince (GC) zengin dizilere sahiptir (Clark, S.J. ve
Melki, J., 2002). Normal insan doku DNA’sinda 5- metilsitozinin orani; HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) ve HCPE (High Performance Capillary
Electrophoresis) ile yapilan dl¢iimlerde %0.75- 1 olarak bildirilmektedir (Etseller, M.
ve Herman, J., 2002).

CpG adaciklari, “housekeeping” genleri olarak bilinen temel genlerde,
dokuya 0zgli genlerin 5’promotor bdlgelerinde ve ayrica bazi genlerin 1.
ekzonlarinda bulunmaktadir. insan genomunda bu sekilde tanimlanmis 45.000 CpG
adacigr bulunmaktadir. Normal sartlarda CpG adaciklari; isaretlenmis (imprint)
genler, kadinlarda X kromozom genleri, esey hiicrelerine 6zgii genler ve dokuya
Ozgii genler olmak tizere 4 durumda metile durumda bulunmaktadir (Clark, S. J. ve
Melki, J., 2002).

DNA metiltransferaz (DNMIs), CpG dinukleotidlerini (CpG adaciklarini)
substrat olarak kullanarak DNA metilasyonunu katalizlemekte ve histon deasetilaz
(HDACS), histon metiltransferaz (SUV (39) H1/ 2 ve EZH2) gibi histon diizenleyici
enzimlerle iliski i¢inde bulunmaktadir (Momparler, R.L. ve Bovenzi, V.J., 2000;
Gopalakrishnan, S. ve digerleri, 2008). DNA metiltransferaz, transkripsiyonel
inaktivasyon, promotor metilasyonu ile diizenleyerek embiyonik gelisim boyunca
hiicre farklilagmasinda rol oynamasinin yaninda genomik imprinting, X
inaktivasyonu ve proliferasyonda rol oynamaktadir (Gopalakrishnan, S. ve digerleri,
2008; Li, Y. ve Tollefsbol, O.T., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Momparler%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10737890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bovenzi%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10737890
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gopalakrishnan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18778722
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DNA metilasyonunda gozlenen abnormal durumlarin DNA kararsizligi ve
kanser gibi hastaliklarin gelisiminde etkili oldugu bildirilmektedir. Birgok
sessizlestirilmis gen plasental gelismesinde ¢ok onemlidir ve sik¢a plasental ve fetal
biiyiime diizenlenmesinde rol oynamaktadir. DNA metilasyonu plasentada farkli
miktarda olmaktadir (Hanna, C.W. ve digerleri, 2013). Ayrica, memeli genomunun
blyiikk bolimii bu yolla isaretlenir (imprint) ve DNA metilasyonu siklikla
heterokromatin bolgelerde goriliir.

Metilasyon durumunun hiicre tipine 6zgiilliigli, farkli malignensiler arasinda
siklikla goriilmektedir. Losemide, CpG adaciklarindaki sitozinlerde metilasyon
artiglar;; hipermetilasyon ve hiicre tipi 0Ozgiilliiglinden kaynaklanmaktadir.
Hipermetilasyonla gerceklesen sessizlesme; DNA tamiri (hMLH1, BRCAL,
MGMT), hiicre dongiisii ve apoptoz (DAPK, APAF-1) gibi hiicresel iletisimdeki
tim yolaklar etkiler (Clark, S.J. ve Melki, J., 2002). Sentromerik H3K4me2, uzun
siirekli kinetokor kararliligi icin gereklidir ayrica H3K4me2 eksikligi yeni
sentezlenen CENP- A birikmesinde sorunlara neden olmustur (Bergmann, J .H. ve
digerleri, 2011). Histon modifikasyonlar1 aktif veya bastirllmis kromatin
gostergesidir ve ’Histon kodu’ hipotezine gore spesifik histon modifikasyon
kombinasyonlar1 kromatin diizenlemesi i¢in karmagsik islevsel bir hiyerarsi
olusturmaktadir.

CpG dinukleotitlerindeki metile olmamis olan sitozin urasile donerken, metile
olmus sitozin bu degisikliklerden korunmaktadir (Sekil 2.8). Metillenmis DNA ve
metile olmayan DNA’nin primer dizayninda, bisiilfit modifikasyonundan
kaynaklanan dizi farkliliklarindan yararlanilmaktadir. Primer dizayn sirasinda bisulfit
modifikasyonundan sonra sadece metile olmamis DNA amplifiye edilirken timidin

sitozine doniigiir ve 3’ucunda yer alir (Smith, E. ve digerleri, 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hanna%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23583422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melki%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12154400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bergmann%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21157429
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Orjinal DNA Ipligi

Bisulfit Donlstimu

PCR
Amplifikasyonu

Jel
Elektroforezi

Sekil 2.8. Metilasyon Spesifik PZR Hazirlik ve Calisma Asamalart.

Metile olmus ve metile olmayan CpG dinukleotitlerinin saptanmasinda
bisiilfit doniisiimii  kullanilmaktadir. Bisiilfit doniisiimii sonunda metile
olmayan tiim sitozinler urasile doniigiirken metile sitozin, sitozin olarak
kalmaktadir. Daha sonra PZR amplikasyonu ve Jel elektroforezi teknikleri
kullanilarak  metile, metile olmayan kontrol grublari ve iriinler jele

yiiklenerek karsilagtirilir ve degerlendirme yapilmaktadir.

2.8 Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Sitogenetik ve molekiiler genetik tekniklerini bir araya getiren teknolojiye
molekiiler sitogenetik denilmektedir. FISH yontemi; kolay uygulanabilir, duyarlilig
ve giivenilirliginin yiiksek, diger molekiiler DNA hibridizasyon yontemlerine gore
yiiksek rezoliisyon giicli ve mozaisizm tanisi gibi avantajlarinin olmasi nedeni ile

genis bir uygulama alan1 bulmustur.

Sitogenetikte rutin Giemsa/ Tripsin (GTG) bantlama tekniginde > 4Mb, HRB
(2000 band diizeyinde) tekniginde de>2 Mb ye kadar olan diizensizlikler saptanirken,
FISH teknigi ile 1-3 Mb arasinda olan yapisal diizensizlik saptanabilmektedir.
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In Situ Hibridizasyon (FISH), kiiltiire ihtiya¢ duyulmadan, oligonukleotid
problar1 kullanilarak isaretlenmis Orneklerin floresan mikroskobunda analiz
edilmesini saglamaktadir. FISH teknigi, hiicre fiksasyonu, prob hibridizasyonu ve
son olarakta ilgili bolgenin  floresan  mikroskobunda  goriintiilenmesine
dayanmaktadir (Amann, R. ve Fuch, M. B., 2008). Prob; genetik materyale (DNA
veya RNA) komplementer, radyoaktif veya nonradyoaktif (gliniimiizde floresan)

madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir.

Molekiiler sitogenetik metodlar (CGH, ISH, FISH) Kklasik sitogenetik
yontemlerle tanimlanamayan kromozonal yeniden diizenlemeler, marker kromozom
ve kromozomal mikrodelesyonlar ve kriptik kiriklar: saptayabilmektedir. Bu nedenle
FISH, genetik anomalilerin tespit edilmesinde kullanildigindan genetik hastalik
teshisinde 6nem arz etmektedir (Bishop Ryan, 2010). Kromozom artig1 veya azalisi
gibi sayisal dengesizlikler 16semi, lenfoma ve tiimorlerde tanimlanmistir. Dogru
klinik tanida ve tedavinin baslatilmasinda, belirli bir kromozom bdlgesi veya gende
dengesizlik olup olmadigini bilmek 6nem tagimaktadir ve bircok olguda FISH veya
diger molekiiler calismalar olmadan bu kromozomal dengesizliklerin belirlenmesinin

imkan1 bulunmamaktadir.

Bunun yaninda p-53 ve p-21 gibi tiimor baskilayici genlerin delesyonu, N-
myc, C-myc ve HER-2/neu gibi onkogenlerin amplifikasyonlarinin tespit
edilmesinde FISH yontemi kullanilmaktadir (Fan, Yao-Shan, 2003).

Nedeni agiklanamayan zeka geriligi ya da gelisim yetersizligi olan hastalar
subtelomerik problar ile FISH yontemiyle incelenmistir. Yapilan ¢aligmada, zeka
geriligi gozlenen hastalarda subtelomerik dengesizliklerinden %7.4 oldugunu
gosterirken (Knight, S. J. ve digerleri, 1999) FISH tekniginden kullanilan
subtelomerik problar agiklanamayan zeki geriligi ve gelisim hatalarinin kesin tani

icin bir arag olarak kabul edilmistir (Fan, Yao-Shan., 2003).
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Canli dogum hatalarinin %95’inde 13, 18, 21, X, Y kromozom anoploidileri
goriilmekte ve interfaz FISH teknigi, kiiltiire edilmemis amniyon hiicrelerinde bu
anoploidileri tespit ederek prenatal tanida kullanilmaktadir (Klinger, K. ve digerleri,
1992). Yapilan g¢alismalar kromozomal mozaizmin insan gelisimini etkiledigini
gosterirken FISH, CGH ve diger molekiiler teknikler, erken embriyonik / fetal
gelisimde kromozom mosaizmin biyolojik ve klinik Oneminin arastirilmasini
kolaylastirmistir (Lomax, B. ve digerleri, 1994; Lestou, V.S. ve digerleri, 1999;
Kalousek, D.K., 2000).
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1 GEREC
3.1.1 Calisma Grubu

Calismamizda 19.01.2011 ve 28.04.2015 tarihleri arasinda Yakin Dogu
Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Polikligine direkt bagvuran
olgular ile dis merkezlerden Tibbi Genetik Laboratuvarina test edilmek amaciyla
yonlendirilen toplam 47 diisiik materyali ve Yakin Dogu Universitesi Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kligini veya dis merkezlerden amniyosentez islemi
uygulanarak Yakin Dogu Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuvarina

gonderilen 85 amniyon materyali kontrol grubu olarak ¢alismaya katilmistir.

3.1.2 Materyal Alim

Yakin Dogu Universitesi Hastanesi Kadm Hastaliklari ve Dogum
Polikliginden veya dis merkezden genetik laboratuvarina yonlendirilen diisiik
materyali, uygun transport besiyeri ve oda sicakliginda (25° C) en kisa siirede (2 saat
icerisinde) laboratuvara ulastirilmistir. Eger transport islemi 24 saatten uzun

siirecekse numunenin +4°C’de saklanmasi saglanmustir.

Calismamizda kontrol amagh kullanilan amniyon ornekleri 2 ayr1 contasiz
enjentdr igerisine almmustir. Oncelikle 2-3 ml amniyon sivist (maternal
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla) ayri bir enjektor igerisine ve daha sonra yaklagik
15-20 ml steril enjektor igerisinde alinarak uygun tasima kosullarinda en kisa siirede
laboratuvara getirilmis; bekletilmeden steril bir ortamda ekim ve DNA izolasyonu

islemine gecilmistir.

Calismaya dahil edilecek olgular bilgilendirilmis ve ¢alismayla ilgili detayh

aciklama igeren onam formu imzalatilmistir (Ek. 7.1).
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Calisma grubu ve kontrol grubu oOrneklerine kromozom analizi amaciyla
hiicre kiiltiirti ve bantlama, CENP-A metilasyon analizi i¢in DNA izolasyonu, bisiilfit
modifikasyonu, metilasyon spesifik PZR ve AURKA ve TOP2 gen amplifikasyonu

analizi i¢in FISH yontemi uygulanmstir.

Yapilan calismalarda kontaminasyonun en aza indirilmesi amaciyla tiim
calisma, %70'lik alkol ile temizlenmis ve ultraviyole (UV) ile steril edilmis laminer
kabin igerisinde yapilmisttr. DNA hazirligi i¢in kullanilan biitiin ¢ozeltiler,
otoklavlanmis su ile hazirlanmis, olast DNA aerosol kontaminasyonunu azaltmak
icin her ¢alismadan Once ¢alisma alanma ultraviyole (UV) sterilizasyonu

uygulanmstir.
3.1.3 Kullanmilan Gerecler

Calismamizda sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik

yontemlerde kullanilan gerecler asagida verilmistir:

Hassas terazi , mikropipet takimi ve uglart (1-10-100-1000 nl) , 37°C CO;,
etiiv (Sanyo CO, incubator), otoklav (niive steamart OT40L), buzdolabi +4°C
(Sanyo medicool), derin dondurucu -20°C (Sanyo bio-medical freezer), santrifuj
(Thermo Haraeus multifuge 3SR+), vorteks (velp scientica 2X3), 1s1 blogu, pH metre,
mikrodalga firin, jel goriintiileme sistemi (UV star biometra 312nm), Polimeraz
Zincir Reaksiyon cihazi (veriti 96 well thermal cycler), Zeiss Imager M2 AX10,
sicak su banyosu (Niive BM201) , 25 ml flask, Steril Plastik pipet,15°lik falcon ,steril
enjektor (5ml-10mi-25 ml), Ependorf Tipt (1,5 ml lik), PZR tiipleri, 37°C etiiv,
kapakli santrifuj tiipleri (1.5 ml), elektroforez aleti (Bio-rad Power Pac TM, Basic,
300 V), lam (Thermo Scientific, Microscope slides 76X26 mm), lamel (24x60,
Hounisen 12x12), nanodrop UVS-99 device (ACT gene, USA), Leica DM IL LED
invert mikroskop, karigtirict (IkoRot bacis), hassas tartt (Shimadzu ELB) ve laminer

kabin (Thermo Scientific maxisafe 2020) kullanilmustir.
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3.1.4 Kullanmilan Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler Yakin Dogu Universitesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali laboratuvarinda hazirlanmistir. Cozeltilerin  hazirlanis1  asagida

belirtildigi gibidir:

GuRR Buffer: 0,235 gr Nap;HPOy, 0,235 gr NaH,PO, 250 ml distile su igerisine

hazirlanip pH 6.8°e ayarlanir.

% 5 Ba (OH),: 500 ml distile su igerisine 11,04 gr Ba(OH); eklenerek hazirlanir.

0,2 N HCL :1 L distile su igerisine 16,6 mL HCI eklenerek hazirlanir.

20X SSC: 44,150 gr trisodyum dihidrat ve 87,600 gr sodyum klorid (NaCl), 500 ml

distile su icerisine eklenerek hazirlanir.

1XSSC: Hazirlanan 20XSSC’den 10 ml alinir 190 ml distile su igerine eklenerek

hazirlanir.

0,1XSSC: Hazirlanan 20X SCC’den 1 ml alinir 199 ml distile su igerine eklenerek

hazirlanir.

2XSSC: Hazirlanan 20XSSC’den 20 ml alinir 180 ml distile su igerisine eklenerek

hazirlanir.

Transport Tamponu: 100 ml RPMI igerisine 2 ml penisilin ve 2 ml L-glutamin

eklenerek hazirlanir.

Amniyon hiicre vikama tamponu: 100 ml RPMI, 2 ml penisilin, 2 ml L-glutamin

ve 20 ml fetal kalf eklenerek hazirlanir.

0,075 M Hipotonik: 250 ml distile su igerisine 1,398 gr KCI (MW 74.5513 g/mol)

tartilarak yapilmaktadir. Karistirict yardimiyla iyice karistirilmasi saglanir.

0,06 M Hipotonik: 250 ml distile su igerisine 1,118 gr KCI (MW 74.5513 g/mol)

tartilarak yapilir. Karistiric1 yardimiyla iyice karistirilmasi saglanir.

PBS (Phosphate-buffered saline) : 8 gr NaCl, 0,2 gr KCI, 1,15 gr Na,HPO, ve 0,2
gr KH2PO4 1 litre i¢inde ¢ozdiiriiliir. pH 7.4 olmalidir.
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10X Tris-Borat-EDTA (TBE): 100 gr Tris, 55 gr borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA

distile su i¢inde ¢o6ziildii, sodyum hidroksit ile pH’s1 8'e ayarland1 ve hazirlanan

tampon, otoklav kullanarak sterilize edildikten sonra, oda sicakliginda saklanda.

1X Tris-Borat-EDTA (TBE): 500 ml 1X TBE stok hazirlamak i¢in, 10X TBE'den

50 ml alinarak 450 ml distile su eklenerek seyreltildi ve hazirlanan ¢ozelti, otoklav

ile sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

0.5 M EDTA: 46,53 gr EDTA 250 ml distile su i¢inde ¢oziildii ve pH’s1 sodyum
hidroksit kullanilarak pH 8.0’e ayarland1 ve otoklav ile sterilize edildikten sonra, oda

sicakliginda saklandi.

Lizis soliisyonu: 10 mM Tris (Hydroxymethyl aminomethane), 1 mM EDTA, 150
mM NacCl ve 50ul %10Tuk SDS 11t distile su i¢inde ¢oziiliir.

Tamponun pH’s1t sodyum hidroksit kullanilarak 10.5’e¢ ayarlanmistir. Hazirlanan

tampon sterilize edilip +4 C’de muhafaza edilmistir.

Tris-EDTA (TE) tamponu: 100 mM Tris HCI (MW 157.56), 10 mM EDTA (MW
292.24) 500 ml distile su i¢inde ¢oziiliir, sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.4’e

ayarlanarak hazirlanir. Hazirlanan ¢6zelti oda 1s1sinda muhafaza edilmistir.

6 M NaCl: 87,66 gr NaCl (MW 58.4428 g/mol) 250 ml distile suda coziiliir.

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklanir.

%10 Sodium-Dodecyl-Sulfhate (SDS): 10 gr SDS, 100 ml distile su i¢inde ¢oziiliir,

sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.2’¢ ayarlanarak hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti

0.22 um filtreden gegcirilerek sterilize edilir ve oda 1sisinda muhafaza edilmistir.

BIOAME-1 Basal Medium (Cat. # 01-190-1B): 90 ml Bazal Medium, 10 ml

supplement (-20°C), 1 ml L- glutamin ve 1 ml penisilin- streptomisin eklenerek

hazirlanir.
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3.1.5 Kullanilan Problar

Vysis AURKA SpectrumGold FISH Probe Kit (Cat. # 05N93-020)

LSI TOP2/CEP17 Dual-color Probe (Vysis) (Cat. # 03N89-020)

3.1.6 Kullamlan Kitler
EpiTech Bisiilfit (48) modifikasyon kiti (Cat. # 59104)
EpiTech Control DNA, methylated (100) (Cat. # 59655)
EpiTech Control DNA, Unmethylated (100) (Cat. # 59665)
3.1.7 Oligonukleotidler

CENP-A promotor bolgesi i¢in sentezlenmis primerlerin agik dizisi asagidaki

gibi olup Intron Saglik Sti. tarafindan sentezlenmistir.

Tablo 3.1. CENP-A Promotor Bélgesi Igin Sentezlenen Primer Listesi.

Methylated

LeftM 5-TTTTTTGTTTTTTTATTATCGTCGT-3'
Methylated

Right M 5-TACTCGAACTACCGAATCCG-3'
Unmethylated

LeftU 5-TTTTTTGTTTTTTTATTATTGTTGT-3'
Unmethylated

Right U 5-ACTCCTACTCAAACTACCAAATCCA-3
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3.2 Yontem

Calisma grubu ve kontrol grubu olarak kullanilan diisiik ve amniyon
orneklerine Oncelikle kiiltiir ve karyotip analizi islemi ardindan hazirlanan
preparatlara AURKA ve TOP 2 lokuslarindaki amplifikasyonlar1 saptamak amaci ile
FISH yontemi uygulanmistir. Ayrica dérneklerden DNA izolasyonu sonucunda elde
edilen DNA’lar ile bistilfit modifikasyonu ve sonrasinda metilasyon spesifik PZR

teknigi ile metilasyon durumu analiz edilmistir.
3.2.1 Amniyon Hiicre Kiiltiirii

o Amniyosentez sonucunda steril enjektor igeresinde alinan yaklagik 15-20 ml
amniyon sivisi steril ortamda ve uygun oda kosullarinda 15ml’lik 3 ayr1 falkon tiipiine

boliindir.
o 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edilir. Elde edilen ¢okelti miktar1 not edilir.

o Santrifiij sonrasi siipernant atilir ve pellet pipetaj yapilip iyice homojenize
edildikten sonra 3 ml Bio-Amf (Cat. #01-190-1B) basal medium igeren flasklara ekilir.
Flasklar 37°C %5°1lik CO, etiivde inkube edilir.

. Hiicre boliinmeleri ve hiicre kaliteleri 1 giin ara ile kontrol edilerek yeterli sayida

hiicre mitoz evresinde gézlenmisse harvest islemine gecilir (yaklagik 15-20 giin).

Harvest:

o Hiicrelere colcemid (Biological Industries, colcemid solution (demecolcine)

(10ug/ml) eklenerek 3 saat 45 dakika metafaz evresinden bloklanmasi saglanir.
o 1300 rpm’ de 8 dk santrifiij edilir. Siipernatant atilir.

o Uzerine 0,075 M KCI hipotonik solusyonunda eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe

edilir.

o 30 dakika sonunda Carnoy’s fiksatif soliisyonu (3 metanol- 1 asetik asit) vorteks

tizerinde yavasca ve dikkatlice eklenir.
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. 1300 rpm’de 8 dk santrifiij edilir. Siipernatant atilir ve bu islem 3 kez uygulanir.
Bantlama;
o Daha sonra yayma ve Giemsa/Tripsin bantlama, C bantlama ve NOR bantlama

(Giemsa, C ve NOR) islemine gecilmektedir. Yapilan bantlamalar Liileci ve digerlerinin
‘Sitogenetik Uygulama Yontemleri’ adli kitabindan alinarak uygulanmustir (Liileci ve

digerleri, 1990, g bantlama s. 98-116, ¢ bantlama s. 20 ve nor bantlama s. 23-24).

3.2.2 Diisiik Materyali Kiiltiirii

. Uygun saklama ve sicaklik kosullarinda bulunan diisiik materyali 6rnekleri, daha

onceden steril edilmis kabin igerisine alinir.

o Steril bir petri i¢erisinde diseksiyon mikroskobu altinda bistiirii yardimu ile villusler
mekanik olarak pargalanarak 3 ml Bio-Amf (Cat. # 01-190-1B) igeren steril flask igerisine
ekilir.

o 37 °C‘lik etiivde inkiibasyona birakilir. Hiicreler kontrol edilerek mitoz evresinde

yeterli sayida hiicre saptandiginda harvest islemine gegilir.

Harvest:

o Hiicrelerin metafaz evresinde tutuklanmasini saglayan colcemid eklenerek 3 saat 45

dakika 37°C CO, etiiviinde inkiibe edilir.

o Siire sonunda 0,075M KCI hipotonik soliisyonu bir vorteks lizerinde yavas yavas

eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilir.

o 30 dakika sonunda Carnoy’s fiksatif soliisyonu (3 metanol- 1 asetik asit)

hazirlanarak vorteks tizerinde yavasca ve dikkatlice eklenir.

. 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir ve bu islem 3 kez

tekrarlanir.
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Bantlama;

o Daha sonra yayma ve Giemsa/Tripsin bantlama, C bantlama ve NOR bantlama
(Giemsa, C ve NOR) islemine gecilmektedir. Yapilan bantlamalar Liileli ve digerlerinin
‘Sitogenetik Uygulama Yontemleri’ adli kitabindan alinarak uygulanmustir (Liileci ve

digerleri, 1990, g bantlama s. 98-16, ¢ bantlama s. 20 ve nor bantlama s. 23-24)

3.2.3 Diisiik Materyalinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, Serakinci ve digerlerinin yayinladigi protokolii modifiye
edilerek ve asagida detaylar1 verildigi sekilde gerceklestirilmistir (Serakinci, N. ve
digerleri, 2004).

o Diseksiyon mikroskobu altinda ayiklanmis villuslar serumsuz soliisyonu
iceren 15 ml’lik falkon tiipler icine koyulur. Uzerine 5 ml lizis ¢dzeltisi ve 50pl

Proteinaz K (- 20°C) eklenir.

. Tiipler 37°C’lik etiive kaldirilir ve parcalar tamamen sindirilene kadar 10

dakika arayla vorteks yapilir.

. Vorteksleme isleminin ardindan iyi bir kopiik olusursa isleme devam edilir.
Eger olusmamigsa iizerine 5 pl daha Proteinaz K eklenerek vorteksleme islemine

devam edilir.

. Tamamen sindirilmis sivi 5 ependorfa paylastirtlir iizerine 330 pl NaCl

eklenir ve alt- iist edilir.

o Ependorflar 4°C*de 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

. Stipernantant yeni bir epenforfa aktarilarak 4°C’de 1300 rpm’de
santrifiijlenir.
. Biitiin ependorflarin siipernanti bir falkona toplanir ve iizerinde iki kat1 kadar

soguk %100°liik EtOH eklenir.

o Daha sonra presipite (¢6kelme) olmus DNA gozlenirse 4°C‘de 4500 rpm’de
15 dakika santrifiij edilir.
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. Stipernantant yeni bir falkona alinir ve pelletin tizerine 100 pl %70 EtOH

eklenir.
o 4°C*de 4500 rpm’de 15 dakika santriftij edilir. Tiipler kurumasi i¢in birakilir.

. Kuruyan tiiplere 500 ul TE soliisyonu eklenir ve ependorfa alinarak 6l¢iim

islemlerine gegilir.

3.2.4 Amniyon Orneklerinden DNA izolasyonu

Amniyon Ornekleri DNA izolasyonu, Serakinci ve digerlerinin yayinladigi

protokol modifiye edilerek uygulanmistir (Serakinci, N. ve digerleri., 2004).

o Laboratuvara gelen amniyon ornekleri 15 ml’lik falkonlara boliinerek 2000

rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.
. Stipernant atilir. Pellet 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine aktalir.

o 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir. Daha sonra supernant atilir iizerine 0.5

ml lizis soliisyonu ve 100 pl proteinaz K eklenerek 55°C’de 2 saat inkiibe edilir.

o Eger lizis islemi tamamlanmamissa Sul daha proteinaz K eklenerek inkiibe

edilmeye devam edilir.

o Eger lizis islemi tamamlanmigsa 1,5 ml‘lik ependorflara 165 pl 6M NaCl

eklenerek 15 saniye alt-iist edilir.
o +4°C°de 13000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilir.
o Pellet atilarak stipernant alinir. 1300 rpm’de 5 dakika +4°C’de santrifiij edilir.

. Daha sonra {izerine 2 kat1 kadar %100°liik alkol eklenerek 13000 rpm’de 5
dakika santrifij edilir.

. Stipernant atilir. Pellet tizerine 1000ul %70 etanol eklenerek tiipler kurumaya

birakalir.
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. Kuruma islemi ardindan {izerine 50-100 ul TE soliisyonu eklenerek olgiim

islemlerine gegilir.
3.2.5 DNA Konsantrasyonu

DNA izolasyonu sonrasi, elde edilen DNA oOrnekleri kalite ve biitiinliik
kontrolii amaciyla %2°‘lik agoroz jel -elektroforezinde 90V’da yiiriitiilerek
goriintiilenmis ve DNA konsantrasyonu nanodrop (UVS-99 device ACT gene, USA)
cihazinda 260 ve 280 nm’de Ol¢lim aliarak safligt OD 260 / 280 oran1 kullanilarak
nanogram cinsinden spektrofotometrede olgiilmiistiir.

DNA konsantrasyon yogunlugu 10 ng ve iizeri olan 6rnekler calismaya dahil
edilerek her bir PZR reaksiyonu i¢in maksimum 40 pl DNA o6rnegi bisilfit
modifikasyon yapilmak iizere -20°C*‘de saklanmustir.

3.3 FISH Analizi
3.3.1 Preparat Hazirlamasi

Calismamizda her bir hastadan 2 farkli preparat yayilmistir. FISH tekniginde
Rieder ve digerleri tarafindan gelistirilen protokol (Rieder H. ve digerleri, 1998)
modifiye edilerek uygulanmis ve Vysis TOP2/ Cepl7 ve Vysis AURKA Spectrum
Gold FISH Probu (Abbott Molecular) kullanilmstir.

3.3.2 Preparatlarin On Yikamasi ve Denaturasyonu

o Preparatlar %100, %70, % 50 ve %30’lik metanolde birer dakika tutulur.
o 70°C*de 2XSCC soliisyonunda 30 dk denaturasyona birakilir.

° Ardindan oda sicakligindaki %30, %50, %70, %100°liikk metanolde birer
dakika tutularak dehidratasyon islemi gergeklestirilir.

. Daha sonra problama islemine gegilir.
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3.3.3 Prob Denaturasyonu

Calismamizda kullanilan problar, fretici firmalar tarafindan Ongoriilen
denaturasyon prosediirii modifiye edilerek uygulanmistir. Vysis AURKA Spectrum
Gold FISH Probu ve Vysis TOP2/CEP17 problar1 70°C’de 8 dakika bekletilerek

denature edilmistir.
3.3.4 Hibridizasyon

Alkol serilerinden gegirelerek dehidre edilen preparatlar tizerinde prob, tiretici
firmalar1 tarafindan tavsiye edildigi sekilde ve miktarda eklenmistir. AURKA ve
TOP2/CEP17 problarindan 3 pl eklenerek iizeri 24X24 mm’lik lamel ile kapatilmig

ve 37°C’lik etiivde bir gece hibridizasyona birakilmistir.

3.3.5 Hibridizasyon Sonras1 Yikamalar

Spesifik olarak baglanmayan prob DNA’siin ortamdan uzaklastirilmasi ve
DNA’ya komplementer olan (%80-100) dizilerin hedef bolgede sabit hale getirilmesi
amaciyla hibridizasyon sonrasi yikamalar yapilmaktadir. Preparatlar oda sicakliginda
2XSSC soliisyonunda lamel diisene kadar hafif¢e ¢alkalanir. Ardindan 74°C’de
onceden 1sitilmis 1XSCC soliisyonunda 5 dk tutularak 2XSCCT soliisyonunda 5
dk bekletilir.

3.3.6 Goriintiilleme

Bu asamada prob ve niikleus DNA’siin hibridize oldugu bolgelerin goriiniir
hale getirilmesi amaglanmaktadir. DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), DNA’ da
A-T zengin bolgelere baglanarak hiicrenin kromatini dolayisiyla niikleusu goriiniir
hale getiren florensan boyasidir. Karanlik odada preparatlar tiizerinde 5 pl DAPI
(4,6—diamimo-2-phenylindole in 1,4-phenylenediamine glyserol) eklenerek lamelle
kapatilir ve analize hazir hale getirilmektedir. Preparatlar inceleme asamasina kadar

karanlik ve -20°C’de bekletilmektedir.
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3.3.7 Preparatlarin Mikroskopi Incelenmesi

Analiz i¢in hazir hale getirilen preparatlar, -20°C’den ¢ikartilarak  Zeiss
Imager M2 AX 10 floresan mikroskobunda uygun filtrelerde incelenmistir. Floresan
mikroskoba bagli sogutmali kamera ve goriintii analiz sistemi Isis (Applied Imaging)
aracilifiyla her olguya iliskin FISH analizi verileri incelenmis, fotograf ¢ekilmis ve

olgulara ait goriintiiler arsivlenmistir.
3.4 Degerlendirme

Diisiik materyali ve kontrol grubu olarak kullanilan amniyon 6rneklerine
AURKA ve TOP2/CEP17 FISH analizi yapilarak her olgu i¢in en az 200 hiicre ve en
az 20 metafaz degerlendirilerek amplifikasyon analiz edilmistir. Sinyal
degerlendirmeleri yapilirken birbirine ¢ok yakin sinyaller ve sinyal cap biiyiikligi
birbirinden farkli olan (iki kat1 ya da daha fazla) degerlendirmeye alinmamistir. FISH
pozitifligi degerlendirmesi Park H.S. ve digerlerinin., degerlendirdigi sekilde
yapilmustir (Park H.S. ve digerleri, 2008).

AURKA ve TOP2/ CEP 17 geni kopya artiglar1 iki grubta incelenmistir;

o 3-4 kopya sayis1 igeren hiicreler diisiik amplifiye,
. > 4 kopya igeren hiicreler yiiksek amplifiye olarak siniflandirilmistir.
. Degerlendirilen tiim  hiicrelerin  %5‘inden fazlasinda amplifikasyon

gozlendiginde amplifikasyon pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.5 Metilasyon Spesifik PZR

DNA izolasyonu sonrasinda restriksiyon enzimlerine gerek duymadan CpG
adaciklaridaki herhangi bir grubun metilasyon seviyesinin belirlenmesini saglayan
hizl1 ve etkili yontem olan metilasyon spesifik PZR ‘ye ge¢ilmistir.

Bu yontem i¢in DNA’nin bisiilfit ile modifikasyonu gereklidir. Bu
modifikasyon ile tim metile olmamis DNA’da sitozin urasile doniisiirken metile
DNA’da doniisiim gozlenmemekte ve spesifik primerler ile metile ve metile olmamis

DNA amplifikasyonu saglanmaktadir (Herman, G.J. ve digerleri, 1996).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herman%20JG%5Bauth%5D
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3.5.1 Bisiilfit Modifikasyonu

. Izole edilen DNA iiriinlerinin bisiilfit modifikasyon islemi igin EpiTech
Bistilfit Kit (48) (Qiagen) kullanilmustir.

o Modifiye edilecek DNA iiriinleri —20°C*den ¢ikartilarak ¢dziinmeye birakilir.
. Bisiilfit karisimi c¢ikartilarak her tiip (8 ornek modifiye etmek iizere
hazirlanan kit igerigi) igerisine 800 ul RNAase free su eklenir ve 5 dk vortekslenerek
karistirilir.

. Bisiilfit modifikasyon iglemi i¢in 6rnek DNA’lar ‘EpiTech Bisiilfite
Handbook’ kullanim klavuzunda belirtilen ‘Sodium Bisiilfite Conversion of
Unmethylated Cytosines in DNA from Low- Concentration Solutions’ protokolii

dogrultusunda asadaki sekilde hazirlanir:

DNA soliisyonu ( 1-500 ng)  Degisken ( maksimum 40 pl)

RNAase — free water Degisken
Bisulfite Mix 85 ul
DNA Protect Buffer 15 pl
Toplam 140 pl

Calismamizda Bisiilfit Modifikasyonu i¢in Thermal Cycle kosullar1 kullanim
klavuzunda belirtilen sekilde yapilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Bisiilfit Modifikasyonu i¢in Thermal Cycler Kosullari. EpiTech Bisiilfite
Handbook kullanim klavuzu, ‘Sodium Bisilfite Conversion of Unmethylated

Cytosines in DNA from Low- Concentration Solutions’.

Sicaklik ('C) Siire (Dk.)
Denaturasyon 95 5
Inkiibasyon 60 25
Denaturasyon 95 5
Inkiibasyon 60 85
Denaturasyon 95 5
Inkiibasyon 60 175

20 0

3.5.2 Bisiilfit Modifiye DNA’ nin Temizlenmesi:
. Bisiilfit reaksiyonun ardindan PZR tiiplerindeki iirlinler yikanarak temizlenme
asamalarina gecilmek iizere 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarilir.
o Uzerine 10 pg/ml tasiyici (carrier) RNA iceren 560 ul Buffer Bl eklenir.
Vortekslenir ve Epitech Spin kolonlara aktarilarak maksimum hizda 1 dk santrifiij
edilir.
o Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve fiizerine 500 ul Buffer BW
eklenerek maksimum hizda 1 dk santrifiij edilir.
o Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve tizerine 500 pl Buffer BD eklenerek
15 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakilir, ardindan maksimum hizda 1 dakika
santrifiij edilir.
o Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve iizerine 500 pl Buffer BW
eklenerek maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir, bu islem 2 kez tekrarlanir.
. Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve iizerine bir sey eklenmeden tekrar

santrifiij edilir.
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. Spin tiipleri temiz ependorf tiiplerine alinarak daha 6nce 56-60°C sicakliga
getirilmis olan 1sitict blok {izerine agizlar1 acik olarak birakilir. 5 dakika inkiibe
edilerek kalan sivinin buharlasarak uzaklastirilmasi saglanir.

o Spin kolon yeni bir ependorfa aktarilir ve spin tiiplere 20 ul EB buffer
eklenir. Maksimum seviyede 1 dakika santrifiij edildikten sonra 20 ul EB daha

eklenmistir.

3.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PZR)

Bisiilfit doniisiim islemi sonucunda DNA konsantrayonu (UVS-99 device
ACT gene, USA) Olclilerek  doniisiim sonrasindaki DNA  miktarlari
degerlendirilmistir. Ardindan CENP-A geninin promotor bdlgesi PZR islemi ile
cogaltilmistir. PZR reaksiyonu toplam 25 pl hacminde olup Tablo 3.3’de PZR

protokolii verilmistir.

Tablo 3.3. CENP-A Genindeki Promotor Metilasyonu igin Kullanilan PZR Karisim

Icerigi ve Reaksiyon Son Konsantrasyonu.

Kalip DNA 10-50 ng

10x reaksiyon tamponu 1X

2.5 mm dNTP 0.2 mM

25 nM MgCI2 1.5mM

Ileri primer 100 nM (1 ul ,20pmol)

Ters Primer 100 nM (ul, 10 pmol)

Hot Tag DNA Polimeraz 2.0-25U

dsH20 19,3 ul

Toplam: 25 pl PZR reaksiyon karigimi
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Hazirlanan 6rneklerin Thermal Cycler Kosullar1 Tablo 3.4°de gosterilmistir

Tablo 3.4. Metilasyon Spesifik PZR Thermal Cycler Kosullari.

PZR Déngii Déngii PZR Inkiibasyon
sayisi sicaklik kosullari Stiresi

Denatiirasyon 1 95°C 15 dk
Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 55°C 30 sn
(annealing) 35

Uzama (elongation) 72°C 30 sn
Tamamlanma 1 72°C 10 dk

PZR islemi sirasinda primerlerin Tm (°C) baglh olarak anneling sicakliginin
ayarlanmasi amaciyla kontrol amagli gradient PZR yapilmistir. Annealing
sicakliginin 55°C‘de optimum oldugu gozlenmis ve sonraki islemlerde bu sicaklik
kullanilmistir. Son islemde 6rnekler 72°C’de 10 dakika tutularak iiriiniin arttirilmasi

saglanir.

3. 7 Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Incelenmesi

PZR iirtinleri, %2°lik agaroz jelde ytiriitiilerek amplifikasyonun basarili olup
olmadig1 kontrol edilmistir.
o 3 gram toz agaroz tartilarak 1X TBE soliisyonu ile 150 ml‘ye tamamlanir ve
mikrodalga firinda %100°liik giicten % 10°luk giice kadar kademeli olarak azaltilarak
berrak bir goriintii elde edilene kadar kaynatilir.
o Agaroz jele, son konsantrasyon 5 pg /ml olacak sekilde hazirlanan etidyum
bromiir ¢ozeltisi ilave edilir.
o DNA yiikleme kuyucuklart olusturmak amaciyla elektroforez jel dokme
tablasina tarak yerlestirilir ve ¢ozelti yaklagik 50-60°C’ye kadar sogutulduktan sonra
jel tablasina dokdiliir.
. 30 dakika jelin polimerlesmesi icin beklenir. Jel polimerlestikten sonra
lizerine, iyon hareketini saglamak amaciyla kullanilan 1 X TBE (Tris- Borate-

EDTA) tamponu ilave edilir.
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o 121 gr Tris (1 M), 61.7 gr borik asit (1M) ve 7.44 gr EDTA (20 mM)
tartilarak, 1000 ml distile su igerisinde karigtirict yardimi ile ¢oziilerek 20 X TBE
Stok Soliisyonu hazirlanir.

. Amplifikasyon iiriinlerinden alinan 10 ul DNA 6rnegi, 1 pl yikkleme tamponu
(Loading dye) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklenir. Ayrica jele 3 pl ladder
eklenerek 90 V’luk elektrik akimi verilerek 30 dakika yuriitiilmiistiir.

. Boyanan jel, UV lambasi altinda gozlenerek, reaksiyon sonucu olusan PZR

bantlar1 incelenir.
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4. BULGULAR

Calismamizda 19.01.2011 ve 28.04.2015 tarihleri arasinda Yakin Dogu
Universitesi Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 Polikligine direkt basvuran
olgularin yaninda dis merkezlerden Tibb1 Genetik Anabilim Dali Laboratuvarina
gonderilen 47 disiik materyali ve kontrol grubu olarak 85 amniyon materyali dahil

edilmistir.

Kromozom analizi sonucunda normal karyotip elde edilen vakalarda CENP-A
promotor genindeki epigenetik degisimlerin diisiikler tizerindeki etkisine bakilmig ve
nedeni bilinmeyen diisiiklerde epigenetik degerlendirmenin molekiiler bir belirte¢
olarak anlamlilig1 arastirilmistir. Bunun yaninda FISH yontemiyle degerlendirilen
TOP 2 ve AURKA genlerinin kopya sayisindaki dengesizligin nedeni bilinmeyen
diistiklerdeki etkisine bakilmigtir. Ayrica kromozomal anomali gozlenen olgularda,
CENP-A promotor geni metilasyonu, TOP 2 ve AURKA amplifikasyonunun
kromozom anomalilere ve diisiige olas1 etkisi arastirilmis ve her {i¢ grup arasindaki

farkliliklar ortaya konulmustur.

Diisiik nedeniyle laboratuvarimiza bagvuran olgularin endikasyonu ve sayisi

(ylizdelik %) Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Diisiik Materyali Nedeniyle Bagvuran Olgularin Endikasyonu ve Sayist.

Endikasyon Olgu Sayis1 (Yiizde%)
Missed Abortus 26 (55.31%)

In utero ex 9 (19.15%)
Anormal USG 1 (2.13%)
Habitual Abortus 10 (21.28%)
Parsiyelmol? 1 (2.13%)
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Diisiik materyali nedeniyle yonlendirilen olgularin yas ortalamasi1 7.01+31 ve

gebelik haftas1 7.43+9°dur..

Kontrol grubu olarak amniyon 6rnegi alinan olgularin yas ortalamasi 5.60+33
ve gebelik haftalart 2.31+17,94 haftadir. Kontrol grubu olgularinin endikasyon ve
olgu sayisi (yiizdelik %) Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Amniyon Ornegi Alman Olgularin Endikasyonu ve Sayisi (yiizdes %).

Endikasyon Olgu Sayis1 (Yiizde%)

Ikili Tarama Testi Yiiksek 15 (17.64%)
Risk

11 (12.94%)
Uglii Tarama Testi Yiiksek
Risk
Dortlii  Tarama  Testi 16 (18.82%)
Yiksek Risk
Kombine Tarama Testi 1(1.17%)
Yiksek Risk
Anomalili USG Bulgusu 13 (15.29%)
Ileri Maternal Yas 19 (22.35%)
Kétii Obstetrik Oykii 6 (7.05%)
Anne anksiyetesi 1(1.17%)
Akraba Evliligi 1(1.17%)
Talasemi Tastyicilig 1(1.17%)
DMD? 1(1.17%)
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4.1 istatiksel Analiz

Calismamizda tespit edilen kromozomal anomaliler, TOP 2 ve AURKA gen
amplifikasyonlar1 ve CENP-A epigenetik profili degerlendirilmesi i¢in SPSS 15.0
istatistik programi kullanilmistir.

Fisher‘s Exact Testine gore p degerleri anlamliliklart hesaplanmistir. Ayrica
kromozomal anomaliler ve metilasyon durumunun karsilastirilmasinin yaninda
kromozomal anomaliler ve TOP 2, AURKA gen ifadesinin karsilastirilmasi Pearson

Chi-Square Testi ile yapilmistir.

4.2 Kromozom Analizi Sonuglar:
4.2.1 Diisiik Materyali Kromozom Analizi Sonuclari:

Kiiltiir ve harvest iglemi sonrasinda GTB ile boyanan &rneklerin kromozom
analizi yapilmis, Zeiss Imager M2 AX 1 mikroskobu ile kromozomlar goriintiilenmis
ve her bir 6rnekten 50 metafaz mikroskop goriintiisii alinarak degerlendirilmistir.
Calisilan 47 diisiik materyali olgusunun 16’sinda (%34) kromozomal anomaliye
rastlanmistir. Gozlenen kromozomal anomalilerin 12’si sayisal ve 4’1 yapisaldir. En
cok rastlanan anormali 45,X (Sekil 4.1), 4 olguda (%25) iken ikinci sirada cinsiyet
kromozomlar1 trizomisi (%18.75) yer almaktadir. Olgularda gozlenen kromozomal

anomalilerin detaylar1 ve endikasyonlar1 Tablo 4.3de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. Sitogenetik Calisma Sonucunda Goézlenen Anomaliler ve Olgularin

Endikasyonlari.

Gozlenen Anomaliler Endikasyon
45,X Missed- abortus
45,X Habitual - abortus
46, XY,inv(9) ( p12g13) Habitual-abortus
69,XXX,+ mar Missed- abortus
69, XXX Missed-abortus
47 XXY In utero ex

45,X Missed- abortus
45X In utero ex

47 XXY Habitual Abortus
47,XY,+8 Missed- abortus
47, XY +7 Missed- abortus
46,XX ,del (5)( p15) Habitual-abortus
47, XY, +21 Habitual Abortus

46,XX , -19p?, + der 822) , t( 19;22) ( p13:p12p)?

Missed- abortus

47 XYY Habitual Abortus
69, XXX Habitual- abortus
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Sekil 4.1. 45,X Karyotip Gozlenen Olgunun Karyotip Goriintiisii.
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4.2.2 Amniyon Ornekleri Kromozom Analizi Sonuclar::

Amniyon Ornekleri kiiltiir ve bantlama islemi sonrasinda 50 metafaz
goriintiisi.  mikroskopta analiz  edilmis, gorintiileri ¢ekilip arsivlenmistir.
Laboratuvarimizda g¢aligilan 85 amniyon 6rneginden 71‘inde (%83.53) kromozomal
anomaliye rastlanmazken 14’tinde (%16.66) kromozomal anomaliye rastlanmistir.
Gozlenen anomaliler; 5 olguda (%35.71) trizomi 21, 2 olguda (%14.29) 9
inversiyonu, 2 olguda (%14.29) mozaik Klinefelter sendromu (47,XXY), 1 olguda
(%7.15) 5. kromozom delesyonu, lolguda (%7.15) mozaik turner sendromu (45,X),
1 olguda (%7.15) t(1;15), lolguda (%7.15) add(22) ve 1 olguda (%7.15) add (9) (
?p11.p13) olarak saptanmustir. Sekil 4.2°de, t(1;15) der (1) t(1p22.2-1pter::15¢026.1-
15qter) der(15) t(15026.1-15qter::1p22.2-1pter) gozlenen olgu goriintiisii verilmistir.

o0 s
(I R
TR T .
b o e ow B

Sekil 4.2. t(1;15) der (1) t(1p22.2-1pter::15026.1-15qter) der(15) t(15026.1-
15qter::1p22.2-1pter) Karyotip G6zlenen Olgu.

Sitogenetik bulgular 1s1¢inda diisiik ve amniyon Orneklerine Pearson Chi-
Square testi uygulanmis, ¢alisma grubu kromozom analizi sonuglari ile kontrol grubu
karsilagtirilmis ve diisiik materyalinde gozlenen kromozomal anomalilerinin (%34)
amniyon Orneklerinde go6zlenenlere (%16.5) gore daha yiiksek ve istatistiksel

anlamli bulunmustur (p= 0,021).
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4.3 Molekiiler Sitogenetik Sonuclar

4.3.1 TOP 2/ CEP 17 FISH Sonuclari

Calismamizda kromozom analizi sonuglara gore calisma grubu; nedeni
bilinmeyen ve kromozom anomali saptanan olgular olarak 2 gruba ayrilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirlmali olarak TOP 2/Cep 17 amplifikasyonun
degerlendirilmesi, Vysis TOP 2/Cepl7 probu kullanilarak FISH yontemi ile
yapilmustir.

Degerlendirme;
e 3-4 kopya sayisi i¢eren hiicreler diisiik amplifiye;
e 4 ve daha ¢ok kopya iceren hiicreler yiiksek amplifiye;
e Degerlendirilen tiim hiicrelerin  %5‘inden fazlasinda amplifikasyon
gozlendiginde amplifikasyon pozitif olarak degerlendirilmistir (Park, H.S. ve
digerleri, 2008).

Ornekler Zeiss Imager M2 AX10 floresan mikroskobu ve Isis programiyla
analiz edilmis, Zeiss AxiaCam MRm kameras: ile resimleri c¢ekilmis ve
arsivlenmistir. Her bir olgudan en az 500 hiicre sayilmistir. FISH analizi sonucunda 8
olguda (%6.06) diisiik amplifikasyon gozlenmistir (Sekil 4.3). Amplifikasyon
gozlenen 8 olgudan 6’s1 (%75) kromozom anomalisi gozlenen diisiik materyali, 2’si

(%25) kromozom anomalisi gbzlenen amniyon drnegidir.

Fisher's Exact Testi kullanilarak yapilan degerlendirmede diisiik materyalinde
gozlenen TOP2 amplifikasyonunun amniyon 6rneklerinde gozlenen sonuglara goére
istatiktiksel olarak farkli oldugu ve TOP2 amplifikasyonu ve diisiik arasinda

istatistiksel olarak anlamli sonuglar oldugu saptanmstir (p< 0,05, Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Diisiik ve Amniyon Orneklerinde Gzlenen TOP 2 Amplifikasyonu.

Diisiik Amp Normal
Amniyon Materyali 2 (%2.4) 83 (% 97.6)
Diisiik Materyali 6 (%12.8) 41 (%87.23)

Fisher's Exact Testi p< 0,05 (p=0,024)




432 TOP 2/Cep 17 FISH Sonuclan

Karsilastirilmasi
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ile Karyotip Sonug¢larinin

TOP 2A/Cep 17 FISH analizi sonucunda diisiik amplifikasyon gozlenen

gosterilmistir.

olgularin tamaminda kromozomal anomali rastlanmasina ragmen c¢alisma grubunda
kromozomal anomali gézlenen 10 olguda ve kontrol grubunda kromozomal anomali
gozlenen 12 olguda TOP 2 amplifikasyonuna rastlanmamistir. FISH sonucunda

anomali gozlenen olgularin sitogenetik sonuglar1 ve gelis nedenleri Tablo 4.5°de

Tablo 4.5. FISH Sonucunda Anomali Gozlenen Olgularin Sitogenetik Sonuglari ile

Karsilastiriimasi ve Endikasyon.

Sitogenetik Sonucu

TOP2/CEP17 FISH
Sonucu

Endikasyon

kopya)

69, XXX Dusik  Amplifikasyon (3 | Habitual- Abortus
kopya)

46, XY inv(9) Dusik  Amplifikasyon (3 | Habitual- Abortus
kopya)

69, XXX Dusik amplifikasyon (3 | Missed- abortus
kopya)

47, XY, +21 Diisiik amplifikasyon(3 | Anormal USG
kopya) Bulgusu

70,XXX, +mar Dusiik  Amplifikasyon (3 | Missed-abortus
kopya)

46,XX, 1(1;15) Diisiik Amplifikasyon(3 | Anormal USG
kopya) Bulgusu

46,XXY Dusiik  amplifikasyon (3 | Habitual- abortus
kopya)

46, XYY Dusiik  amplifikasyon (3 | Habitual- abortus
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17921-9g22 LSI TOP2
Spectrum Orange

17p11.1-q11.1 CEP 17 alpha
satellite Spectrum Green

Sekil 4.3. TOP 2 Geninde Diisiik Amplifikasyon Gozlenen Olgu Gorlintiisii.

4.3.3 AURKA FISH Sonuglari

AURKA FISH analizi sonucunda, ¢alismaya dahil edilen tim Orneklerin
(47+85) 7‘sinde (%5.30) diisiik amplifikasyon saptanirken amplifikasyon saptanan
4 olgunun (%57.14) kromozomal anomali gozlenen diisiik materyali, 1 olgunun
(%14.29) kromozomal anomali gozlenmeyen diisiik materyali ve 2 olgunun
(%28.57) ise kromozomal anomali gbzlenen amniyon materyali oldugu saptanmaistir.
AURKA geninde diisiikk amplifikasyon go6zlenen olgunun floresan mikroskop

goriintlisti Sekil 4.4’ de gosterilmistir.

434 AURKA FISH Sonuglarn ile Karyotip Sonuglarinin
Karsilastirilmasi

AURKA FISH analizinde, AURKA gen bdlgesi olan 20q13.2°de 7 olguda

diisiik amplifikasyon gozlenmistir. Diisiik amplifikasyon gozlenen 7 olgunun sadece

birinde kromozomal anomaliye rastlanmamustir.

FISH sonucunda diisiik amplifikasyon gozlenen olgularin 2’si 69,XXX, 1’1
70,XXX,+mar, 2‘si 47,XXY , 1’inde trizomi 21 ve 1‘inde normal karyotip olarak
gozlenmistir. Amplifikasyon gozlenen olgularin sitogenetik sonuclar1  ve

endikasyonlar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda kromozomal anomali ile AURKA

amplifikasyonu istatiksel olarak anlamli bulunmustur ( p=0.002).
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Tablo 4.6. AURKA Amplifikasyonu Goézlenen Orneklerin Endikasyon ve
Sitogenetik Sonucu.

Sitogenetik Sonucu AURKA diisiik | Endikasyon
amplifikasyonu
Durumu
47, XXY + Habitual abortus
69, XXX + Habitual abortus
46,XX + Missed- abortus
69, XXX + Missed- abortus
70,XXX,+mar + Missed-abortus
47, XXY + 4’1 tarama testi risk artisi
47, XY ,+21 + Anormal USG Bulgusu

20g13.2 LSI AURKA
Spectrum Gold

Sekil 4.4. AURKA Geninde Diisiik Amplifikasyon Gozlenen Olgu Gorlintiisii.

4.4 Molekiiler Genetik Sonuglari
4.4.1 CENP-A Metilasyon Spesifik PZR Sonuclar:

Calismamizda metilasyon spesifik PZR teknigi kullanilarak CENP-A geni promotor
bolgesinin metilasyon durumu degerlendirilmistir. CENP-A promotor geni jel

elektroforezi goriintiisii Sekil 4.5°de gosterilmistir.
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Gergeklestirilen CENP-A promotor metilasyon analizi sonucunda toplam 61
olguda (%46.2) hemimetilasyon, 55 olguda (%41.7) metilasyon ve 16 olguda

(%12.1) unmetilasyon gozlenmistir.

Diusiik materyallerinde 21 olguda (%44.7) hemimetilasyon, 16 olguda
(%34.0) metilasyon ve 10 olguda (%21.3) unmetilasyon , amniyon 6rneklerinde ise
40 (%47.1) olguda hemimetilasyon, 39 olguda (%45.9) metilasyon ve 6 olguda

(%7.1) unmetilasyon bulunmustur.

Calisma ve kontrol grubu arasinda CENP-A promotor metilasyon durumu ile
ilgili yapilan istatistiksel analiz sonucunda diisiik materyallerinde CENP-A geni

unmetilasyonu amniyon Orneklerine gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (

p< 0.05, Tablo 4.7).

Unmetile DNA, 287 bg

Metile DNA , 282 bg

Sekil 4.5. CENP-A  Promotor Genin Amplifikasyon Uriinlerinin Jel

Elektroforezinde Goruntisi.
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Tablo 4.7. Diisik ve Amniyon Orneklerinin CENP-A Metilasyon Spesifik PZR

Sonuglari.

Materyal Tiiri | Hemimetile olgu sayisi | Metile olgu sayisi | Unmetile

( Yiizde %) ( Yiizde %) olgu  sayisi
(Yizde %)
Diisiik Materyali | 21 (%44.7) 16 (%34.0) 6 (%7.1)
Amniyon 40 (%47.1) 39 (%45.9) 10 (%21.3)

Materyali

Pearson Chi-Square Analiz p=0,047

Calismamizda kromozomal anomali gbzlenen olgularin CENP-A metilasyon
durumuna bakildiginda 19 olgu (%63.3) metile, 11 olgu (%36.7) hemimetile olarak
gozlenirken; kromozomal anomali gozenlenmeyen ve basarili sekilde metilasyon
spesifik PZR analizi gerceklestirilen 102 olgunun CENP-A metilasyon durumu; 36
olgu (%35.3) metile, 50 olgu (%49) hemimetile ve 16 olgu (%15.7) unmetile olarak

bulunmustur.

Kromozomal anomali gozlenen olgularda CENP-A promotor metilasyon
durumu ile ilgili yapilan istatistiksel analiz sonucunda anomali gdzlenen olgular ve
CENP-A promotor metilasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug
bulunmustur (p=0.007). Ayrica kromozomal anomali gbzlenmeyen olgularda ise
CENP-A promotor unmetilasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug elde

edilmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Kromozomal Anomali Gozlenen Ve Gozlenmeyen Olgularin CENP-A

Promotor Metilasyon Durumu.

Sitogenetik Sonucu

Hemimetilasyon

gozlenen olgu sayisi

Metilasyon

gozlenen olgu

Unmetilasyon

gozlenen olgu

(%) sayist (%) say1st (%)
Kromozomal anomali | 11 (%36.7) 19 (%)63.3 -
gbzlenen
Kromozomal anomali | 50 (%49.0) 36 (%35.33) | 16 (%15.7)

gbzlenmeyen

Pearson Chi-Square p=0.007

Diisiik materyalinde kromozomal anomali goézlenen olgularda CENP-A

metilasyon durumu; 10 olgu (%62.5) metile ve 6 olgu (%37.5) ise hemimetile olarak
saptanmigtir. Kromozomal anomali gézlenmeyen 6 olgu (%19.35) metile, 15 olgu
(9%48.39) hemimetile ve 10 olgu (%32.26) unmetile olarak saptanmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Kromozomal Anomali Gozlenen Ve Gozlenmeyen Diisiik Materyali

Orneklerinin CENP-A Promotor Geni Metilasyon Durumu.

Materyali | Sitogenetik Analiz Sonucu Metilasyon  Spesifik PZR
Tiirii Analizi
Ureme gdzlenen olgu sayisi:47 Basarili  Metilasyon spesifik
PZR analizi gerceklestirilen
Diisiik olgu say1s1:47
Materyali
Ornegi Kromozomal anomali goézlenen olgu|10  metile (%62.5)
— 0
47 sayis1:16 (%36.36) 6 hemimetile  (%37.5)
Kromozomal anomali g6zlenmeyen olgu |6 metile (%19.35)
N 0
sayist: 28 (%663.64) 15 hemlmetlle (%48.39)
10  unmetile (%32.26)
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85 amniyon Orneginde gergeklestirilen sitogenetik analizde 14 olguda

(%16.67) kromozomal anomali saptanirken 70

olguda (%83.33) anomali

saptanmamustir. Kromozomal anomali gézlenen 14 olgunun 9’u (%64.29) metile ve

5’1 (%35.71) ise hemimetile olarak bulunmustur. Kromozomal anomali gdzlenmeyen

70 olgunun 30’u (%42.25) metile, 351 (%49.3) hemimetile ve 6’s1 (%8.45) unmetile

olarak saptanmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Kromozomal Anomali Gozlenen Ve Gozlenmeyen Amniyon

Orneklerinin CENP-A Promotor Geni Metilasyon Durumu.

Materyali | Sitogenetik Analiz Sonucu Metilasyon  Spesifik PZR
T Analizi
Ureme gozlenen olgu say1s1:85 Basarili Metilasyon spesifik
PZR analizi gerceklestirilen
Amniyon olgu say1s1:85
Ornegi Kromozomal anomali g6zlenen olgu | 9 metile (%64.29)
Lo

Sitogenetik anomali gozlenmeyen olgu

sayisi: 71 (%85.53)

30  metile (%42.25)
35  hemimetile (%49.3)
6 unmetile  (%8.45)

Kromozom analizi sonucunda anomali gozlenen 16 (%36.36) olguda

gozlenen anomaliler ve CENP-A promotor geni metilasyon durumu Tablo 4.11 © de

gosterilmistir.
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Tablo 4.11. Kromozom Analizi Sonucunda Anomali Go6zlenen Diisiik Olgularinda
Gozlenen Anomaliler Ve CENP-A Promotor Geni Metilasyon Durumlari.

Gozlenen Kromozomal Anomaliler CENP-A promotor geni
Metilasyon Durumu

45X Hemimetile

45X Hemimetile

46, XY,inv(9) ( p12g13) Hemimetile
69,XXX,+ mar metile

69, XXX Metile

47, XXY hemimetile

45,X Metile

45,X Metile

47 XXY Metile

46,XY,+8 Metile

46, XY +7 Metile

46,XX ,del (5)( p15) Hemimetile

47, XY, +21 Metile

46,XX , -19p?, + der 822) , t( 19;22) ( p13:p12p)? Hemimetile

47, XYY Metile

69, XXX Metile

Kontrol grubu olarak kullanilan ve kromozomal anomali saptanan 14
(%16.67) olguda saptanan anomaliler ve CENP-A promotor metilasyon durumu
Tablo 4.12° de gosterilmistir.
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Tablo 4.12. Kromozomal Anomali Gdzlenen Olgularda Gozlenen Anomaliler Ve
CENP-A Promotor Metilasyon Durumlari.

Kromozomal Anormali CENP-A Promotor Metilasyon Durumu
47 XY ,+21 metile

47, XY +21 metile
47,XX,+21 metile

45, X metile
46,XX,t(1;15) der(1)t(1p22.2) metile

47 XX,+21 metile

47, XXY hemimetile
46,XX,inv(9) hemimetile
47,XY,+21 hemimetile
46,XX, inv(9) metile
46,XY,add(22) hemimetile
47, XXY metile

46, XX? Add (9) (?p1l.p13) hemimetile
47 XXY metile

4.4.2. CENP-A Promotor Metilasyon Spesifik PZR Sonuclar: ile AURKA
ve TOP 2 FISH Sonuglarmin Karsilastirilmasi

TOP 2 FISH analizi sonucunda anomali goriilen 8 olgunun 5’inde CENP-A
promotor geni hemimetile olarak gozlenirken 3 olgu metile olarak saptanmuistir.
AURKA FISH sonucunda anomali gézlenen 6 olgunun 3’iiniin CENP-A hemimetile,
3’tinde metile olarak gozlenmistir. TOP 2 ve AURKA gen ifadesinde anomali
gbzlenen 14 olgunun 13’1 (%93.33) diisilk materyali ve 1’1 (%6.67) amniyon

ornegidir.
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AURKA ve TOP 2 FISH analizi sonucunda amplifikasyon gozlenen olgularin

CENP-A metilasyon durumu ve kromozom analizi

gosterilmistir.

sonucu Tablo 4.13’de

Tablo 4.13. Kromozomal Anomali Soézlenen Olgularin CENP-A Metilasyon
Durumu, AURKA Ve TOP 2 FISH Sonuglari.

Kromozomal CENP-A AURKA FISH TOP2 FISH
Anomalili Olgular Metilasyon
47 XXY Hemimetile Diisiilk Amplifikasyon | Diisiik amplifikasyon
69, XXX Hemimetile Diisiik amplifikasyon | Disiik amplifikasyon
70,XXX,+mar Metile Diigiik amplifikasyon | Diisiik amplifikasyon
46,XX,1(1;15) Metile Normal Diistik amplifikasyon
der(1)t(1p22.2)
69, XXX Metile Diisiik amplifikasyon | Diisiik amplifikasyon
46,XY,inv(9) Hemimetile Normal Diisiitk Amplifikasyon
Normal Diusiik Amplifikasyon
46, XX del (5)p (15) Hemimetile
Diistiik amplifikasyon | Diisiik Amplifikasyon
47 XY, +21 Hemimetile
47, XYY Metile Diisiik amplifikasyon Normal
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5 TARTISMA

Hiicre boliinmesi sirasinda kromozom ayrilmasinda meydana gelen hatalar
andploidilere neden olmakla birlikte hiicre boliinmesinin hatasiz gerceklesmesinde
sentromer ve kinetokor rol oynamaktadir. CENP-A geni sentromer fonksiyonu ve
kinetokor biitiinliigiinde rol oynamasinin (Fischle, W. ve digerleri, 2003; Thompson,
L.S. ve digerleri, 2010) yaninda CENP-A metilasyonu, kinetokor biitiinligi ve
kromozom ayrilmasini diizenlenmekte bir anahtar gorevi gormektedir (Stimpson,
M.K. ve Sullivan, A.B., 2011). Bu yiizden CENP-A epigenetik profili, nedeni
bilinmeyen diisiik vakalarinin agiklanmasinda yol gosterici olabileceginden onem
tasimaktadir.

Sentromer kararliligi, yavru DNA  dubleksinin  ayrilmasi/kesilmesi
(dekatenasyonu) ve kardes kromatidlerin dogru bir sekilde ayrilmasinda TOP 2 rol
oynamaktadir (Uemura, T. ve digerleri, 1987; Zucker, R.M. ve Elstein, K. H., 1991,
Sumner, A.T, 1995). Bunun yaninda serin/ tirozin kinaz ailesinden olan AURKA
ifadesinin  artisi, genomik  kararsizliga, timor  gelisimine, sentromer
amplifikasyonlarina ve poliploidilere neden olmaktadir (Bischoff ve digerleri, 1998;
Zhou, Y., 2012).

AURKA ve TOP 2 gen ifadesindeki dengesizliklerin genomik instabilite ve
kromozom andploidilerine neden olmasi dolayisiyla kanser hiicrelerindeki roliiniin
arastirildigr birgok c¢alisma bulunmasina ragmen diisitk materyalleri {izerindeki
etkisinin belirlenmesi amaciyla ¢alisma yapilmamistir.

Bu nedenle ¢alismamiz diisiik olgularinda; CENP-A metilasyonu, AURKA
ve TOP 2 gen ifadesi iligkisinin arastirildigi literatiirdeki ilk ¢alisma olma

niteligindedir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sullivan%20BA%5Bauth%5D
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5.1 AURKA FISH Sonuclarmin Literatiir ile Karsilastirilmasi

AURKA kinaz asir1 ifadesini bir¢ok kanserde gosterilmistir. Aurora kinazin;
ovaryum, serviks, kolon (Zhou, H. ve digerleri., 1998), glioma (Reichardt, W. ve
digerleri, 2003), prostat (Zhou, H. ve digerleri., 1998; Buschhorn H.M. ve digerleri.,
2005), pankreatik timorlerinde (Chen, J. ve digerleri., 2007), meme ve akciger
kanserinde asir1 ifadesi veya amplifikasyona rastlanmasi bu geni kanser tedavisinde

¢ekici hale getirmistir (Zhou, H. ve digerleri., 1998; Gu, J. ve digerleri., 2007).

Meraldi ve digerlerinin 2002 yilinda immunoprespitasyon, kinaz belirleme
ve immunoblotlama yontemlerini kullanarak yaptiklar1 c¢alisma, AURKA ile
indiiklenen poliploidi hiicrelerin p53-Rb yolaginda bagimli olarak hiicre
boliinmesinin G1 evresinde tutuklandig1 ve apoptozis yoluyla 6ldiigiinii gdstermistir.
Ayrica galigmada p53'/ " hiicrelerde hiperpoliploidi rastlanmazken DNA replikasyonu
ve hiicre boliinmesinin gergeklestigi bunun sonunca andploidi ve anormal sentromer

sayisina sahip hiicrelerin goriildiigi bulunmustur (Meraldi, P. ve digerleri, 2002).

AURKA agsir1 ifadesi, ig ipligi kontrol noktalarini gecersiz kilarak anormal ig
ipligi olusumuna neden olmakta ve hiicre anafaz evresinde girdigi zaman kromozom
ayrilma hatalarinda artis gozlenmektedir (Anand, S. ve digerleri, 2003). Yapilan
caligmalarda AURKA tarafindan uyarilan sentromer amplifikasyon ve seliilar
transformasyonlarda p53 baskilanmis ve  AURKA‘nin p53‘li fosforillereyerek
aktivitesini inhibe ettigi ve bunun sonucunda proteinin degregasyonunu destekledigi

bulunmustur (Liu, Q. ve digerleri, 2004).

Darr ve digerlerinin 2008 ve 2010 yilinda yaptiklari galigmalarda, kanser
hiicrelerinde AURKA geninin asir1 ifadesi yiiksek tiimor derecesi ve andploidilerle
iliskili olmasinin yaninda P13K/ AKT ve [-katenin gibi onkogenik sinyal
yolaklariin upregiilasyonuna neden oldugu (Dar, A.A. ve digerleri, 2010) ve p53
aile liyelerinden olan p73 genin regiilasyonunu sagladig: gosterilmistir (Dar, A.A. ve

digerleri, 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15469940
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Ayrica AURKA agir1 ifadesi, hiicrelerin daha hizli hiicre bdliinmesine
girmesini tesvik etmesinin yaninda telomeraz aktivitesi ve c-myc upregiilasyonu
yolu ile insan telomeraz revers-transkriptaz (hTERT) enziminin aktivitesi
indiiklemektedir. Telomeraz aktivitesinin artmasi, hiicrelerin daha uzun hayat

dongiisiine sahip olmasina neden olmaktadir (Yang, H. ve digerleri, 2004).

Calismamizda yapilan AURKA FISH analizi sonucunda 7 olguda (%5.30)
amplifikasyona rastlanmistir. Amplifikasyon gozlenen 6 olguda kromozomal
anomali gozlenmesine ragmen sadece 1 olguda kromozom anomalisi goriilmemistir
ve kromozomal anomalisi ile AURKA amplifikasyonu sonuglari arasinda istatiksel
olarak anlamli sonu¢ bulunmustur (p=0.002). Calismamiz literatiir calismalarinda da
belirtilen AURKA geninin sentromer kararliliginda , ig ipligi kontrol noktalarina rol
oynamasinin yaninda andploidilere neden oldugu ile ilgili yapilan g¢alismalarla

korelasyon gostermektedir.

Ayrica AURKA ile indiiklenerek asir1 ifadesinin saglandigi hiicrelerde
gozlenen apopotozis yoluyla hiicre 6liimiiniin AURKA amplifikasyonu gozlenen
diisiiklerin - molekiiler patogenezde rol oynayabilecegini sonuglarimiz ileri
siirmektedir. Ancak ileride yapilacak calismalar ve daha genis ¢alisma grubu ile bu

sonuclarin desteklenmesi 6nem arz etmektedir.
5.2 TOP 2 FISH Sonuclarimin Literatiir ile Karsilastirilmasi

Uemura ve digerleri, 1987 yilinda yaptiklari ¢aligmada TOP 2 kodlayan gen
aktivitesini inhibe ederek TOP 2’nin kromozom dekonsasyonu ve ayrilmasinda

gerekli oldugunu gostermislerdir (Uemura, T. ve digerleri, 1987).

Gonzalez ve digerleri, TOP 2 ifadesi azalmasi durumunda mitoz ve hiicre
dongiisii  siirecinin  arttigini, kromozom kodensasyonu ve kardes kromatid
ayrilmasmin etkilendigini, hiicre dongiisiinde hatalarin goriildiigiinii ve bunun
sonucunda ise hiicrelerin 6ldiigili veya poliploidi hiicrelere doniistiiglinii bulmuslardir.
Ayrica calisma TOP 2’nin DNA replikasyonunu etkilememesine ragmen G2
evresinin uzamasimna neden oldugu ve memeli hiicre dongiisiinii etkiledigini

gostermistir (Gonzalez, R.E. ve digerleri, 2011).
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Ishida ve digerlerinin yaptiklart ¢caligmada, TOP 2 aktivitesini ICRF-193 ile
inhibe etmisler ve sonugta TOP 2°nin hiicre boliinmesinin M safhasinda etkili
oldugu ve TOP 2 inhibisyonu sonucunda DNA poliploidilerinin gozlendigini
belirtmislerdir (Ishida, R. ve digerleri, 1994).

Clifford ve digerleri, TOP 2 inhibisyonunun hiicrelerin mitoza gegisinin
engelledigi ve G2 evresinde tutuklanmasina neden oldugunu belirtmistir. G2
evresinde bulunan kontrol noktalari, metafaz/anafaz gecisi sirasinda kardes
kromozomlardaki kirilmay1 6nlemek igin gerekli olmakla birlikte TOP 2, G2/M
gecisinde rol oynamaktadir. G2 kontrol noktasinda meydana gelen hatalar sonucunda
genomik instabilite ve tiimdr olusumu meydana gelmektedir (Clifford, B. ve

digerleri, 2003).

Zucker ve digerleri 1991 yilinda murin eritroldsemi hiicreleriyle (MELC) ve
Sumner, 1995 yilinda insan lenfosit hiicrelerinde yaptiklar1 calismada, TOP 2
aktivitesini ~ engellemislerdir. ~ Sonugta  farkli  seviyede  poliploidi  ve
endoduplikasyonlarin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir (Zucker, M.R. ve digerleri,
1991; Sumner, T.A. ve digerleri, 1995).

Cortés F. ve digerleri, TOP 2’nin anafaz evresi 6ncesinde dogru kromozom
ayrilmasinda rol oynadigini ileri siirmiislerdir. TOP 2 aktivite eksikliginde, anafaz
evresinde kromozom ayrilma hatalar1 gozlenirken hiicreler poliploidi veya
endoduplike haline gelmektedir. Ayrica fonksiyonel olmayan bir TOP 2 aktivitesine
sahip hiicrenin, mitoz bdliinmede belirli bir noktaya kadar geldigi ancak sonunda

oldiigii ileri siirtilmiistiir. (Cortés, F. ve digerleri, 2003).

Yapilan c¢aligmada, TOP 2-DNA kirilma kompleks miktarinin ¢ok az
seviyeye geldigi durumda yavru kromozom ayrilmasinin dogru gergeklesemedigi ve
mitotik hatalar goriilerek hiicrenin 61diigii bulunmustur. Eger TOP 2/DNA kirilma
kompleks seviyesi c¢ok yiiksek miktara ulagirsa kalict DNA kiriklari meydana
gelmekte ve bunun sonucunda esansiyel DNA islemlerinin inhibe edilmesinin
yaninda rekombinasyon/hata onarim yolaklar1 baslatilmakta ve kromozom
translokasyonlar1 ve diger DNA aberasyonlar meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda hiicre apoptozise ugrayarak 6lmektedir (Dewees, J. E. ve Osheroff, N.,
2009).
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TOP 2 enziminin ¢aligmasinin engellenmesi DNA’ya bagli enzim miktarini
arttirarak DNA replikasyonu ve transkripsiyonuna engel olur. Bunun sonucunda ise
programlanmis hiicre 6liimii (apoptozis) meydana gelmektedir (Nitiss, J. L, 2009).

Daha 6nce diisiik vakalarinda TOP 2 aktivitesi ilgili ¢alisma bulunmamakla
birlikte c¢aligmamizda analiz edilen TOP 2 geni yukarida bildirilen bilgiler 1s18inda,
ileri yillarda nedeni bilinmeyen diisiiklerin agiklamasina katkida bulunacak aday bir

gen oldugundan ¢alismamiza dahil edilmistir.

Kromozom ayrilmasinda etkili oldugu bir¢cok calisma ile gosterilen TOP 2
gen amplifikasyonunun nedeni bilinmeyen diisiiklerdeki rolii, ¢aligma grubu olarak
kromozom anomalisi gozlenen ve gozlenmeyen diisiiklerde kontrol grubu olarak
amniyon Orneklerinde incelenmis ve TOP 2 amplifikasyonu saptanan 8 olgunun 6’
simin (%6.06) kromozom anomalisi gbzlenen diisiik materyali, 2’sinin (%25)

kromozom anomalisi gozlenen amniyon ornegidir.

Yapilan istatiksel analizde, TOP 2 amplifikasyonu ile diisiikk arasinda
istatiksel olarak anlamli sonuglar oldugu saptanmis (p< 0,05) ve sonuglarimiz TOP 2
amplifikasyonun nedeni bilinmeyen diisiiklerde kromozom ayrigmasi, mitoz
boliinmede hatalar1 ve dengesizliklere yol acarak gebelik kayiplarina yol

acabilecegini ileri siirmektedir.

5.3 CENP-A Metilasyon Spesifik PZR Sonuc¢larmin Literatiir fle

Karsilastirilmasi

Sentromer spesifik, H3 histon varyanti CENP-A, niikleozomal seviyede
sentromer-spesifik kromatin organizasyonunu direkt etkilediginden  epigenetik
diizenlemede aday bir protein olarak gosterilmektedir (Howman, V. E. ve digerleri,
2000).
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Yapilan c¢aligmalarda, andploidi ve onkogenezin hiicre boliinmesi sirasinda
kromozom ayrilma hatalarindan kaynaklandigimi gostermekle birlikte kanser
hiicrelerinde CENPA eksikligi ve metilasyonun kromozom ayrilma hatalar1 ve
kinetokor biitiinliigiiniin bozuldugu gosterilmistir (Tomonaga, T. ve digerleri, 2003;
Sullivan, L.L. ve digerleri.,, 2011; McGovern, S. L. ve digerleri, 2012; Wu, Q. ve
digerleri., 2012; Qiu, J. J. ve digerleri, 2013).

Insanda kanserli hiicre serilerinde yapilan ¢alismalar ayrica CENP-A asiri
ifadesinin kromozom boélgelerinde ektopik lokalizasyonlara neden olabilecegini

gostermistir (Tomonaga, T. ve digerleri, 2003; Lacoste, N. ve digerleri, 2014).

Howman ve digerlerinin farelerle yaptiklari ¢alismada, maternal CENP-A’y1
inhibe ederek mitotik dengesizliklerin ortaya ¢iktigin1 gostermisler ve CENP-A
inhibisyonuna bagli kromozomal ayrilma hatalar1 sonucunda micronuklei,

makronuklei , nuklear kopriiler (Briding) goriilmiistiir (Howman, V.E. ve digerleri,

2000).

Calismamizda nedeni bilinmeyen diisiiklerde CENP-A epigenetik profilinin
¢ikartilmas1 ve disiikle iligskisinin bulunmasi amaclanmistir. Bu ¢alismada
kromozomal anomali gbézlenen 30 olgunun CENP-A metilasyon durumunda 19 olgu
(%63.3) metile, 11 olgu (%36.7) hemimetile olarak gézlenirken; kromozomal anomali
gozlenlenmeyen 102 olgudan 36 olgu (%35.3) metile, 50 olgu (%49) hemimetile ve 16

olgu (%15.7) unmetile olarak bulunmustur.

Kromozomal anomali gozlenen olgularla CENP-A promotor metilasyonu ile
kromozom anomalisi gozlenmeyen olgularda CENP-A promotor unmetilasyonu
arasinda istatiksel olarak anlamli sonug¢ elde edilmistir (p=0.007) ve bu sonuglar

kromozom anomalisine bagli gebelik kayiplarini destekleyici niteliktedir.
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5.4 Sitogenetik Sonuclarinin Literatiir ile Karsilastiriimasi

Diisiik vakalariyla ilgili sitogenetik ¢aligmalar uzun yillardan beri yapilmaya
devam etmektedir. Carr, 1970 yilinda spontan diisiiklerde yaptigi ¢alismada 227
olgunun %22‘sinde kromozomal anomali bulunmustur. Anomalilerin 11’inde
poliploidilere rastlanirken 9’unda triploidi, 2’sinde tetraploidiye rastlanmistir (Carr,
H.D., 1970).

Kajii T. ve digerlerinin 639 diisiik olgusunda yaptiklar1 ¢alismada 339 olguya
kromozom analizi yapilmistir. Sonugta olgularin 241‘inde (%54) kromozomal
anomaliye rastlanmistir. Bu anomalilerin 230’u sayisal anomaliler olmakla birlikte
11°1 yapisaldir. Sayisal anomalilerin %311 otozomal trizomiler, %10’u 45, X, %6.5’1
triploidiler ve %1.8’i tetraploidiler olarak bulunmustur (Kajii, T. ve digerleri., 1980).

Doria ve digerlerinin 232 Ornekte yaptiklari calismada 38 Ornekte
kromozomal anomaliye rastlanirken bunlarin %55°1 trizomi, %20’si poliploidi ve
%9’u monozomi X olarak, (Doria, S. ve digerleri., 2009) Schaeffer ve digerleri
calismalarinda kromozomal anomali oranin1 %39 olarak bulurken anomalilerin
%81°1 trizomi, %6’s1 poliploidi ve %6’st monozomi X olarak bulunmustur
(Schaeffer, J. A. ve digerleri., 2004). Ayrica Sullivan ve digerleri 2004 yilinda 150
olguda yaptiklari ¢aligmada kromozomal anomali oranini % 42 olarak bulurken
anomalilerin %63’ trizomi, %21°i poliploidi ve %9‘u monozomi X olarak
saptamuiglardir (Sullivan, B. A. ve digerleri., 2004).

Calismamizda calisma grubu olan 47 diisiik materyali 6rneginin 16’sinda
(%34) kromozomal anomaliye rastlanmistir. Gozlenen kromozomal anomalilerin 12’
si sayisal ve 4’t yapisaldir. Bu oran Schaeffer ve digerleri., Diego-alvarez ve
digerleri, Sullivan ve digerleri, Doria ve digerlerinin yaptiklar1 g¢aligsmalardaki
sitogenetik sonuglariyla korelasyon gostermektedir (Schaeffer, J. A. ve digerleri,
2004; Sullivan, B.A. ve digerleri, 2004; Diego-alvarez, D. ve digerleri, 2007; Doria,
S. ve digerleri, 2010).

Kromozomal anomali goézlenen olgularin % 25‘inde 45, X gozlenirken bu
sonu¢ Robberecht ve digerlerinin 2009 yilinda 109 disik Ornegiyle yaptigi
calismayla korelasyon gostermektedir (Robberecht, C. ve digerleri, 2009).
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Sonug olarak ¢alismamizda, kromozom anomalisi gozlenen olgularda CENP-
A metilasyonu veya hemimetilasyonun gozlenmesinin yaninda TOP 2 diisiik
amplifikasyonu ve/veya AURKA diisiik amplifikasyonuna rastlanmistir. Bu ¢alisma
sonuglar1 ile TOP 2 ve AURKA gen amplifikasyonuna bagli apoptozisin nedeni
bilinmeyen diisiiklerde rol oynayabilecegi ve bu nedenle diistigiin gerceklesebilecegi

ileri surilmektedir.

Bu c¢alisma, CENP-A, TOP 2 ve AURKA nin nedeni bilinmeyen diisiiklerin
molekiiler  patogenezinde rol oynayabilecegi ve disiiklerin CENP-A
sessizlestirilmesi, TOP 2 veya AURKA gen ifadesi bozukluklarma bagli mitoz
dengesizlikleri sonucunda gergeklesebilecegini ileri siirmesi ve diisliklerde yapilan

ilk ¢alisma olmasi agisindan Onem arz etmektedir.
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YAKIN DOGU UNIVERSITESI
HASTANESI

GENETIK TANI VE TEDAVI TETKIKLERI iGIN AYDINLATILMIS HASTA ONAM FORMU

Hasta Adi - Soyadi: Cinsiyet: c K ©E
Hasta ID No: Dogum Tarihi:
Baba Adi: Kimlik No:

Sayin Hastamiz / Hasta Yakinimiz,

Hekiminizin degerlendirmesi ve yapilan tetkikler sonucunda belirlenen 6n tani / taninizin netlesmesi igin
ek tetkik yapilmasi gerekmektedir. Bu form, sizin, uygulanacak olan tetkikin yontemi ve olasi riskleri
hakkinda bilgilendiriimeniz amaciyla hazirlanmistir. Latfen bu formu tamamen ve dikkatle okuyunuz ve
formu okuduktan, ilgili iglem hakkinda tum tereddutleriniz hekim tarafindan giderildikten sonra bu onam

formunu imzalayiniz.

1. ON TANI/ TANI:

TETKIK HAKKINDA GENEL BILGiI:

2. ONERILEN TETKIK: []Kan ve/veya Kemik iliginden kromozom analizi
[ Amniyosentez ve/veya CVS kromozom analizi
[] DNA ve/veya Mutasyon analizi
[] Kromozomda molekiiler sitogenetik analiz (FISH)
[] Molekdiler biyoloji patojen testleri (HPV, HBV, HCV, Memenijit paneli)

Kan, kemik iligi, CVS, amniyosentez 6rnek alimlarinda islemi uygulayacak ABD uzmani trarafindan

islem detaylari ile ilgili bilgilendirilerek onam alinacag! konusunda bilgi verildi.

3. YONTEM:

4. ONERILEN TETKIKIiN RiSKLERI:

5. TETKIK SIRASINDA / SONRASINDA HASTANIN YAPMASI / DiKKAT ETMESI GEREKENLER:
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YAKIN DOGU UNIVERSITESI
HASTANESI

GENETIK TANI VE TEDAVI TETKIKLERI iGIN AYDINLATILMIS HASTA ONAM FORMU

ONERILEN TETKIKIiN KAPSAMI VE ONAY

v Doktorum tarafindan onerilen tetkik ile ilgili sozel olarak detayl Dbilgilendirildim, islem igin
hazirlanmig olan bilgileri okudum. Agiklama istedigim tim sorularim, yeterli sekilde cevaplandirildi.

v Ulusal ve uluslararasi bilimsel etik kurallara bagli kalinmak kaydiyla ve uzman tarafindan bana
aciklandig! ve sorularima yanit verildigi bicimde, tani veya tedavi igin gerekli gortlen genetik test(ler)in
yapilmasina ve bunun i¢in benden/hastadan uygun materyal(ler)in alinmasina izin veriyorum.

v" Onerilen tetkikin ortalama maliyeti konusunda bilgi aldim.

Ben , bu formun igerigini anladim Yakin Dogu Universitesi
Hastanesi’'nde uygulanacak olan tetkiki bilincim yerinde olarak kabul ediyorum.

imzasi: Tarih: Saat:

ORNEKLERIN ARASTIRMADA KULLANIMI:

Ben .o , ben alinacak materyalden elden edilen sonugclarin ve materyallerin
kimligim sakl tutulmak kaydiyla toplum bazl arastirmalarda kullaniimasi icin Yakin Dogu Universitesi
Hastanesi’'ne bilincim yerinde olarak izin veriyorum.

imzasi: Tarih: Saat:

Onay Hastanin Yasal Temsilcisinden Alindi ise;
Yasal Temsilcinin Yakinlik Derecesi:
o Hastanin bilinci kapali o Hasta 18 yasindan kiguk o Hasta anlatilanlari anlayabilecek

dizeyde degildir

Sahit (hastane galisani haricinde bir kisi mevcutsa);
Adi-Soyad!: imzasi: Tarih:

Saat:

Bilgilendirmeyi Yapan Hekimin;
Adi-Soyad!: imzasi: Tarih:

Saat:

Terciimanin (ihtiyag duyulmasi halinde);
Adi-Soyad!: imzast: Tarih:

Saat:

e 18 yasin Uzerindeki hastalarin kendilerinden,
e 15-18 yas arasindaki hastalarin kendilerinden ve ayrica yasal temsilcilerinden,
e Bilinci kapali olan, 15 yasin altinda olan, karar verme vyetisi bulunmayan ve anlatilanlari

anlayabilecek dizeyde olmayan hastalarin yasal temsilcisinden riza alinir.
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