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0ZET

DNA metilasyonu, yeni gelismelerle birlikte arastirmacilara merak uyandiran en temel epigenetik mekanizmalar-
dan biridir. Teknolojinin gelismesiyle hizl ilerlemeler kaydeden analiz yontemleri sayesinde metilasyonun farkl
rollerinin ortaya ¢tkmasi, ozellikle hastaliklar iizerindeki etkilerinin kesfedilmesini kolaylastirmigtir. DNA'nin kim-
yasal degisimiyle genlerde ifadesel farklliklar saglayan bu mekanizmada meydana gelebilecek bir hata ya da
diizensizlik, bircok hastaligin temelinde yatan sorunlar olusturabilir. DNA metilasyonunun bilinmeyen yonlerinin
ortaya cikarilmasi, hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasina biiyiik katkilar saglayacaktir.

Anahtar sozciikler: DNA metilasyonu, epigenetik

DNA METHYLATION AND ITS RELATION WITH DISEASES
ABSTRACT

DNA methylation is one of the most investigated epigenetic mechanisms in recent years. With advances in
technology, analysis related to this mechanism has shown that methylation has different effects on specific
diseases. DNA methylation is a biochemical process that results in differences in expression of many genes, errors
in which may be linked to a variety of human diseases. Understanding the unknown etiology of DNA methylation
may contribute to explaining the pathophysiology of related diseases.

Key words: DNA methylation, epigenetics

Ik kez 1940’1 yillarda kullanilan epigenetik terimi, DNA dizisinden bagimsiz olarak gen

ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (1,2). Son

yillarda, gelisen teknolojiyle birlikte epigenetik alaninda yapilan calismalar biyuk
Olglide hiz kazanmistir. Epigenetik olaylarin 6zellikle insanlar tizerindeki 6nemli etkile-
rinin kesfedilmesi, hastaliklarla iliskisinin kurulmasini da saglamistir. Bircok hastalik, epi-
genetik mekanizmalarin diizenlenmesindeki hatalardan dolay ortaya cikmaktadir (3).
Epigenetik mekanizmalarin birbiriyle uyum icinde etkilesmesi ve diizenlenmesi, orga-
nizmanin normal bir embriyonik gelisim gecirilebilmesi icin ¢ok kritiktir. Bu siirecte, ayni
genetik diziye sahip hticreler, farkli ifade profilleri sergileyerek degisik fenotipler goste-
rirler. Bir organizmada tek bir atasal hiicreden ¢ok farkli hiicre tipinin olusmasi, genlerin
farkli yer ve zamanlarda ifade olmalarindan kaynaklanmaktadir. Epigenetik mekanizma-
lar, yer-zaman parametresine bagli olarak, belirli genlerin ifade olmasini saglarken belirli
genlerin ifadesini de baskilamaktadir (4). Bunu saglayan mekanizmalarin herhangi birin-
deki bir hata ya da diizensizlik, genlerin ifadesinin asiri artmasina veya baskilanmasina
neden olarak epigenetik kaynakli hastaliklart meydana getirmektedir (5).
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DNA metilasyonu ve gen ifadesindeki rolii

Okaryotik hiicreler gen ifadesi kontroliinii saglayabilmek
icin cekirdekte yuksek derecede kontrol edilen, dinamik
ve karmasik bir yapi olan kromatini kullanirlar. Kromatin
yapisl, yapisal ve kimyasal birtakim degisimlere ugrayarak
gen ifadelerini etkilemektedir. DNA'nin ¢ok siki paketlen-
mis formu olan kromatin yapinin DNA replikasyonu sira-
sinda acilmasiyla, kalip zincirde var olan yapisal ve kim-
yasal modifikasyonlar, diger bir deyisle “epigenetik isaret-
ler” yeni sentezlenen zincirlere aktarilir ve bu sekilde her
bir replikasyon sirasinda hiicreden hiicreye korunur (3).
Kromatin yapi tzerinde meydana gelen epigenetik mo-
difikasyonlarin genlerin ifadelerini etkilemesi, DNA meti-
lasyonu ve histon modifikasyonlar gibi temel epigenetik
mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir (6).

Son donemlerde (izerinde ¢ok calisilan ve hakkinda en
cok bilgi sahibi olunan epigenetik mekanizma DNA me-
tilasyonudur. DNA metilasyonu, kovalent bir modifikas-
yondur ve sitozin (C) bazinin 5. karbonuna bir metil grubu
(-CH) takilmasiyla 5-metil sitozin (5m-C) yapisinin olus-
masiyla karakterize edilir (7). Bu kimyasal tepkime, DNA
metil transferazlar (DNMT) tarafindan katalizlenmekte-
dir. Bu enzimler, metil grubu donérii olan S-adenozil-L-
metiyonin (SAM)'den metil grubu alarak sitozinin 5. kar-
bonuna transfer ederler. Memelilerde bilinen bes DNA
metil transferaz enzimi vardir; DNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3L ve DNMT2. En 6nemli katalitik aktivitelere sahip
olan enzimler DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B'dir. DNMTT,
DNA zincirinde kurulu olan metilasyon paternlerinin
yeni zincirlere aktarilmasindan sorumludur. DNMT3A ve
DNMT3B'de novo metil transferazlar olarak adlandirilirlar
ve gelisimin erken evrelerinde kurulan ilk metilasyon pa-
ternlerinin olusturulmasindan sorumlulardir (8).

DNA metilasyonu, genomdaki sitozin (C) ve guanin (G) ciftle-
rinin ardarda siralanmasiyla olusan ve CpG dizilerinin yogun-
lastigi bolgelerde gerceklesmektedir. insan genomunda yak-
lasik olarak 28 milyon CpG dizisi bulunmaktadir. Bu dizilerin
%10'dan azi, CpG adaciklari olarak adlandirilan 500 baz giftin-
den biiylk ve GCiceriginin %55'den fazla oldugu bolgelerde
bulunmaktadir. Evrimsel slirecte korunmus olan CpG ada-
ciklari, genellikle genlerin promotor bdlgelerinde yerlesim
gostermektedir. Yaygin olarak, organizmanin gelisimi ve sag
kalmuicin stirekli olarak ifade edilmesi gereken housekeeping
ve diizenleyici genlerdeki CpG adaciklari, DNA metilasyonu-
na karsi direncli bolgelerdir. Bunun yaninda, tekrar dizileri
ve transpozonlar gibi heterokromatin bolgelerdeki CpG di-
zilerinde ise, DNA metilasyon orani ylksektir. Bu bolgelerin
metillenmis durumda olmasi ile transkripsiyon baskilan-
makta ve bu elementlerin genom ici hareketi engellenerek

kromozomun kararli yapida kalmasi saglanmaktadir (9,10).
Buna ek olarak; uzun dénem baskilanmasi gereken inaktif X
kromozomundaki genler, imprinted genler, gametlerde ifade
olmasi gereken genler ve bazi dokuya 6zgl genler de, yer
ve zaman durumuna bagli olarak metilasyona ugramakta-
dir (5). Sitozine metil grubunun takilmasiyla DNA'da olusan
“epigenetik isaret” genlerin hangi hiicrede ifade olup hangi
hiicrede ifade olmayacagini belirlemektedir. Genel bir alg:
olarak DNA metilasyonu, promotor bdlgedeki CpG adacikla-
rinin metillenmesini saglayarak o genin susturulmasini sagla-
maktadir. Bu durumun gergeklesmesi icin iki mekanizma 6ne
strtlmustur; direk ve indirek mekanizmalar (Sekil 1). Direk
mekanizmalarda, genin promotor bdlgesine transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasinin fiziksel olarak engellenmesi s6z
konusudur. Transkripsiyon faktorlerinin baglanma bélgesin-
deki metillenmis CpG'ler, transkripsiyon faktorlerinin buraya
baglanmasini yapisal olarak engeller ve bu sekilde gen ifade-
si baskilanir. Bu mekanizmaya alternatif olan ve glinimiizde
daha cok kabul géren diger bir mekanizma da indirek meka-
nizmalardir. Burada, genin promotor bolgesindeki metillen-
mis CpG'ler, metil-CpG baglanma proteinleri (MeCPs) olarak
adlandirilan birtakim faktérlerin bu bolgeye baglanmasini
tetiklemektedir. Bu proteinlerin baglanmasi, histon deaseti-
laz ve histon metiltransferaz gibi bircok korepresor proteinin
de bdlgeye gelmesini saglamaktadir. Histon deasetilazlar
(HDAGs), bu bolgedeki histonlari deasetile eder ve boylece
kromatin yapisi inaktif konfiglirasyon kazanir. Histon metilt-
ransferazlar (SUV39) ise, H3 histonunu 9. lizin pozisyonundan
(H3K9) metiller ve inaktif kromatin yapisini daha da saglam-
lastirir. H3K9 metilasyonu ayni zamanda bdlgeye heterokro-
matin proteinini (HP1) ve kromatin remodelling proteinlerini
(BRM, SIN3A) de bu bolgeye ¢eker. Sonucta, genin promotor
bolgesinde olusan bu kompleks yapi genin transkribe olma-
sini engeller ve gen ifadesi baskilanir (11).

Bugline kadar DNA metilasyonu ile ilgili yapilan calismala-
rin buyuk bir cogunlugu, promotor bolgedeki metilasyona
odaklanmistir. Aslinda, promotor bdlge metilasyonu ile
gen sessizlesmesi arasindaki iliski 1970'lerde tanimlanmis-
tir. Promotor bolgedeki CpG adaciklarinin metillenmesi ve
bunun gen ifadesini baskiladiginin kesfi, DNA metilasyonu-
nun islevi hakkinda genel alginin sekillenmesini saglamistir.
Simdilerde ise, DNA metilasyonu ve gen sessizlesmesi ara-
sindaki iliskinin belirsiz oldugu glindemdedir. DNA metilas-
yonu, gelisen genom-boyu metilasyon haritalamalari saye-
sinde; transkripsiyon baslama bolgelerinde, ekzon ve intron
bolgelerinde, diizenleyici bolgelerde ve tekrar dizilerinde
de analiz edilebilmektedir (12). X kromozomu (zerinde ya-
pilan calismalar sonucu, gen icinde gerceklesen metilasyon
ile aktif transkripsiyon arasinda pozitif korelasyonlar bulun-
mustur (13). Gen icindeki metilasyonun transkripsiyonu
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Sekil 1. DNA metilasyonu ile gen ifadesinin baskilanmasini saglayan iki mekanizma. DNA'sI metillenmemis ve histonlar asetile halde olan bir gen bélgesine
transkripsiyon faktorleri kolayca baglanir ve bu sekilde gen ifade edilir. Direkt mekanizmalar ile gergeklesen metilasyonda, metillenmig DNA'ya transkripsiyon
faktorleri baglanamaz ve transkripsiyon baskilanir. Indirekt mekanizmalarda ise, metillenmis DNA metil-CpG baglanma proteinlerini (MecP2), korepresorii SIN3AYy1,
histon metil transferazlar (SUV39), histon deasetilazlar (HDAC) ve heterokromatin proteinlerini (HP1) bolgeye dogru geker. Bu sekilde metillenmis DNA (izerinde

olusan kompleks protein yapisi gen ifadesini baskilar (11).

engellemedigi hatta transkripsiyonun uzamasini tetikledigi
onerilmistir. Promotor bolgedeki metilasyon gen ifadesi ile
negatif korelasyona sahipken, gen icindeki metilasyonunun
gen ifadesi ile pozitif korelasyona sahip olmasinin acikca bir
paradoks oldugu da vurgulanmistir (12). Bu acidan bakildi-
ginda, DNA metilasyonunun gen ifadesi tizerine etkilerinin
hem baskilama hem de ifadeyi artima yoniinde olabilecegi
g0z ardi edilmemelidir.

DNA metilasyonu analiz yontemleri

Bugtine kadar gelistirilen DNA metilasyonu analiz yontem-
leri, DNA dizisindeki sitozinlerle 5-metil sitozinlerin ayirt edil-
mesi esasina dayanmaktadir (14). DNA metilasyonu analizleri
icin, calisma alaninin amacina uygun bir yontem segilmesi
onemlidir. Buna gore, analiz ydontemleri iki genel baslik altin-
da toplanabilir. Bunlar, global metilasyon analizleri ve gene-
0zgul metilasyon analizleridir (Sekil 2) (15).

Global metilasyon analizleri

Global metilasyon analizleri, bir organizmanin genomun-
da bulunan tim 5m-C'lerin yogunlugunu analiz etmeye
yarayan yontemleri icermektedir. Global DNA metilasyo-
nunun Odlcllmesinde kullanilan en tipik yontem Yuksek
Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)'dir (16). Kantitatif
bir yontem olmasina karsin, analizler cok miktarda ve yuik-
sek kalitede genomik DNA gerektirmektedir. Ayrica bu
yontem yiiksek-6lcekli analizler icin uygun degildir. HPLC

yontemine alternatif olarak, daha az miktarda DNA gerekti-
ren bisulfit-bazli PCR ydontemleri de mevcuttur. Bu yontem-
lerde; LINE, SINE gibi tekrar bolgelerindeki metilasyon oran-
lari 6lctilmektedir (17). Memeli genomundaki metillenmis
CpG'ler, %70-80 oraninda tekrar boélgelerinde bulunmak-
tadir. Bundan dolayi, metillenmis CpG yogunlugu 6l¢tlme-
sinde tekrar bolgelerinin analiz edilmesi global yogunluk
hakkinda dogru bilgi vermektedir. Bu yontemlerde, DNA'ya
bisilfit modifikasyonu uygulanir ve ardindan PCR ile amp-
lifiye edilir. Daha sonra elde edilen tim genoma ait PCR
arlnleri, yeni nesil sekanslama gibi yliksek-6lcekli yontem-
lerle analiz edilerek genomdaki 5m-C yogunlugu belirlenir.

Gene-o6zgiil metilasyon analizleri

Gene-6zgll metilasyon analizleri, genom-boyu ve aday gen
yaklasimlari olarak iki kategoride incelenebilmektedir (Sekil
2) (15). Genom-boyu metilasyon analizi yaklasimi, genomda-
ki buttin gen bolgelerinin yiiksek-6lcekli teknolojiler kullani-
larak metilasyon acisindan taranmasini kapsayan yontemleri
icermektedir. Bu yaklagimda; ti¢c temel yontem olan restriksi-
yon enzimleriyle kesim, bisiilfit modifikasyonu veya immiin
¢okttirme islemlerinin ardindan mikrogip ya da yeni nesil se-
kanslama yontemleri ile ylksek-6lcekli analizler yapilir (14).

Restriksiyon enzimleri ile kesim ydnteminde, enzimler
metillenmis ya da metillenmemis DNA'y1 taniyip kesim
yapacak sekilde adapte edilebilmektedir. Enzim kesimin-
den sonra olusan fragmentlere adaptor ligasyonu yapilir.
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Sekil 2. Calisma alaninin amacina gore global ve gene-6zgul olarak iki biiyiik sinifa ayrilan DNA metilasyon analiz yontemleri.

Fragmentler PCR ile amplifiye edilir ve mikroarray ile hibri-
dizasyon gerceklestirilir. Restriksiyon temelli yontemlerin
dezavantaji, metilasyon analizinin sadece enzimin tanidigi
bolgelerle kisitl olmasidir (14,15).

DNA metilasyon analizlerinin gelismesine en buyuk kat-
kiyr saglayan yontem stiphesiz bisilfit modifikasyonudur.
Sodyum bisiilfit modifikasyonu, DNA'daki metillenmemis
sitozinlerin urasile doniismesi ve metillenmis sitozinle-
rin degismeden kalmasi temeline dayanmaktadir (18).
Modifikasyon isleminden sonra PCR ile amplifikasyon ve
ardindan sekanslama ile DNA'daki metillenmis ve metil-
lenmemis bolgeler ayirt edilebilir. Bisiilfit modifikasyonu,
metilasyon analizleri icin altin bir standart olmustur ve bu
yonteme dayall bircok metodoloji gelistirilmistir. Bisulfit-
bazli yontemlerin gelismesiyle birlikte hem gene-6zgiil
hem de genom-boyu calismalarinda tek nikleotit rezo-
[isyonunda analizler mimkiin olmustur (15).

Metillenmis bdlgeleri analiz etmek amaciyla, 5m-C'lere
baglanan metil-spesifik proteinlere 6zgi antikorlar Gre-
tilmistir. Bu antikorlarin kullanimiyla immun ¢oktlrmeye
dayali metotlar gelistirilmistir (19). DNA 6nce sonikasyona
ugratilirak denatiire edilir. Metillenmis bolgelere baglanan
proteinlere 6zgi antikorlar kullanilarak immun-¢oktirme
islemi yapilir. Daha sonra bu bdlgeler amplifiye edilir ve
olusan fragmentler mikroarray ya da yeni nesil sekansla-
ma yontemleri ile analiz edilir.

Aday gen yaklagimlari, daha 6zgiil olarak tek bir gen bdl-
gesinin metilasyon durumunu yiksek-6lcekli teknoloji-
lere nazaran daha basit molekiiler teknikler ile incelen-
mesini mimkiin kilan yontemleri icermektedir. Aday gen
yaklasimlarinda, bisulfit-bazli yontemler, yaygin olarak
kullaniimaktadir. DNA'ya bisilfit modifikasyonu ve ilgili
gen bolgesine 6zgul polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uy-
gulamalarinin ardindan jel elektroforezi, (gercek zamanli)
GZ-PZR, Sanger sekanslama ve pyrosekanslama gibi yon-
temlerle devam edilir (15).

DNA'nin bisilfit modifikasyonundan sonra, sadece metil-
lenmis CpG dizilerine 6zgu olarak tasarlanan metil-spesi-
fik primerler kullanilarak DNA amplifiye edilir ve olusan
fragmentler jel elektroforezinde ydritilur. Bu sekilde
metile olmus ve olmamis bolgelerin ayirt edilebildigi yon-
teme Metilasyon-Spesifik PZR (MSP) denir (20). MSP, hizh
ve ylksek hassasiyete sahiptir ancak kantitatif degildir. Bu
yontemin kantitatif sonuglar veren alternatifi MethylLight
yontemidir (21). Bu yontemde metil-spesifik primerlere ek
olarak metil-spesifik floresan isaretler kullanilir ve amplifi-
kasyon GZ-PZR cihazi ile gerceklestirilir.

Aday gen yaklasimlarinda en cok tercih edilen yontem-
lerden biri de, bisulfit sekanslamadir. Bisiilfit isleminden
sonra PCR ile ¢ogaltilan DNA'lar Sanger sekanslama ile
analiz edilir. Bu sekilde tek niikleotit bazindaki degisiklik-
ler saptanabilmektedir (22). Kisa ve orta uzunluktaki DNA
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dizilerinin analizi icin gelistirilen ve bir primer uzama yon-
temi olan pyrosekanslama da, metilasyon analizlerinde
siklikla kullanilmaktadir. Sanger sekanslamasindan farkli
olarak, burada dNTP’lerin kalip zincire eklenmesiyle sali-
nan pirofosfat (PPI) grubunun saptanmasi s6z konusudur.
Salinan pirofosfat miktarina bagh olarak olusan sinyaller
pyrogram ile analiz edilir. Bu sekilde, her bir CpG bdlge-
sindeki metillenmis ve metillenmemis sitozinlerin ylizdesi
saptanabilir ve miktan dlcilebilir. Pyrosekanslama, ayni
reaksiyonda birden ¢cok CpG bolgesinin metilasyon mikta-
rinin kesin olarak belirlenebilmesi yoniinden avantajhdir.
Tek dezavantaji, her bir reaksiyonda sadece 25-30 bazlik
bolgelerin sekanslanabilmesi ve bunun da analiz edilecek
CpG boélgelerini sinirlandiriyor olmasidir (23).

DNA metilasyonu ve hastaliklar

DNA metilasyonu; embriyonik gelisim, transkripsiyon, kro-
matin yapisinin diizenlenmesi, X kromozomu inaktivasyo-
nu, genomik “imprinting” ve kromozom stabilitesinin sag-
lanmasi gibi bircok hiicresel stirecte rol oynayan énemli bir
epigenetik mekanizmadir. Metilasyonun bu tip kritik stirec-
lerde rol almasi, onun ¢ok iyi bir sekilde kontol edilmesini
gerektirmektedir. Bircok hastaligin temelinde, epigenetik
kontrol sisteminin diizgiin bir sekilde ¢alismamasi yatmak-
tadir. Epigenetik modifikasyonlar diizgtin bir sekilde kuru-
lamaz ya da devam ettirilemezse, bu surecle ilgili patolojik
sonuclar ortaya cikabilmektedir (5,6). Bu bélimde, anormal
DNA metilasyon modelleri ile iliskili olan bes grup hasta-
liktan bahsedilecektir. Bunlar; “imprinting” hastaliklar, Ggla
tekrar hastaliklar, mekanizma ile direk iliskili hastaliklar,
kanser ve inflamatuvar hastaliklardir (Tablo 1) (5).

imprinting hastaliklar

Genetik materyalin anneden ya da babadan kalitiima-
sina bagl olarak farkli ve monoallelik ifade olusumuna
genomik imprinting denir. Yogun CpG adaciklarina sahip
“imprinted” genlerin en dnemli 6zelligi, farkli allellere 6zg
olarak metilasyon paterni gostermeleridir. Bu genlerin ifa-
desi imprinting kontrol bolgeleri (IKB) tarafindan dizen-
lenmektedir (24,25). Bu hastalik grubunun en karakteristik
ornekleri Prader-Willi ve Angelman sendromlaridir. 15.
kromozomda paternal ve maternal olarak monoallelik
ifadeye sahip bir seri gen bulunmaktadir. Bu genlerin ifa-
desini diizenleyen IKB, iki parcali yapisiyla paternal ve ma-
ternal kromozomda bulunan farkli genlerin “imprinting”
mekanizmasini kontrol etmektedir. Paternal kromozom-
daki Small nuclear ribonucleoprotein-associated protein N
(SNRPN) geninin promotoru ve IKB delesyonu Prader-Willi
sendromuna yol agmaktadir. Delesyon sonucu imprin-
ting mekanizmasi kontrol edilemez ve farkli metilasyon

durumlari ortaya cikar. Monoallelik paternal ifade goster-
mesi gereken bir seri gen metillenir ve baskilanir (26-28).

15. kromozomun maternal alelinde dokuya 6zgiil mono-
allelik ifade gostermesi gereken Ubiquitin-protein ligase
E3A (UBE3A) geni bulunur. Ayni sekilde, IKB'de bir deles-
yon sonucu imprinting mekanizmasi kontrol edilemez ve
UBE3A geni baskilanir. Bu genin diger imprinted genler-
den farki, dokuya 6zgi olarak imprinting e ugramasidir;
sadece beyin hiicrelerinde maternal alel ifade olur. Bu ge-
nin imprinting mekanizmasinin bozulmasi sonucu, beyin
hicrelerinde her iki alelde de ifade edilmez ve Angelman
sendromu meydana gelir (26,29).

Uclii tekrar hastaliklari

DNA metilasyon mekanizmasindaki hatalar, birtakim tekrar
hastaliklariyla da iligkilidir. Genomda bulunan tekrar dizile-
ri belli bir sayida bulunmalidir. Bu sayinin normalden fazla
tekrar ederek artmasi bircok patolojik durumu beraberinde
getirmektedir (30). Bazi tekrar dizilerinin CG iceriginin fazla
olmasi, bu dizilerin metillenme potansiyelini arttirmaktadir.
Normalde belli bir oranda bulunan tekrarlarin bir sekilde
artmasiyla bu bolgeler metilasyon icin hedef olusturmak-
tadir. Yapilan calismalar, bu dizilerde saptanan yiiksek me-
tilasyon oranlarinin hastaliklarla iliskili olabilecegini ortaya
koymustur (5). Frajil X sendromu (FRAXA), kalitsal zeka ge-
riligi ile iliskili X kromozomuna bagli bir hastaliktir (31). Bu
hastalik, mRNA transportunda gorevli olan fragile X mental
retardation 1 (FMR1) geninin 5’'UTR bélgesindeki CGG tek-
rarlarinin 200 kopyadan fazla olmasi sonucu olusmaktadir.
CGG tekrarlarinin normalden fazla saylya ulasmasi, anormal
metilasyon durumlarini ortaya cikarabilecegi distnilmis-
tlr. Yapilan arastirmalar sonucunda, hastalarin 5’'UTR bdl-
gesindeki uzamis CGG tekrarlarinda de novo metilasyon ve
promotor bolge metilasyonu gézlenmistir (32).

Mekanizmai ile iligkili hastaliklar

Bu grup hastaliklar, DNA metilasyon mekanizmasinda rol
oynayan genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan hastaliklar-
dir. Bir otoimmun hastalidi olan sistemik lupus eritematozus
(SLE)da, immiin sistemi tarafindan Uretilen ve kisinin kendi
proteinlerini hedef alan oto-antikor Gretimi s6z konusudur.
T hicreleri tarafindan sentezlenen oto-antikorlar; DNA, kro-
matin faktorleri, kiictik ribonikleer proteinler gibi nikleer
komponentleri hedef alir (33,34). T hiicrelerinde olugan DNA
metilasyonu ile iliskili hatalarin oto-antikor Giretimi cevabini
olusturdugu duslintlmektedir. Normalde T hiicrelerinde
SLE ile iliskili genler metile durumdadir. SLE'li T hiicrelerinde
ise tim genomun global olarak hipometilasyonu ve diistik
DNMT 1seviyeleri s6z konusudur. Ayrica, SLE ile iliskili CD11a
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Tablo 1. DNA metilasyon mekanizmasi ile iligkili hastaliklar.

Kanser

Hastalik tipi Kromozomal bélge | Etkilenen gen/ gen bélgeleri DNA metilasyonu ile iligkisi
Prader-Willi sendromu 15011.2 MKRN3, MAGEL2, NDN, Paternal alelde de novo metilasyon,
(PWS) att. SNURF1, SNRPN, IPW IKB’de delesyon, paternal genlerde ifade kaybi
e e Angelman sendromu Maternal metilasyon kaybi, IKB’de delesyon,
Imprinting” Hastaliklar (AS) 15012 UBE3A, ATPC10C beyindeki maternal genlerde ifade kaybi
Beckwith-Wiedemann 110155 IGF2, CDKN1C, H19, Maternal metilasyon kaybi, maternal alelde de
sendromu (BWS) pto. ASCL2, KCNQ1, KCNQ10T1 novo metilasyon, IKB'yi bozan translokasyonlar
Frajil X sendromu FMR1 5’UTR bélgesinde artan CGG tekrarlari,
(FRAXA) M LA promotorda de novo metilasyon
{Uglii Tekrar Hastaliklan MV"“(’S:\';I;’)'S”O" 19q13.2-q13.3 DMPK, SIX5, digerleri DMPK 5’ UTR bélgesinde artan CTG tekrarlan
Fasiyoskapulohumeral . .
distrofi (FSHD) 4q35 FRG2, FRG1, SLC25A4 (ANT1) D4Z4 tekrarlarinda hipometilasyon
Sistemik lupus Bircok CD11a, CD70 ve T hiicrelerinde global hipometilasyon ve
Mekanizma ile Direk eritematozus (SLE) ¢ bircok gen azalan DNMT aktivitesi
lligkili Hastaliklar
ICF sendromu 20q11.2 DNMT3B DNMT3B mutasyonu
Kolon Kanseri 1g213 $100A4 CETAI I IS

artan gen ifadesi

Buttin kanser tipleri

3p22.2, 109263,
9p21.3, 9g21.33,
1622.1, 16023.3,

MLH1, MGMT, CDKN2A,
CDKN2B, DAPK1, CDH1,
CDH13, GSTP1

Gene-0zgul hipermetilasyon ve
azalan gen ifadeleri

11q13.2
Romatoid artrit ) ) inflamatuvar genlerde hipometilasyon ve
. (RA) Bllok Eiigek hipermetilasyon
Inflamatuvar Hastaliklar evI A der o hiee e et
ilevi Akdeniz Atesi geni 2. ekzonunda metilasyon ve
(AAA) [eEl A2 azalan gen ifadesi

ve CD70 genlerinin promotorlarinda gerceklesen demetilas-
yon ile bu genlerin ifadeleri artmaktadir (34,35).

immiin yetmezligi, sentromerik kararsizlik ve yiiz anoma-
lilikleri (ICF) sendromu, cok nadir gorllen otozomal resesif
kalitima sahip bir immun yetmezligi hastaligidir ve en az iki
immunoglobulin izotipinin eksik olmasi veya 6nemli oranda
azalmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (36). Yapilan arasgtirmalar
sonucu, ICF hastalarinin %70'inde DNMT3B geni mutasyon-
larinin hatali metilasyonlara yol actigi goriilmustir. DNMT3B
enziminin islev bozuklugundan dolay1 B hiicrelerinde kro-
mozom 1, 16 ve 9'daki uydu bdlgeleri, inaktif X kromozo-
mundaki genlerin ve genomdaki diger tekrar bolgeleri hipo-
metile olmaktadir. Bu anormal hipometilasyondan sonucu
da gen ifadesi paternleri bozulmaktadir (37-39).

Kanser

DNA metilasyonu ve kanser iliskisi ilk kez 1983 yilinda
yapilan bir calismada kanser hiicre genomlarinin normal
hicrelere gore hipometile oldugunun bulunmasi ile orta-
ya konmustur (40). Hipometilasyon ya da genomik meti-
lasyon kaybi, kanserin erken evrelerinde sik¢a gercekle-
sen, hastalik ciddiyetini etkileyen ve bir¢ok timor tipinde

metastatik potansiyel olusturan bir durumdur. Normal
hiicrelerde hipermetile olmasi gereken, tekrar bolgele-
rince zengin perisentrik heterokromatin bolgeler, kanser
hicrelerinde hipometilasyona ugrayarak onkogenlerin ve
metastaz ile iliskili genlerin ifadesinin artmasina neden
olmaktadir. Bu durum, mitotik rekombinasyon artisi ve
genomik kararsizlik gibi timor hiicrelerini diger hiicreler-
den ayiran karakteristik 6zelliklerin ortaya ¢cikmasini tetik-
lemektedir (41). Kanserli hiicrelerde genlerin global olarak
hipometile olmasinin yani sira, gene 6zgil hipometilas-
yon da s6z konusudur. Timorogenezin geg evrelerinde
gerceklestigi diistinlilen gene 6zgili demetilasyon, kanser
hicrelerinin lokal cevresine adapte olmasini saglayan ve
metastazi tetikleyen bir durumdur (5).

Kanser hiicreleri lizerinde yapilan genom boyu demetilas-
yon calismalari, gene 6zgil hipermetilasyonun da genel-
likle hipometilasyon olaylari ile birlikte gerceklestigini gos-
termistir (42). Kanser hiicrelerindeki anormal hipermetilas-
yonlar, normalde metillenmemis halde bulunmasi gereken
CpG adaciklarinda gerceklesmektedir. Normal hiicrelerde
timor-baskilayici genlerin promotor bolgesindeki CpG'ler
metillenmemis durumda olmasi nedeniyle transkripsiyon
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olayi gerceklesir. Ancak kanser hicrelerinde, bu tip genle-
rin CpG adaciklarinda nedeni bilinmeyen bir sekilde olu-
san de novo metilasyon ya da hipermetilasyon durumlari
transkripsiyonel sessizlesmeye neden olmaktadir. Hicre
donguist, DNA tamiri, kromatin remodelling, hiicre sinyali-
zasyonu, transkripsiyon ve apoptozis gibi stireclerde rol oy-
nayan genler, hemen hemen tim timor tiplerinde anormal
bir sekilde hipermetile olarak sessizlesmektedir. Bu durum,
timor hicrelerine biylime avantaji saglayarak genomik
kararsizlikta artisa neden olmaktadir (5). Costello ve arka-
daslarinin timor érnekleri Gzerinde yaptigi calismada, kan-
ser hucrelerinde CpG adaciklarinin blyuk oranda de novo
metilasyon veya anormal hipermetilasyona ugradigi, me-
tilasyon durumunun ve miktarinin da timor tiplerine gore
degisim gosterdigi belirtilmistir (43).

inflamatuvar hastalklar

Son yillarda, ozellikle hastalik mekanizmasi ve patogenezi
tam olarak anlasilamayan birtakim otoimmdin ve otoinflama-
tuvar hastaliklarin epigenetik incelemeleri hiz kazanmistir.

2012 yihinda Kazuhisa ve arkadaslar tarafindan romatoid
artritli hastalarin DNA metilasyon durumlan arastiriimistir
(44). Romatoid artrit, oynar eklemlerdeki inflamasyon ve
hiicre disi matris tahribi ile tanimlanan otoimmiin hastali-
gidir. Multifaktoryel bir mekanizmayla ortaya ¢iktigi diisu-
nilse de kesin nedeni ortaya konamamistir (45). Rématoid
artrit hastaliginda rol oynayan sinoviyal hicrelerin, has-
talik durumundaki fenotipinin nasil degisim gosterdigi
bilinmemektedir. Farkli DNA metilasyon durumlarinin
sinoviyal hiicrelerin gen ifadelerini ve dolayisiyla islevini
degistirebilecegdi dustinulmustir. Buradan yola cikilarak,
romatoid artritli hastalardan izole edilen sinoviyal hiicre-
lerin DNA metilasyon durumlari genom-boyu analizlerle
incelenmistir. Calismada bisiilfit modifikasyonu, pyrose-
kanslama ve mikroarray yontemleri kullaniimistir. Hastalar
ve kontrollerin global metilasyon durumlari arasinda be-
lirgin bir fark bulunamamasina ragmen daha sonra yapi-
lan genom-boyu analizlerde, 1206 genin farkli metilasyon
durumlar gosterdigi bulunmustur. Bu genlerin cogu inf-
lamatuvar hastaliklarda kritik rollere sahip olan genlerdir.
Bu calismanin sonucunda, romatoid artritli sinoviyal hiic-
reler ile kontrol sinoviyal hiicreler DNA metilasyonu sevi-
yesinde birbirlerinden ayrilabilmistir. Ek olarak, hastalik
durumunda sinoviyal hiicrelerin nasil degisime ugradigi
ve bunun hastalik patogenezine nasil katki sagladigini
anlamaya katki saglayabilecek bir calisma olmustur (44).

2011 yihnda Kirectepe ve arkadaslar tarafindan Ailevi
Akdeniz Atesi (AAA) hastaligina neden olan MEFV geninin
2. ekzonunun DNA metilasyon durumlari incelenmistir

(46). AAA, dogal bagisiklik sisteminin belli araliklarla ve ne-
deni bilinmeyen bir sekilde kontrolsiizinflamatuvar cevap
olusturmasi sonucu ortaya ¢ikan otoinflamatuvar bir has-
taliktir (47). Bu calismada dusiik MEFV ifade seviyelerinin
AAA hastaligi ile iliskili oldugu ve bu distik ifadelerin me-
tilasyondan kaynaklandigi hipotezi kurulmustur. Saghkh
kontroller ve hasta bireylerde MEFV geninin 2. ekzonunun
metilasyon durumlari ve MEFV geni ifadesine bakilmistir.
Metilasyon icin bisllfit sekanslama ydntemi kullanilimis-
tir. Ayrica, hem gen ifadesi hem de metilasyon deneyleri
icin hasta ve kontrollerden total periferal kan alinmistir.
Sonuclar degerlendirildiginde, AAA hastalarinda ylksek
metilasyon oranlari ve diisiik MEFV ifadesi, saglikli kont-
rollerde ise disik metilasyon oranlari ve yiiksek MEFV
ifade seviyeleri elde edilmistir (46). Kan dokusu, fonksi-
yonel ve gelisimsel olarak farkli hiicre populasyonlari ba-
rindirmaktadir. Kan hiicreleri, farklilasma sireclerinin en
basinda myeloid ve lenfoid kokenli hiicreler olmak lzere
birbirlerinden fizyolojik ve morfolojik olarak ayrilmakta-
dirlar (48). Yapilan calismalara gére, monontkleer hiicre-
lerde ve graniilositlerde 343 gen icin %22 oraninda farkh
metilasyon durumlari gézlenmistir. Ozellikle diizenleyici
bolgelerdeki metilasyon durumlari kan hiicreleri arasinda
bulyuk farklar gostermektedir (49). AAA hastaliginda yapi-
lan bu metilasyon-ifade iliskisi calismasinda total perife-
ral kan kullanilmistir. Lokosit tipleri arasinda MEFV ifadesi
acisindan buyuk farkliliklarin s6z konusu olmasinin yanin-
da farkl hiicre tiplerinde de farkli metilasyon durumlari
olusmaktadir.

Sonu¢

Gen ifadesi kontroliinde cok kritik bir mekanizma olan
DNA metilasyonunun, hizli ilerlemeler kaydeden teknoloji
ile birlikte fakl islevlerinin ortaya ¢ikmasi, bircok hastali-
gin patogenezinin anlasilmasina katki saglamaktadir. Bu
zamana kadar, hastaliklar ile promotor metilasyonunun
otesindeki potansiyel iliski bliylik oranda gérmezden ge-
linmistir. Ancak genomdaki farkli bolgelerin metilasyon
durumlarinin yiiksek-6lcekli teknolojilerle agiga ¢ikarima-
s1, mekanizmasi tam olarak bilinmeyen hastaliklarin anla-
silmasi icin umut verici olmustur. Metilasyonun 6zellikle
inflamatuvar hastaliklar gibi kompleks diizeneklere sa-
hip hastaliklardaki roltiniin tam olarak bilinmemesi, yeni
arastirmalarin 6niind biylk 6lclide acacaktir. Epigenetik
alaninda giin gectikce artan heyecan verici gelismeler,
bircok hastaligin patogenezinin anlasiimasinin yani sira
kanser gibi ¢cagimizin énemli hastaliklar icin de erken
tany, ilac gelistirme ve tedavi olanaklarina biylk katkilar
saglayacaktir.
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