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DNA metilasyon analizi yontemleri

(A) Bisiilfit ile cevrilen DNA PCR ile cogaltilir, klonlanmir ve sekanslanir.
Primerler metilasyon olmayan bolgelere spesifiktir

(B) COBRA. Combined bisiilphide restriction analysis. Bisiilfid ¢evrilmig
PCR liriinii restriksiyon endoniikleaz ile kesilir

Bisiilfit aracili DNA c¢evriminde unmetile C hizli bir sekilde U’e
cevrilirken metile C daha yavas ¢evrilmektedir



DNA metilasyon analizi yontemleri

(C) MSP. Methylation Specific PCR. Primer metilasyon bdlgelerine
spesifiktir, optimizasyon onemli bir basamaktir

(D) Real-time MSP. Metile ve metile olmayan bolgeler es zamanli PCR ile
kantite edilebilir

(E) Bisiilfit muamele edilmis PCR iiriiniiniin pirosekanslanmasi. Ornekteki
C/T polimorfizmler1 her bolgedeki serbest birakilan fosfatin ol¢imi ile
belirlenir

(F) Mass array. Bisiilfit ¢evrilmis PCR iiriiniine eklenen T7 bolgesi ile PCR
lirlinii in vitro transcribe edilir ve sinrasinda MALDI-TOF analizi yapilir



Biyiik olcekte DNA metilasyon profillerinin analizi icin kullanilan

yontemler

GENOM BOYUNCA DNA METILASYONU PROFILLEME YAKLASIMLARI

METILASYONA HASSAS
ENDONUKLEAZ TEMELLI
YONTEMLER

RLGS (Restriction landmark
genomic scanning)

MRSF (Methylation sensitive
fingerprinting)

MS-RDA (Methlation sensitive
representational difference
analysis)

MCAM (Methylated CpG island
amplification coupled to
microarray)

HELP assay

MSDK (Methylation specific
digital karyotyping)

McrBC-based methods

SODYUM BISULFIT
MUAMELESI TEMELLI
YONTEMLER

MALDI-TOF MS

Bisulfite sequencing (targeted
and genomewide)

Golden gate and infinium assays

Pyrosequencing

BiYOLOJIK AFINITE TEMELLI
YONTEMLER

MEDIP (Methylated DNA
immunoprecipitation)

MAC (MBD-affinity column)

MIRA (Methylated-CpG island
recovery assay)



RLGS ilk olarak imprinting genlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilmastir.
Genomic DNA o6nce unmetile CG taniyan Notl ile kesilir, ardindan EcoRV
ile kesilir ve 1D jel yapilir. In-gel olarak Hinfl ile kesilir ve 2D
elektroforez gerceklestirilir. Cok giivenilir sonuglar vermekle birlikte, zor
bir tekniktir.

MSRF tekniginde DNA 6nce CpG adaciklarini tamiyan bir “rare cutter”
RE ile kesilir. Bu ornek ikiye ayrilir, metillenmis dizilerin diren¢li oldugu
bir enzim ile bir aliquot kesilir. Radroaktif dNTP kullanilarak PCR yapilir
ve hedef gen belirlenir.

Metilasyona hassas RE temelli metillenmemis genomik bolge
tanmimlanmas1 icin MCAM kullanilir. Normal ve hastaliklt dokular
karsilastirilabilir. Oncemetilasyon spesifik enzimle kesilir, ardindan sticky
end olusturacak enzimle kesilir ve adaptorler yapistirilir



SAGE temelli olan MSDK tekniginde O©nce metilasyona hassas Ascl
enzimi ile kesim yapilir. Giivenilir ancak zaman alan bir tekniktir

Orta-biiytik 6lcekli metilasyon analizleri i¢in  “sequenom” teknigi
kullamlabilir. T7 bolgesi eklenir. CT-CA arasinda 16 Da mass farkliligi
olmasina dayanir. Illumina golden gate teknolojisi ile 14000 gendeki
25000 CpG bolgesi analiz edilebilmektedir

MeDIP : Metil sitozin spesifik antikor kullanilir. izole edilen DNA
fragmentleri deproteinize edilir. Antikorun kalitesi teknikteki onemli bir
noktadir.

MAC= Metil CpG binding domain affinity column. MBDI, MBD?2,
MBD3, MBD4, MecP2, ortak MBD (metil CpG binding domain) tasiyan
niikleer proteinlerdir, herbiri metillenmis DN Aya baglanabilir.

MIRA: MBD2b/MBD3L1 metillenmis DNA icin en yiiksek afiniteye
sahiptir



Histone H3 lizin 9 Metilasyonu:
Heterokromatin diizenlenmesinde ve tiumorigenezdeki rolii

- Niikleozom: 146-147 bp DNA+ histon octamer (H2A, H2B, H3, H4)
H3-H4’tin N-terminal wuclart son derece dinamiktir ve epigenetik
degisimlere (HISTON KOD) maruz kalirlar.

- Heterokromatin siki, transkripsiyon sessiz, hiicre siklusu fazlari
boyunca stabil

- Eukromatin gevsek

- Heterokromatin H3K9me3 kodu ile baslatilir ve idame ettirilir



Heterokromatin cesitleri

- Konstitiitif heterokromatin:
Yogun tekrarlayan DNA dizileri, satellit diziler, telomer,
pericentric noktalar, sentromerler

-Fakiiltatif heterokromatin:
Gelisimsel olarak regiile edilen bolgeler, rRNA genleri, alinan
sinyale gore ifade degisim gosterir. Allelic exclusion, genomik
imprinting, X-inactivation

-Ara veya gecicl heterokromatin



H3 Lysine 9 and/or trimetilasyonu heterokromatin olusumunu
saglar, gen 1fadesi baskilanir ve genom stabilitesi idame eder.

H3 Lysine 4, 36 ve 79 trimetillenmesi 6kromatin olusumunu
indiikler ve genler aktif olur.

- Histon H3 iizerindeki posttranslasyonel modifikasyonlar
degisik kromatin yapilari olusumu i¢in kritiktir. N terminal
lizinler1 4, 9, 27, 36, 79 metiltransferaz ve demetilazlarla
modifiye edilir, mono, di, tri formlar olusur. Metilasyonla
beraber asetilasyonlar da yer alir.



-H3K9 metilaz ve demetilazlar i¢cin 6nemli rezidulardan birisidir. SUV39h1/h2,
SETDB, RIZ1, Ashl gibi metilazlar ve JMJDla/b, JMJ2a/b/c/d, Mdig gibi
demetilazlarin hedefidir. LSD1 yeni tamimlanan bir H3K4 demetilazidr, ancak son
veriler androjen reseptorile kompleks olusturdugunda H3K9me2/me3 iizerinde
demtilaz olarak calisarak gen ifadesini aktive eder.

-Rb ve E2F hedef genleri diizenleyerek hiicre siklusunu geciktirir.

-Transkripsiyonel repressorleri degisik dokularda spesifik aktif genlere yonlendirir.
Repressor Element 1 Silencing Transcription Factor (REST) ve CoREST; HDAC,
demtilazlar, LSD1, Rbp+ gibi proteinler iceren komplekslerdir. H3K9me3 aym
zamanda Ago proteini ile etkilesime girerek RNAi diizene8ini aktive ederek
miRNA ile indiiklenen kromatin sessizlesmesi gerceklesir.

Antiapoptotik genlerin regiilasyonu (survivin, CDC2, CDC25c)

Bazi kanserlerde H3K9me3’un azaldigi gozlenmektedir. H3K9 metiltransferaz
azlig1 veya demetilaz ekspresyonun artis1 sonucu gerceklesir.

Hison metilasyonu DNA replikasyonu, rekombinasyonu ve DNA tamiri i¢in
kritiktir.

Akciger kanserinde Mdig demetilazin artis1 gozlenmistir.



Kromatin modifikasyonlar: ¢cekirdegin fiziksel
organizasyonu ve genomik ozelliklerinin
belirlenmesini saglar

ChIP 3C
Chromosome Immune Chromosome conformation
Precipitation Capture
ChIP-Chip 3 boyutlu katlanma ve
ChIP-SAGE ilmeklenme yapilar1 analiz

ChIP-Seq edilir.



DIFERENSIASYON SURECINDE EPIGENOM:

ES hiicrelerinde H3K4 ve H3K27 trimetilasyonu anlasilmaya
calisilmaktadir.

CpG adaciklarinin metilasyon statiileri de onemlidir. Yiiksek
ve diisiik CpG yogunluklu genler tanimlanmastir.

Kok hiicre farklilagsmasindaki roliine ek olarak histon
modifikasyonlar1 hematopoietik hiicrelerin farklilagsmasinda da
onemlidir.

KANSER SURECINDE EPIGENOM:

Somatik hiicrelErin neoplastik hiicrelere degisimini incelemek
icin ChIP teknigi kullanilmaktadir. ALL ile AML arasinda 190
genin farkli H3K9 asetilasyonu ve 1300 genin farkli ifadesi
gozlenmigtir.



GENOMUN FiZIKSEL ORGANIZASYONU:

Kromozomlar c¢ok siki paketlenmis ve niikleus i¢inde
yerlesmiglerdir. Bu yerlesim gen regiilasyonu, kromozom
segregasyonu ve genom satbilitesi ve diger kromozom
davraniglarinda Onemlidir. Heterokromatin genelde nukleus
periferinde yer alirken, eukromatin i¢ tarafta yer alir ve
kromatin hublar1 ve transkripsiyon diizenekleri ile iligkili olur.

Epigenomik alami i¢in FISH, Immuno-FISH ve 3C gibi
tekniklerle = kromozomlarin yerlesim ve etkilesimleri
anlagilmaya c¢alisilmaktadir. 3 boyutlu topolojinin genom
tizerine etkileri bu sayede anlasilacaktir



EPIGENETIK DATA ELDESI VE ANALIZI:

- ChIP-on-Chip teknigi
- ChIP-on-Chip data islenmesi:
ENCODE projesi, BioConductor

- ChIP-Seq metodolojisi
[llimuna genom analizi

- ChIP-Seq analizi (kiig¢iik fragment, illumina okumasi) i¢in
kullanilan algoritmalara oOrnekler (Bowtie, BWA, Maqi
Mosaic, Novoalign, SOAP2, ZOOM...)



CpG adaciklar:

Memeli genomunda CpG adaciklar1 300-3000 b¢ uzunluktadir.
Promotorlarin %40inda bulunurlar. %80’inin metillendigi
tahmin edilmektedir. Pek ¢ok algoritma ile metilasyon profileri
tammmlanmaya  calisilmaktadir (Tahmini ve  go6zlenen
metilasyon oranlari, GC ¢ifti uzunlugu vb..)



