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GIRIS

Ilk olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan &nerilen Epigenetik terimi
giiniimiizde “DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz ve/veya mayoz boliinme ile
kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak tanimlanmaktadir. Son on yilda
yapilan arastirmalar sonucu, epigenetik olaylarin, 6zellikle yiiksek organizasyonlu canlilarda
oldukg¢a oOnemli etkileri oldugu anlasilmistir. Epigenetik fenomen, ozellikle canlilarin
embriyodan yetigkin bireye dogru ilerleyen gelisim siirecinde gozlemlenen, hiicre
farklilagsmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki degisikliklerde Onemli rol
oynamaktadir. Gen ifadesinde goriilen bu degisiklikler, DNA’nin segici olarak, farkl
epigenetik durumlarda bulunan farkli kromatin yapilarina paketlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir.
Epigenetik fenomenin tizerinde en ¢ok ¢alisma yapilmis olan iki tipi, DNA metillenmesi ve
histon modifikasyonlari olmustur. Bu iki olayimn birbiriyle bagli ve geri doniisiimlii oldugu
distiniilmektedir.

Yapilan aragtirmalar sonucunda, gelisim siirecinde c¢ekirdegin  epigenetik
ozelliklerinde bir dizi degisimin gerceklestigi ve hiicresel potansiyelin kaybi ile geri
doniisiimsliz gen (0r: embriyonik) susturulmasinin arasinda onemli bir iligkinin varlig
saptanmistir.

DNA Metilasyonu ve Histon Modifikasyonlari

Insan genomunda bulunan yaklasik 23.000 gen, belirli hiicrelerde ve belitli
zamanlarda ifade edilmelidir. Hiicreler gen ifadesindeki bu kontrolii saglayabilmek igin
DNA’larim1 globiiler histon protein octomerleri etrafina sararak olusturduklari niikleozom
yapilarini kullanirlar. DNA ve histon proteinlerinden olusan bu niikleozomlar kromatin olarak
organize edilirler. Kromatin yapisindaki degisikler gen ifadesini kontrol eder: kromatin yap1
sikilasip yogunlastiginda (sessiz) genler inaktive olur, kromatin yapisi gevseyerek agildiginda
(aktif) ise genler aktive olarak ifade edilir. Kromatin yapisindaki bu dinamik durum ise, geri
doniistiirilebilir olan ve DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 ile saglanan
epigenetik paternler ile gerceklestirilir. Bu islemlerde gorevli alan enzimler arasinda, DNA
metiltransferazlar (DNMT), histon deasetilazlar (HDAC), histon asetilazlar, histon
metiltransferazlar ve methyl-binding protein MECP2 sayilabilir. Normal epigenetik
paternlerden bir sapma oldugunda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki anormallikler ¢esitli klinik
sonugclara yol agabilir.

DNA Metilasyonu: DNA metillenmesi, genel kural olarak, DNMT(DNA metil
transferaz)’ler tarafindan CpG adaciklarinda ve sitozinin 5 numarali karbonunda meydana
getirilir. Omurgali DNA’sindaki C-G baz giftlerinin %70’ten fazlasi metillenmis durumdadir.
Bu metillenmenin canlidan canliya ve dokudan dokuya gore degistigi bilinmektedir.
Metillenme profillerinin fonksiyonel bir takim sonuglar1t olabilecegi Onceden beri
diisiiniilmektedir. Bu konuda ilk yapilan arastirmalarda metillenme ile gen ifadesi arasinda bir
iliski oldugu saptanmigtir. Genlerin promotor bolgelerindeki metilasyon seviyesinin diisiik
olmasi aktif gen ifadesi ile korelasyon gostermektedir.

DNA’nin de novo metilasyonu ve bu metilasyonun devamliligimnin saglanmasinda
DNMT’ler gorevlidir. Giliniimiizde bilinen 5 insan DNMT’si vardir. Bunlar, DNMTI,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olarak adlandirilmistir. Bunlardan, animo-
terminal regiilator domeyni bulunmayan DNMT2 ve katalitik domeyni olmayan DNMT3L
disindakilerin  hepsinde enzimatik aktivite goriilmektedir. DNMTI, “maintenance
methyltransferase” olarak da bilinir ve yari-metillenmis DNA bolgelerine baglanirken,
DNMT3a ve DNMT3b, de novo metiltransferazlar olarak adlandirilir ve yari-metillenmis ve



hi¢ metillenmemis bolgelere baglanarak metilasyonu gerceklestirirler. DNMT2’nin diger
metiltransferazlar gibi, korunmus olan metiltransferaz motifini tasidigi gosterilmistir ancak
aktivitesi goriilmemistir.
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DNA Metilasyonu ve Gen Ifadesi: CpG adaciklarinda gorilen DNA metillenmesi, gen
ifadesinin kontroliinde énemli rol oynamaktadir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde, 6zellikle
genlerin promotor bdlgelerindeki metillenme, transkripsiyon faktorlerinin tanima bolgelerinde
degisiklikler meydana getirerek bu faktorlerin baglanmasini engellemekte ve bu sekilde gen
ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir. Hiicre farklilasmasiyla beraber farkli dokularda
farkli genlerin ifade olmasinin temelinde bu diizenleme yatmaktadir.

DNA metillenmesi, DNA’nin yapisinda bazi degisikliklere yol acarak bir grup metil-
CpG baglanma proteininin(MeCPs) tanima bdlgesini olusturur. Bu boélgelere metil-CpG
baglanma domaini(MBD) ile baglanan bir¢ok transkripsiyon repressorii vardir. Bu
proteinlerden biri olan MeCP2, Sin3a/HDAC(histon deasetilaz) olarak tanimlanan bir histon
modifiye edici kompleksin bilesleri arasindadir.MeCP2, tek bir metillenmis CpG c¢iftine
baglanabilen bir MBD’ye ve transkripsiyon baskilayan bir TRD domainine sahiptir. DNA



metillenmesinin, dolaysiz olarak gen ifadesini etkiledigi modelde, metillenme sonucu olusan
tanima bolgelerindeki histonlarin deasetilasyonunun, gen ifadesini baskilayan bir kromatin
yapisina yol actigini Onerilir.

Histon Modifikasyonlari: DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon
proteinlerinin bazik amino-terminal uglar1 niikleozomdan ¢ikintilar yapar ve bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda; HAT(histone asetil
transferaz)’lar tarafindan asetillenme ve HMT(histon metil transferaz)’lar tarafindan
metillenme yer almaktadir. Histonlar iizerinde yapilan bu degisiklikler, kromatinin yapisinin
gevsek ya da siki olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde regulatdr rol oynar.(Ornegin,
asetil gruplar1 histonlardaki (+) yiikii noétralize ederek histonlar ve DNA arasindaki
elektrostatik etkilesimleri zayiflatir.)

Belirli bazi histon modifikasyonlar1 dkromatinin ve heterokromatinin aktif ya da
inaktif markirlar1 olarak kullanilabilirler. H3 ve H4 histonlarinin lizin rezidularindan
asetillenmesinin aktif kromatinle korelasyon gosterdigi, deasetilasyonun ise kromatinin daha
sik1 bir sekilde paketlenerek genlerin inaktif duruma geg¢mesiyle sonuglandig1 bilinmektedir.
Histon lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine, hangi rezidude olduguna gore aktivasyon
ya da inaktivasyonla sonuglanabilir. Bu yolla, histonlardaki spesifik modifikasyonlar,
transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif kromatinin belirlenmesinde bir ¢esit “marker” olarak
kullanilabilir.

Histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun birlikte calisarak gen
ifadesinin durumunu belirledigi ve bu sekilde hiicrenin yazgisinin belirlenmesinde énemli rol
oynadig1 kabul edilmektedir.

Epigenik Paternlere Cevresel Etki: DNA metilasyon paternleri beslenmedeki
degisiklikler, genetik polimorfizmler ve karsilagilan kimyasallara bagl olarak dalgalanma
gosterebilir. Metil gruplar diyetle alinarak, folate ve metiyonin yollartyla DNA’ya aktarilir.
Diisiik folate, metiyonin ya da selenium alimi sonucunda DNA metilasyonunda degisiklikler
olusabilir. Diyetteki bu dengesizlikler hipometilasyona yol acarak, gen ifadesinde bozukluga
ya da kromozomal diizensizliklere (kromozomlarin yeniden diizenlenmesi) yol agabilir.
Metaller ya da aromatik hidrokarbonlar gibi ¢evresel ajanlar da genomu destabilize ederek ya
da hiicre metabolizmasini etkileyerek epigenetik paternlerde degisikliklere neden olabilir.

Epigenetik Bozukluklarin Klinik Sonuc¢lari

Epigenetik modifikasyonlar, uzun dénem gen ifadesinin susturulmasinda kullanilan bir
mekanizmadir ve dokuya ya da gelisim evresine 0zgiil farkli gen ifadesi paternlerinin
saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Epigenetik patern gelisim siirecinde olusturulur
ve normalde bireyin tiim yasami boyunca korunur. Dollenmenin hemen ardindan, paternel
genomda hizli bir demetilasyon ve histon modifikasyonlar1 goriiliir. Maternal genomda ise
kademeli bir demetilasyon goriiliir ve sonugta yeni bir embriyonik metillenme paterni
olusturulur. Sonug olarak, ebriyodaki her hiicre kendine 6zgii bir epigenetik paterne kavusur
ve bu sayede de hiicreye Ozgli gen ifadesi saglanmis olur. Cok dikkatli bir sekilde
diizenlenmis olan bu epigenetik paternlerde meydana gelebilecek dalgalanmalar konjenital
bozukluklara, multisistem pediyatrik sendromlara ya da sonradan ortaya ¢ikabilecek kanser ve
ndrodejenerasyonlara yatkinlik saglayabilir.

Kanser ve Epigenetik Terapi: Kanser, genetik ve epigenetik hatalarin birikimiyle
ortaya ¢ikan ve normal hiicrenin metastazik tiimdr hiicresine doniismesiyle sonuglanan ¢ok
basamakli bir olaydir. DNA metilasyonundaki degisiklikler kanserle iligkili genlerin
ifadesinde degisikliklere neden olur. DNA hipometilasyonu onkogenleri aktive eder ve
kromozom yapisinin kararliligini yitirmesine neden olurken, DNA hipermetilasyonu timor
baskilayici genlerin susturulmasina yol agar. Histolojik olarak normal kabul edilen hiicrelerde
gbzlemlenen promotor hipermetilasyonu ve farelerde kanser olusumuna karst DNMT1



inhibitorlerinin basariyla uygulanmis olmasi gibi veriler, DNA metilasyonunun karsinogenez
icin uygun kosullarin saglanmasinda ¢ok 6nemli bir rolii olabilecegini gostermektedir.

Tablg 1: Associadons beowaen eplpeneric maditicarians and uman dissases and cordidons
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Kanser hiicrelerinde, histonlardaki lizinlerin asetilasyonunda ve metilasyonunda artis
ve azalmalar olmaktadir. Kanser hiicrelerinde H4-K16 asetilasyonunun ve H4-K20’deki
trimetilasyonun ortadan kayboldugu ve heterokromatin yapisinda bozulmaya yol actigi
saptanmistir. Farkli kanser tiplerinde, hatta ayni kanser tipinin degisik evrelerindeki histon
modifikasyon paternleri 6zdes degildir. Timor tiplerini farkli epigenetik paternlere gore
siniflandirmak, farkl tipleri birbirinden ayirmada yardimci olabilir, hatta gelecekte histon
modifikasyon paternlerini incelemek kanserin erken tanisina yardimer olabilir.

Genomun epigenetik durumundaki degisikliklerin ters ¢evrilebilir olmas1 kanser
tedavisinde yeni bir umut 15181 yakmaktadir. DNA metiltransferazlar ile histon deasetilazlar
gibi enzimleri inhibe ederek, tlimor-supresdr genlerinin epigenetik olarak susturulmasini
engelleyebilecek ya da bu genlerin yeniden aktivasyonunu saglayabilecek yeni kanser
ilagclarinin  gelistirilmesi {izerine yogun c¢alismalar baslamistir. Giinlimiizde, epigenetik
inhibisyon i¢in gelistirilmekte olan ilaglarin ana hedefleri DNA metil transferazlar ve histon
deasetilazlardir.

Epigenetik gen susturulmasinda rol alan karmasik etkilesimler ag1, klinik olarak etkin
bir tedavi icin cesitli ilaglarin beraber kullanilmasinin daha dogru olacagini gostermektedir.
Gergekten de, DNA metiltransferazlar ile histon deasetilazlarin inhibitorlerinin birlikle



kullaniminin epigenetik olarak susturulmus genlerin yeniden aktivasyonunda basarili sonuglar
verdigi goriilmiistiir. Bu yaklasim klinik olarak test edilmeye baslamak iizeredir.

I'able 1. Epigenetic inhibitors

Inhibitor Alternate name Comments

DMNA methy hransferase inhibitors

5-Azacytidine Vidaza FDA approved for MDS
5-Aza-2'-deoxycytidine Decitabine, dacogen Phase I/11
Arabinosyl-5-azacytidine Fazarabine Phase I/11
5-6-Dihydro-5-azacytidine DHAC Phase I/11

5-Fluoro-2'-deoxycytidine
EGX30P
Epigallocatechin-3-gallate
Hydralazine

Gemgcitabine
Oligonuclectide
EGCG

Phase I/TI

Aldlosteric inhibitor
Gireen tea polyphenol
Cardiovascular dmg

MGOR DNMT1 antisense Phase 11
Procainamide Cardiovascular drug
Procaine Anesthetic
RMNAQ
Zebularine
Histone deacetylase inhibitors
Apicidin
Butyrates Phenylbutyrate, phase II
m-Carboxycinnamic acid CBHA
bishydroxamide (CBHA)
Cyelic hydroxamic-acid-containing CHAP1 TSA-Trapoxin Hybrid
peptide 1
Depudecin Epoxide
FK228 Depsipeptide, FR901228 Phase I/11
MS-275 Benzamidine Phase 1
LAGQS24 Phase 1
Oxamflatin
MGCDO103 Phase 1
PXD101 Phase 1
Pyroxamide Phase 1
RMNAQ
Suberic Bishydroxamic Acid SBHA
Suberoylanilide Hydroxamic Acid SAHA Phase I/11
Trichostatin A TSA High toxicity
Trapoxin A Irreversible inhibitor

Valproic acid

Epigenetik, sadece kanser terapisinde degil, tanisinda da yeni yaklasimlarin
gelismesine katkida bulunmaktadir. Bir gen lokusunun epigenetik durumunun belirlenmesinde
(1) gen ifadesinin Ol¢limii, (2) histon modifikasyonlarinin ve histon bilesiminin belirlenmesi,
(3) promotor DNA metilasyonunun incelenmesi, olmak iizere iic temel yaklagim
uygulanmaktadir. Bu yontemler arasinda en gilivenilir olarak goriileni CpG adaciklarindaki
hipermetilasyonun 6l¢iilmesidir.

DNA metilasyon markerlar1 kanserin siiflandirilmasi ve saptanmasinda kullanilabilir.
Genlerin promotorundaki metilasyon durumu genel prognoz ya da belirli bir terapiye cevabi
ongormek i¢in incelenebilir. Bir ¢ok kanser tipinde, belirli genlerdeki hipermetilasyon ile
prognoz arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Ozellikle, metastaz i¢in E-cadherin (CDH1)
geninin promotorunda hipermetilasyonun 6n kosul oldugu diisiiniilmektedir.

Calismalar ilerledikge, timor-supresor genlerin susturulmasi gibi bir takim epigenetik
degisiklikler malignansi gelisiminin erken evrelerinde, hatta malignant olmayan ya da heniiz
kanserlesmemis hiicrelerde de saptanmaktadir. Henliz kanserlesmemis hiicrelerde saptanan
epigenetik  anomaliler, DNA metilasyonunun hastaligin  risk  degerlendirmesinde
kullanilabilecegini gostermektedir.

Epigenetik ilaclar, bozulmus heterokromatik bdélgeleri hedefleyerek, tiimor-supresor
genlerin ve/veya hiicrenin normal fonksiyonu icin gerekli olan diger genlerin yeniden
aktivasyonunu saglarlar. Bu ilaglar tek baglarina ya da diger terapik yontemler veya ilaclarla
birlikte kullanilabilir. Ornegin, tiimdr-supresdr genlerin ve DNA onarim mekanizmalarinin
yeniden aktivasyonu ile hiicreler kimyasallara duyarl hale gelebilir ve bundan sonra baska bir
yontemle tedaviye iyi cevap alinabilir.

Epigenik terapi, ozellikle epigenetik anomali saptanmig fakat heniliz neoplastik
lezyonlarin olusmadigi bireylerde, kemopreventif yaklasimlarda da yararl olabilir. Eger bu
“epimutasyon”lar diizeltilebilirse, bireyde tiimor olusumu geciktirilebilir hatta tamamen
engellenebilir.



Yaslanmada Epigenetik Degisiklikler: DNA metilasyonundaki azalma ve artmalarin
yaslanma siireciyle iliskili oldugu goriilmektedir ve bu yaslanmaya bagl epigenetik
degisikliklerin yaslt bireylerde goriilen kanser, ndrodejenerasyonlar ve otoimmiin
bozukluklarda rol oynadigi diisliniilmektedir. Yash bireylerde goriilen bu metilasyon
paternlerindeki sapmalarin gen ifadesinin kontroliinde aksamalara yol actigi ve genomun
kararsizliginin artmasina neden oldugu ve bu sayede yasa bagli hastaliklarin, 6zellikle kanser
ve norodejenerasyonlar gibi, olusumuna zemin hazirladigi diistiniilmektedir.

Noropsikriyatrik Bozukluklar: Son zamanlarda, kompleks psikiyatrik, otistik ve
norodejenaratif  bozukluklarda epigenetik degisikliklerin  rolii  ilizerine ¢aligmalar
yogunlasmaktadir. Sizofreni ve davranis bozuklugu hastaliklarinda, aralarinda DNMT
genlerinin de bulundugu, DNA yeniden diizenlenmelerinin rolii oldugu yolunda birgok
calisma yapilmistir.

EPIGENOMIK

Epigenomik, epigenetik ve genom bilimlerinin heyecan verici yeni bir dalhdir ve tek
bir genden ¢ok daha biiyiik bir alanda, yani tiim genom ¢apinda, meydana gelen epigenetik
modifikasyonlart inceler. Heniiz ¢ok yeni oldugu i¢in, epigenom konusunda gilinlimiizde
yeterli bilgiye sahip olmamakla birlikte, bu konuda ¢aligmalar yogunluk kazanmaktadir.

Epigenomik veriler, genomik bilimlerine birgok yeni katkida bulunmaya adaydir.
Oncelikle, epigenetik bilgi, tek bir gende yiizlerce metilenmis sitozin ve diizinelerce histon
modifikasyonu tasiyabildigi i¢in, dogas1 geregi multiplekstir. ikinci olarak, epigenetik bilgi,
kesikli olan dizi bilgisinin tersine, kantitatiftir. Dokulara 6zgii olarak belirli lokuslarda kismi
metilasyon goriilebilir ve goriilen metilasyonun yogunlugunda farkliliklar olabilir. Ayrica,
memeli genomundaki regiilatér dizilerin fonksiyonunun anlasilmasinda katki saglayabilir.
Gergekten de, birgok kompleks organizmanin genomunda non-coding diziler coding
dizilerden c¢ok daha biiyiikk yer tutmaktadir ve bunlarin regiilasyonda rol oynadigi
diistiniilmektedir. Son olarak, DNA’nin niikleus ig¢indeki topolojik konformasyonunun
epigenetik olarak kontrol edildigi diisliniilmektedir ve son yillarda yapilan ¢alismalar bu
diizenlemenin gen regulasyonunda ¢ok 6nemli rolii oldugunu gdstermektedir.

Gegmiste, bliylik dlgekli epigenomik yaklasimlar teknolojik yetersizliklerden dolay1
gerceklestirilememistir ancak giinlimiizdeki microarray teknolojisi bunun icin gerekli
deneylerin yapilmasina zemin hazirlamistir.

DNA Metilasyon Calismalari: DNA metilasyonun saptanmast DNA dizisindeki
sitozin ile 5-metilsitozinin ayirtedilmesine dayanir. Metilasyonun saptanmasi i¢in 3 temel
strateji kullanilmaktadir: (1) DNA’nin metilasyona duyarli bir restriksiyon endoniikleaz ile
kesilmesi; (2) DNA’nin sodyum bisiilfat ya da metabisiilfat ile kimyasal olarak
modifikasyonu; (3) 5-metilsitozinin imiinopresipitasyonu ile genomun metilenmis ve
metillenmemis bdlgelerinin birbirinden ayrilmasi.

Restriksiyon enzimlerinin kullanimina dayali tekniklerden biri “restriction landmark
genome scanning” (RLGS) teknigidir. 2 boyutlu bir yaklasimla uygulanan RLGS, restriksiyon
enzim polimorfizmleri ve DNA metilasyon duyarli bdlgelerini kullanir. Ancak duyarlilig
diisiik ve oldukca zaman alan bir yontem oldugundan giintimiizde pek tercih edilmemektedir.

Daha bagarili bir yontem olarak, metilasyona duyarli Notl enzim kesiminden elde
edilen fragmentlerin biyotinle isaretlenmesinden sonra BAC arraylerinde hibridizasyonu
kullanilmistir. Bu sayede farkli tip hiicrelerle (astrocyte ve periferal kan lenfositleri) yapilan
calismalar sonucu insan, rat ve farelerde korunmus olan bir metilasyon farklilig1 saptanmustir.

Restriksiyon enzim kesimi ile microarrayleri birlikte kullanan diger bir yontem ise
HELP (Hpall tiny fragment enrichment by ligation-mediated PCR) olarak bilinir. Bu
yontemde, metile olmayan DNA ve genomik DNA’nin farkli hibridize olmasindan yararlanilir



ve Hpall kesim fragmentleriyle, metilasyona duyarli olmayan Mspl fragmentlerinin birlikte
hibridizasyonu ile gerceklestirilir.

DNA’nin bisiilfitle muamele edilmesi, sitozinin urasile doniismesine neden olur. Bu
reaksiyondan yararlanilarak gelistirilen yontemde, PCR’dan sonra yapilan DNA sekans
analizinde metillenmemis sitozinler timin olarak okunur, metilenmis olanlar ise sitozin olarak
kalirlar, boylece metillenmis ve metillenmemis DNA saptanabilir.

Ugiincii epigenomik yaklasim ise ChIP (chromatin immunoprecipitation) yénteminden
yola cikilarak gelistirilmistir. Anti-metilsitozin antibadileri kullanilarak metilenmis DNA nin
genomdan izole edilmesi saglanir, ve MeDIP (methlyated DNA immunoprecipitation) olarak
adlandirilir.

ChIP Calismalari: ChIP, hiicrenin kromatin durumunun saptanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. DNA ve iliskili oldugu proteinlerin kimyasal muamele ile ¢apraz
baglanmalar1 saglanarak, DNA-protein kompleksleri aranan histon modifikasyonuna uygun
bir antibadi ile immunopresipite edilir. Bu yontem microarray cipleriyle uygulandiginda hizl
ve saglikli analizler yapilabilmektedir ve “ChIP on chip” olarak adlandirilmaktadir. Yontem,
uygulayicisina esneklik saglamakta ve spesifik ya da daha genel antibadiler kullanilarak

istenilen bolgelerdeki histon modifikasyonlari incelenebilmektedir.

Table 2. Emerging new technologies in epigenomic science

Epigenomic modification Technique
DNA methylation BAC arrays coupled to Noil digestion Biotin-labeled DNA is generated from end-filling of genomic DNA samples
digested with the rare-cutting methylation-sensitive restriction endonuclease
Notl. The samples are then hybridized onto a microarray of BAC clones
HELP The HELP assay co-hybridizes Hpall digestion products (unmethylated
DNA enrichment) with digestion fragments from a methylation-insensitive
isoschizomer (Mspl) onto a customized arry
MSDK MSDK uses methylcytosine-sensitive restriction endonucleases to discriminate

Bisulfite treatment

Methy Light

MeDIP

GMAT

Chromatin modifications ChIP on chip

SACO

ChIP-PET

DNase | QCP

methylated from unmethylated DNA and maps their position in the genome
using SAGE

Bisulfite treatment of DNA converts cytosine fo uracil unless the base is
methylated, allowing one to discriminate methylated from unmethylated
DNA. The converted product can be read using high-throughput sequencing
or MALDI-TOF mass spectrometry

Fluorescence-based real-time PCR technique that quantifies methylated DNA by
using primers that anneal differently to bisulfite-treated DNA

Immunoprecipitation of methylated DNA by an antibody specific for
S-methyleytidine. Enriched fraction is hybridized to a CGH array in order to
simultaneously investigate methylation changes and DNA mutation

Following ChIP, DNA is ligated to biotinylated linkers and bound to streptavidin
beads. Digestion with Malll cleaves the ChIP DNA, a linker with Mmell
restriction site is added, concatemerized and then cleaved with Murell to form
21 and 22 bp fragments for sequencing

DNA is crosslinked to its associated binding proteins in vive by chemical
treatment. Following shearing, the DNA —protein complex is immunopreci-
pitated by antibodies specific for a protein or histone modification of interest.
The DNA sequence location can be identified by hybridization to a micro-
array

ChIP product is ligated to PCR adapters. Following digestion with Nlall, the
material is divided into two pools and ligated to distinct Mmel adaptors. The
adaptors are bound by streptavidin and released by digestion to produce tags.
Tags are concatamerized and sequenced

Immunoprecipitated DNA is cloned into a DNA library and then converted
into paired-end ditags (PETs). The PETs are concatenated and cloned into a
ChIP-PET library for sequencing

Isolate intact nuclei, half are treated with DNasel. Primers are designed fo
amplify ~250 bp fragments across candidate gene loci. The relative number
of intact amplicons s calculated and treated sample versus control. A plot of
ratios according to genomic position is performed and a regional baseline of
sensitivity is determined. Qutliers are identified as hypersensitive sites and
likely regulatory elements




Insan Epigenom Projesi: Son iki yil icinde, organize bir insan epigenom projesinin
gerekliligi lizerinde epigenetikgiler fikir birligine vardilar. Avrupa’da bu yolda bir adim atildi
ve Sanger Center, Epigenomics AG ve The Centre National de Génotypage birlikte Human
Epigenome Consortium’u kurdular ve kromozom 6 tizerindeki MHC bdlgesinde bulunan 150
lokusu incelediler ve arastirma 4 kromozomu kapsayacak sekilde genisletildi.

Ikinci bir grup ise, 37 arastirma grubunu kapsayan Epigenome Network of Exellence
adiyla kuruldu, ayrica son olarak da AB tarafindan finanse edilen ve 11 akademik merkez ile
2 sirketi kapsayan “HEROIC” ( High Throughput Epigenetic Regulatory Organisation in
Chromatin” kuruldu.

Ayrica ABD’de baslatilan ve diinya ¢apinda katilimla gergeklestirilen baz1 workshop
calismalarinda uzun donemde 1bg ¢oziintirliigiinde metilasyon paternlerinin ortaya ¢ikarilmasi
konusunda fikir birligine varildu.

Epigenomik, epigenetik ve genomik bilimlerinin birlestigi yeni bir disiplin olarak
ortaya ¢cikmistir. Epigenomik arastirmanin amaci, genetik regiilasyonu anlamak ve bunun
hiicresel biiyiime ve farklilagsmaya etki ile yaglanma ve hastaliklardaki roliinii aydinlatmak
olarak 6zetlenebilir.
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