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Hazirlayan: Sevda Isik



DNA Metilasyonu Nedir?

Gen 1fadesini degistirerek hiicre fonksiyonlarini
degistiren,

bir metil grubunun kovalent sekilde DNA
metiltransferaz (DNMT) katalizinde,

bir CpG dintikleotidindeki Sitozinin 5-karbonundan
yapiya eklenmesini ifade eden,

epigenetik (gen ifadesindeki degisikliklerin, DNA
sekansiyla baglant1 gostermeksizin, hiicre boliinmesi
boyunca bir nesilden digerine gecebilmesi) bir
olaydir.



 DNA metilasyonu, insanlarda ve pek ¢ok
memelide bilinen tek dogal DNA
modifikasyonudur ve yalnizca Guanozin (G)
tarafindan takip edilen Sitozin (C) bazini
etkiler. Boylelikle, bu organizmalarda, DNA
metilasyonu yalnizca CpG alanlarinda
gozlenir.



DNA Metilasyonunun Gorevi:

1) gen regiilasyonu

Memelilerde DNA metilasyonunun
gorevini anlamak i¢in fare gibi bir model
sistem kullanildiginda goriilmiistiir ki,
primordial germ hiticreleri, embriyonik kok
hiicreler ve blastosit hiicreler1 olcilebilir
DNA metilasyonu olmaksizin normal bir
sekilde gelisirler. Fakat kok hiicreler
farlilasmaya baslar baslamaz DNA
metilasyonu kusursuz gelisim 1¢in gerekli
hale gelir.



» Klasik modele gore, 1lkin olarak gelisim
boyunca metilasyon varligi tespit edilir, DNA
metilasyon paternleri sabitlenir ve daha sonra
DNA metiltransferaz enziminin bakim
aktivitesi surekli devam eder. DNA
metiltransferaz yeni sentezlenmis ve yari-
metillenmis DNA’ y1 tanir ve hizli bir sekilde
onu tamamen metilenmis forma cevirir.



2) genomik imprinting
3) X-kromozomunun inaktivasyonu

4) Konak memel1 hiicrelerinin genomuna
birlestiren viral DNA’ nin metilasyon
tarafindan inaktivasyona ugratilmasi, bu
yontemin enfeksiyon ajanlarina karsi bir
Koruma mekanizmasi olarak gorev aldigim
gostermektedir



CpG Adaciklari Nedir?

Dintikleotidler bazen NpN olarak gosterilmektelerdir.
16 olas1 dintikleotid kombinasyonu bulunmaktadir.

Bir DNA sekansinda herhangi bir dintikleotidin
bulunma olasiligi 1/16 ya da ~ %6’ dir. Buna karsin
insanlarda CpG diniikleotidi sikliginin ol¢iisti ¢ok
azdir, bu CG baskilanmasi olarak bahsedilen bir
olaydir.

GC baskilanmasi olayi, insan genomunun basindan
sonuna kadar 300-3000 b¢ uzunlugundaki kugtik
alanlar haricinde, ¢ok belirgindir.



* Bu alanlara CpG adaciklari1 denilmektedir.
(CpG yogunlugunun fazla oldugu yerler)

* CpG adalarmin oncelikli olarak, ifade olan
genlerin 5’ bolgesinde bulunduklari
gozlenmistir.



CpG Islands (Rb gene)

Retinoblastoma gen bolgesindeki CpG adaciklari. Noktall ¢izgi
CpG alanlarinin istatiksel olarak beklenen sikligr (1/16) temsil
etmekteyken, grafik ise Rb geninin ekzon ve intronlarini da
iceren 180 kb lik DNA sekansindaki CpG alanlarinin sikliginin
istatistiksel olciisiinii temsil etmektedir. Iki CpG adaciginin yeri
oklarla gosterilmektedir. Yalnizca 5° ucuna en yakin CpG
adacigi genin promotoruna rastlamaktadir.



Rakamlarla Metilasyon

* CpG alanlar tim genomun % 1’ lik kismini
olusturur.

* CpG alanlarinin % 70-80° imetillenmastir.

e Insan promotorlarinm % 60’ indan fazlas1 CpG
adaciklarini icermektedir.



1)
2)

CpG Adaciklarinin Metilasyonu
Nedir?

Promotorla iliskili CpG adaciklari 1¢in 1lgili genin
transkripsiyonu i¢in metilasyonun olmadigi durum
gereklidir. Bu kuralin 1k1 dnemli 1stisnasi vardir:

inaktive X-kromozomunun tizerindeki genler
imprint edilmis genler

CpG adaciklarinin metilasyonuna (imprinte olmus
genlerdekl ve X-kromozomundaki) trans-activating
faktorlerinin baslatici1 oldugu diistiniilmektedir.



CpG Adaciklarinin
Metilasyonunun Nedeni Nedir?

» Bu sapkin siireci agiklayan 1ki biiyiik hipotez bulunmaktadir.

1) CpG adacik metilasyonu, DNA replikasyonu sirasinda olusan
hatalarin sonucu olan rastgele bir suirectir. Bu hatalar, sapmis
metilasyonun tstiinii kaplamasiyla ve DNA metiltransferaz
aktivitesiyle, ek olarak metillenmis biiylime-baskilayici
genlerin bulundugu hiicrelerin secilimiyle sabitlenir.

2) CpG adacik metilasyonu rastgele hatalarla 1lgili degildir.
Metilasyon makinelerindeki spesifik hatalardan kaynaklanir.

Sapmis CpG adacik metilasyonu ile 1lgili oldugu bilinen
faktorler:

* Bolgesel DNA yapisindaki degisiklikler

« Karsinojenlere maruz kalinmasi (nikel, plutonyum... gibi)
 DNA-metiltransferaz aktivitesindeki artis

» Mikrosatellit kararsizligi.



DNA Metiltransferazlar:

« DNA metilasyonu DNA metiltransferazlar tarafindan
gerceklestirilen enzimatik bir modifikasyondur. Eklenmis
olan metil grubu baz eslesmesinin kendisini etkilemez
fakat metil gruplarimin disar1 dogru ¢ikinti yapmasi DNA-
protein etkilesimlerini etkileyebilir. Okaryotlarda DNA
metiltransferazlarin iki farkl: t1p1 tanimlanmistir. de nova
metiltransferazlar, Dnmt3a ve Dnma3b gibi, bunlar
metillenmemis DNA’ y1 substrat olarak kullanir. Bakim
yapan metiltransferazlar, Dnmtl gibi, metilasyon
alanlarinin replikasyonuyla olusan yar1 metillenmis DNA”’
y1 metillerler. Bakim metilasyonu kalip DNA 1plik¢iginin
varolan metilasyon paternini yeniye sentezlenmis olana
kopyalar. Bu nedenle DNA metilasyonu kalitlanabilir ve
epigenetik bir 1saret olarak nesiller boyunca mitotik ve
mayotik hiicre boliinmeleriyle transfer edilir.
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Metilasyon Makinalari

* Pek cok metiltransferaz enzimi, de-metilazlar,
muhtemelen nadir gorulen uguncil DNA
yapisiyla alakali olan ve DNA metilasyonuna
neden olan metilasyon merkezleri, CpG
adaciklarina baglanarak onlar1 metilasyondan
koruyan trans-activating proteinlerini i¢eren
metilasyon-koruma bolgelerini igerir.



Hastahklari:

*Kanserde, transkripsiyon baslangi¢ bolgesindeki normal olmayan
metilasyon tiimor siiprasor genlerin (p/6, VHL, Rb... gibi) ifadesini
baskilayabilir.

*Son zamanlarda ii¢ insan hastaligi, genlerdeki mutasyonlarla
iliskilendirilmistir. Bu ya DNA metilasyonunun kendisinden ya da
metilasyon aracilikli gen diizenlenmesini i¢erdigi diisiiniilmektedir.

Rett Sendromu: Rett Sendromlu hastalarda metilasyon bagimli DNA-
binding proteinleri kodlayan gen; MECP2’ de mutasyonlar bulunmustur.

ICF Sendromu: Kromozom 1, 9 ve 16’ nin satellit bolgelerinin
hipometilasyonuyla karakterize edilmistir. Bu kromozomlarin
kararsizligina neden olur. Son zamanlarda, de novo DNA metiltransferaz
genit DNMT3B’ deki mutasyonlarin bu sendromla baglantisi1 oldugu
bulunmustur.

X-bagimh Alfa Talasemi / Zeka Geriligi Sendromu (47R-X): ATRX geni
alfa talasemi, ¢esitli zeka gerilikleri, fasiyal dimorfizm ve liregenital
anomalileri igeren bir hastalikla iliskilidir. ATRX’ deki mutasyonlar, IDNA
dizileri ve subtelomerik tekrarlar gibi fazla miktarda tekrarlanan
sekanslarin metilasyon paternlerinde degisikliklere neden olur. Bu nedenle
ATRX’ 1n gorevini kaybetmesi gen 1fadesinin diizenlenmesinin de kaybini
icerebilir.



*Imprinting hatalariyla alakali en iyi karakterize edilmis
sendromlar; kromozom 1 1p tizerindeki Beckwith-Wiedemann
sendromu (BWS) ve kromozom 15q tizerindeki Prader-
Willi/Angelman sendromlaridir. BWS hastalarinda tipik
olarak; insulin-benzeri biiytime faktor 2 geninin (/GF2)
bialelik ifadesi ve/veya p57KIP2 (normal olarak yalnizca
maternal alelden 1fade olan ve tiimor baskilayici oldugu
diistiniilen gen)’ deki mutasyonlar.

*Imprinting’ deki hatalar ayrica,kanserin pek ¢ok
cesidinin gelisimiyle 1ligkilidir. Clinkli imprinte olmus genler
gorev acisindan haploidtir. Imprinte olmus bir timor
baskilayici geni kanser hassasiyetinin artmasiyla 1liskili
olabilir, ¢linkii baskilama gorevinin kaybi i¢in yanlizca bir
alelinin 1naktive olmasi yeterlidir.



Metilasyon Inhibitorleri:

e 5-azacitidin ve 5-aza 2’-deoksisitidin gibi
metilasyon inhibitorleri 1le muamele kanser
hiicrelerinin biiytime hizini kalitsal bir bigimde
azaltabilir.



DNA Metilasyonunun
Degerlendirebilmesi Igin Metodlar:

Southern blot

Southern blot, DNA metilasyon analizinde en sik kullanilan
metoddur. Bu metodda; genomik DNA, ayni dizilim i¢in
spesifik olan methylation-sensitive ve insensitive
endontikleazlarla kesilir (6rnegin: Hpall ve Mspl). Daha sonra
restriksiyon fragmentleri agaroz jelde ayirilir, bir membrana
trasfer edilir ve hedef DNA dizisi 1¢in spesifik olan bir probla
hibridize edilir. Otoradyografi tahmin edilen buiytikliikteki
bantlarmn varligini ortaya ¢ikaracaktir. Bu teknigin
sinirlamalar 1se:

Southern blot analizi i¢in gereken DNA miktaridir (0rnek
basina 5-10 pg). Bu ise 0zellikle tlimor ornekler1 kii¢lik oldugu
zaman engelleyicidir.

Tamamlanmamis enzim kesimi sonug¢lar etkileyebilir,
degerlendirme zorlasur.



Restriksiyon Enzim PCR’ 1

Genomik DNA metilasyon-sensitive ve metilasyon-
insensitive restriksiyon enzimleri ile kesilir ve daha sonra
parcalanmis DNA hedef dizinin kanatlar1 olan primerlerle
amplifiye edilir. Metilasyon-sensitive endontikleazlarin
kullanimi, eger hedet dizi metilenmis CpG alanlar
igeriyorsa tahmin edilen bir biiyiiklikte DNA
amplifikasyonunu olas1 hale getirir. Metilasyon-insensitive
bir endoniikleazin kullanimai 1le, hedef DNA dizisinin
metilasyon durumu ne olursa olsun amplifikasyon olasi
olmayacaktir. Bu teknigin en biiyiik sinirlamasi, enzim
kesiminin tamamlanmak zorunda olmasidir. Diger sinirlama
1se, eger hedef bolgede pek ¢cok CpG alani varsa, bazilar
metilenmis bazilar1 metillenmemis, elde edilen sonuclar
yetersiz olacaktir. Bu teknik yinede hedef bir dizideki DNA
metilasyonunun birincil secgicisi olarak oldukca faydalidir
(Kane et al., 1997).



Bisulfit DNA Dizisi

Bisiilfiit metodu, 5-metilsitozin iceren DNA
dizisi 1¢in, genlerin metilasyon derecelerinin
analizi i¢cin yeni tekniklerin gelistirilmesine
olanak saglamistir (Grigg and Clark, 1994).
Bisulfit genomik dizi analizi 11k olarak Frommer
et al. (1992) tarafindan tanimlanmistir. Bu
teknik genomik DNA’ daki tek 5-
metilsitozinlerin (5-MC) bile ortaya ¢ikarilmasi
icin mikemmel bir aractir. Metod tek 1plik¢ikl
DNA’ daki biitlin Sitozin’ ler1 sodyum bisiilfitin
Urasil’ e deamine etmesi temeline dayanir. Bu
sirada 5-MC degismeden kalir (Hayatsu et al.,
1970).



Daha sonra bu modifiye edilmis DNA,
degistirilmis dizi 1¢in spesifik olan bir primer seti
kullanilarak PCR 1le amplifiye edilir. Bu
amplifikasyonda tiim Urasil’ ler (degistirilmis
Sitozin’ ler) Timin olarak amplifiye olurken, yalnizca
5-MC’ ler Sitozin olarak kalir. Amplifiye olmus
fragmentlere ya direkt olarak ya da her bir molekiiliin
klonlanmasindan sonra dizi anahzl yapilabilir.
Klonlama stretejisi alleller arasi metilasyon
farkliliklarinin analizi 1¢in ¢ok kullamshdlr (Clark et
al., 1994, 1995). Bisiilfit doniisimiiniin
tamamlandiginin kanitlanmasi ¢ok onemlidir, ¢liinkti
metilenmis CpG alanlarindaki Sitozinlerin bistilfit
muamelesine direngli olabilecegi rapor edilmistir
(Harrison et al., 1998).




MSP

MSP 1lk olarak Herman et al. (1996a) tarafindan
tanimlanmis bir tekniktir. Bisiilfit muamelesi sonrasi
metilenmis ve metillenmemis DNA arasindaki bulunan sekans
farkliliklarin1 avantaj olarak kullanir. Sitozinler Urasile
deamine olur, bu Urasiller PCR sirasinda Timine replike olur,
PCR’ dan sonra amplifiye olmus DNA; metillenmemis veya
metillenmis sekanslar 1¢in spesifik olan primer cifti ile elde
edilir (Herman et al., 1996a). MSP; DNA’ nmin verilmis bir
bolgesindeki metilasyonun varliginin analizi i¢in oldukga hizl
ve nitel bir yontemdir. Primerlerin dikkatli se¢ilmesi ¢ok
onemlidir ciinkii hem metilenmis hem de metillenmemis
primer ciftleri ile yanhs pozitif sonu¢ elde etmek olasidir ve bu
da sonuclar1 degerlendirmeyi olduk¢a zorlastirir. Genomik
DNA’ nin tamamlanmamis bistlfit modifikasyonu da
metilenmis C’ ler 1¢in yanlis pozitif sonug verebilir.



Metilasyon-Sensitive Tek Nukleotid Primer
Extension

Tek niikleotid primer extension analizi 1lk olarak Kuppuswamy
et al. (1991) tarafindan, normal olmayan allellerdeki mutasyonun
tespiti 1¢in tanimlanmistir. Gonzalgo ve Jones (1997) spesifik CpG
alanlarindaki metilasyon farkliliklarimin miktari i¢in bu metodu
modifiye etmistir. DNA’ nin bistilfit muamelesi ve hedef sekansin
degistirilmis DNA ic¢in spesifik primerlerle amplifikasyonundan
sonra, bu amplifiye olmus DNA metilasyon-sensitive tek nikleotid
primer extension (MS-SNuPE) 1 i¢in kalip olarak kullanilabilir. Bu
tek niikleotid extension reaksiyonu i¢in kullanilan primerler;
metilasyon analizi i¢in birlesme bolgesinden yalnizca bir ntikleotid
oncesinden primerin sonlanacagi sekilde dizayn edilir. Saflastirilmis
amplifiye olmus DNA ya dCTP ya da dTTP ve DNA polimeraz ile
inkiibe edilir. Eger hedef bolge metilenmis ise; bir Sitozin niikleotid
extension u sirasinda birlesecektir, eger bolge metlllenmemls 1s€;
onun yerine Timin birlesecektir. Ilgili Sitozin ve Timin
birlesmelerinin miktar1 hedef bolgenin metilasyon durumunun
belirlenmesine izin verecektir. Yukarida aciklandig gibi primer
dizayni ve DNA’ nin modifikasyonunun tamamlanmasi bu analiz ile
1y1 sonuglar elde edilmesi amaciyla dnemlidir.



DNA Metilasyonunun Degerlendirilmesi
icin Diger Analizler:

Yukaridaki analizler DNA metilasyon analizi i¢in
en genis Olc¢lide kullanilanlardir. COBRA analizi
(X1ong and Laird, 1997) ve genomik DNA’ nin
bistilfit modifikasyonu tarafindan restriksiyon
enzimler1 icin yeni spesifik bolgelerin yaratilmasini
(Sadri and Hornsby, 1996) da igeren diger 1lging
analizler hala gelistirilmektedir. Metilenmis
sekanslarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in ve farkli sekillerde
metilenmis genlerin klonlanmasi 1¢in (Gonzalgo et
al., 1997; Huang et al., 1997; Akama et al., 1998;
Ushijima et al., 1997; Toyota et al., 1999) pek ¢ok
yeni metod gelistirilmektedir.



