T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA

ADLI TIP VE ADLI BiLIMLER ENSTIiTUSU

Danisman

Dog¢. Dr. Selda MERCAN

METILASYON-HIDROKSI METILASYON TAYINI iCIN LC-MS/MS iLE YONTEM
GELISTIRILMESI

FEN BILIMLERI ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MOLEKULER BiYOLOG ALEYNA iLHAN

ISTANBUL, 2022






T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI-CERRAHPASA

ADLI TIP VE ADLI BiLIMLER ENSTIiTUSU

Danisman

Dog¢. Dr. Selda MERCAN

METILASYON-HIDROKSI METILASYON TAYINI iCIN LC-MS/MS iLE YONTEM
GELISTIRILMESI

FEN BILIMLERI ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

MOLEKULER BiYOLOG ALEYNA iLHAN

ISTANBUL, 2022



Bu tez T.C. Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.

Proje No: 35402



ONSOZ

Bu ¢alismay1 basarili bir sekilde bitirebilmemde en biiylik pay1 olan, her tiirlii sorumu ve
sikintim1 dinleyip bana destek olan, sorularima karsi bitmeyen bir sabirla cevap veren ve degerli
bilgilerini benimle paylasan degerli hocam Dog. Dr. Selda MERCAN’a,

Laboratuvar asamasi ve sonraki birgok asamada bana ¢ok yardimlar1 dokunan, sordugum
sorulara benim de her seyi anlamami saglayacak sekilde cevap veren, her tiirlii bilgisini bana biiytik
bir comertlikle sunup, daima yanimda olan Ars. Gér. Merve KULOGLU GENC’e,

Laboratuvar asamasinda ve sonraki bircok sorumda bana her daim yardimci olan ve
desteklerini hi¢ esirgemeyen Kimyager Tugba TEKIN BULBUL, Biyolog Murat YAYLA ve
Ogr. Gor. Omer KARATAS a,

Deney asamasinda bana ¢ok yardimci olan, her sikistigimda tiim sorularimi cevaplayan ve
bana her zaman destek olan Siimeyye Ziilal SIMSEK ’e,

Ayn1 yollardan gectigim, yeri geldiginde oturup sorunlara birlikte ¢6ziim aradigim, manevi
olarak desteklerini hep arkamda hissettigim sevgili arkadaslarim ipek GUREL, Melis ISIK ve
Ozgiir DAYANIR 3,

En son olarak da, onlarin destegi olmadan bunlar1 bagaramazdim diyebilecegim ve hayatimin
her asamasinda tam destek yanimda olduklarini bildigim basta sevgili Annem ve Ablalarim olmak

uizere tim Aileme,

En igten tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.

Aleyna ILHAN



ICINDEKILER
SEKILLER ve DENKLEMLER DIZINT........ccoooiiiiieeeeee e Vi
TABLOLAR DIZINIT ...ttt iX
KISALTMALAR DIZANT ..ottt X
Ozet ve ANahtar KelIMEIEr ................cccooviviieieieeeeeeeeeee ettt en s en e en s 1
U 1 10 4 T= PRSPPI 4
L 0 1 O . N 1 1 T PP TP PRSPPI 7
2. GENEI BIIGIIEK ...t b e et e e e st e e teereeste e teeneenre s 10
2.1, GENELIK BIIIMI ...viiiiiieieeee et sre et sneeaeaneenneas 10
2.1.1. DNA’NIN Ke$T1 Ve EIISIMI ..c.vviiiiiiiiiiii i 12
2.2, EPIGENETIK ... bbb 16
2.2.1. Epigenetik MekanizZmalar............ccooiiiiiiiie e 21
2.2.2. DNA MELHASYONU ....cuviiiiiiicc ettt te ettt e e te e e ennenre s 24
2.2.3. DNA hidroKSIMEtilaSYONU .........ccoiiiiiiiiiiiiece e 27
2.3. Metilasyon Analizinde Kullanilan YOntemler...........cocoooiiiiiiiiiiiiicceec e 29
2.3.1. Genom ¢apinda yapilan metilasyon analizlerinde kullanilan yontemler ...................... 30
2.3.1.1. Yiiksek performansii sivi kromatografisi-ultraviyole (HPLC-UV)...........cccoveene. 30
2.3.1.2. Kromatografik YONIEMIET ..............cccccoiviiiiiiiiiiiiiii e 30

2.3.1.3. Enzim bagli immiinosorbent analizi (ELISA) temelli yontemler .................c.......... 31



2.3.1.4. Luminometrik metilasyon analizi (LUMA)...........coeiiiiieiieiece e 31
2.3.1.5. AFLP VE RFLP .o 32
2.3.2. Ilgilenilen spesifik genlerin metilasyon analizi ..........ccoveereeerercceeseceeeeeeeeees 33
2.3.2.L. PCRVE AIZHEME ... 33
2.3.2.2. PIrosekanslama...........cccciiiiiiiiii i 33
2.3.2.3. Metilasyon-spesifik PCR ... 34
2.3.3. Diferansiyel olarak metillenmis bolgelerin analizi............cccoooviiiieiiniiiiiiiee 34
2.3.3. 1. BiSUIfit dIZILOME ... 35

2.4, LC-IMS/IMS ...ttt bbbttt 36
2.5. Validasyon CalISMAST .......eeueeiiiiiieiiieiie st siee st e ettt e st e st ae e beesbeessbeesbeesbeesseeentee e 42
2.5.1. SeGICITK/SPESITIKIIK ..o s 43
2.5.2. Tespit Limiti ve Tayin Limiti (LOD Ve LOQ)......cccoeiiiiiiiiiiiieieseese e 43
2.5.3. Dogrusallik ve OIgHM ATalIF........cccoviviviieiiiireiireisieie e 44
2.6. DNA Metilasyonu ve Adli BIIMIEE .........cc.ooiiiiiccece e 44
B T B TR -4 1 1 PP P PRSP 45
2.6.2. Olay yerinde viicut SIVISI tESHIST .....vviiiiiiiiiciiieee e 47
2.6.3. Monozigotik ikizlerin birbirinden ayirt dilmesi.........cccovvveriiiiiiiniiniic e 49
2.6.4. Epigenetik analizlerle yapilan diger bazi uygulamalar.............cccoovviiniiiniinininenene, 50
R €L T o o 1) 11 <) 11 PP PP 55

3.1. Deneyde Kullantlan Geregler ....... ..o 55



TR0t T 7] ] 10 SRS 55
312, THCAN KITIET ... 56
3.1.3. Ticari kit haricinde kullanilan malzemeler ............ccccoviiiiiiiiiii s 56
3.1.4. Standart MAAAEIET .........covoiiieice e 56
3.2, DENEY ASAMAST ..ecuviiiiiiiiieiiei ittt 56
3.2.1. OrnekIerin toplanmaSL............c.cvivevercueriseieseeeies ettt 57
3.2.2. DNA izolasyonu ve mMiKtar taYINI ........cccceeiueiieieeie e 58

3.2.2.1. E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) ile kan/tiikiiriik 6rneklerinden DNA

0] £ TSy Yo T SR TPOS 58
3.2.2.2. Quant-it™ dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen) ile miktar tayini......... 61
3.2.3. HidroliZ @SamMaS......uieuiiiiiieiie ettt sttt ettt ettt 62
3.2.4. Standart maddelerin ana ve ara stok ¢ozeltilerinin hazirlanmast..........ccccocceeviieeninennn 63

3.2.5. Stok ¢ozeltiler kullanilarak standart maddelerin iyon belirleme ¢alismalarinin

VAPIIIMIAST .ttt 64
3.2.6. Referans standart maddeler ile MeOH kalibrasyonu olusturulmast ..............ccccvveenens 65
3.2.7. DNA standart set ile kalibrasyon olusturulmast ...........cccccvvuviiiiiiiiiiiiiiiccs 67
3.2.8. Dogrusallik ve ¢aligma arali@l ..........ccooiiiiiiiiiiiicc e 69
3029, SEEICTIIK ..ttt a e aar e 70
3.2.10. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ).....cceieiiriiiiieieieiese e 70

3.2.11. Kan ve tukurik numunelerinin LC-MS/MS ile analizi........ooveveeeeeeeeeeeieieeeeeann. 70



3.2.12. LC-MS/MS analiz parametreleri........c.ccoveviiiieiieieiie et 71
3.2.13. Verilerin analizi ve sonuglarin degerlendirilmesi .......cccovcvveiiveiiiiiniiiie i 73

O U | o U] > RS SSPR 74
4.1. Orneklerin DNA 1zolasyonu ve MiKtar Tayilli...........cceveevereeeieiererieseiesseessssseseseesssesnas 74
4.2.5-mdC, 5-hmdC ve dC’nin Iyon Belirleme Calismalari..............cccoevvevrrercrrerensrineeerenenne. 75
4.3, DOZIUSALLIK ... 78
4.4. Standartlar ve Orneklere Ait Kromatogramlar ............cc.oocvevienierensisersssssssesesssesssesenns 84
T < o3 To3 1 1P PPUPRPR 93
4.6. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ) ...ccceovveiieiie e 93
4.7. %Metilasyon ve %Hidroksimetilasyon DeZerleri ..........ocovvveiiiiiiiiiiniiiiceec e 93
5. TArtISINA VO SOTUC .....cuuiiiiiiiiiiiieitiie ettt ettt ettt et s bt st e e e st e e e st e e e ssb e e e sab e e e abbeesnseeebreeaneeeas 101
B. KKAYNAKIAT ...t bbbttt 111
ERLER ... 119



Sekil 1:
Sekil 2:
Sekil 3:
Sekil 4:
Sekil 5:
Sekil 6:
Sekil 7:
Sekil 8:
Sekil 9:
Sekil 10
Sekil 11
Sekil 12

Sekil 13

Sekil 14:

Vi

SEKILLER ve DENKLEMLER DIZIiNi

Mendel’in 1865 tarihli notlarinda kullandigi ti¢ formiil (15) ....ccovvviveiiiiiiiiiiiieeiee, 11
DNA yap1sinin i1k GNeTist (13) ..iiuuiiiiiiiiiiiiiiie i 13
Deoksiribontikleik asit (DNA) poliniikleotid zinciri (13) ....cccoevvveriiiieiiiiiiniiee e 14
Waddington'in Klasik Epigenetik Manzarasi (19). .....ccccceviiiiiiiniiienii e 18
Dolly koyununun Klonlanmast (13)......ccccvriiiiiiiiiiiiieiiiiesie s 19
Epigenetik alanindaki gelismelerin kronolojisi (18). .....ccccvviiieiiiiiiiiiiiie e 20
Epigenetik Modifikasyonlar (22) ...t 22
Epigenetik gen diizenlemesinin {i¢ temel mekanizmasit (23)..........ccceevviiiiieiiieniencnenne 24
DNA MELHASYONU (25) ...cveeieiiieiieee ettt te et s ste e e sra e neentesneesres 25
: Metilasyon ve demetilasyon (38). .....ccvcueiieiieiiiiesie e 27
:TET ile hidroksimetilasyon yoluyla énerilen aktif demetilasyon mekanizmasi (24)......28
: LC-MS/MS ¢alisma mekanizmast (28) ........cccovveriiiiieiiiiiie e 37
: LC-MS/MS analiz asamalart (30) ......c.ccoveiieiieiieieiic e 39

Yaglanma sirasinda meydana geldigi diistiniilen epigenetik degisikliklerin 6zeti (34)..46

Sekil 15: Yaslanma sirasinda DNA metilasyon degisikliklerinin 6zeti (34) .......coevvviieeinennnnne 46
Sekil 16: Epigenetik uygulamalarin cevap verdigi sorular (37) .......cccooevviininiiiineieinc e 51
Sekil 17: Kuru 1sitic1 blok (Biosan Bio TDB-100) .......ccccoiiiiiiiininienieieese e 60
Sekil 18: Mikrosantrifilj (UnicfUges-5) ........ccoeriririiiiiiiiiieiie e 60
Sekil 19: Vorteks cihazi (Weightlab Instruments WN-V2800) ..........cccoiiiniiiiniiniinieneeniesee e 61
Sekil 20: Termal Isil Dongiileyici (Techne Genius FGENOSTD) .....ccooviiiiiiiiiiiiiiciiciecn 63
Sekil 21: LC-MS/MS cihazi (Shimadzu LCMS-8045).........cccooiiiiiiiiiicicese e 71
Sekil 22: 5-metil-2’-deoksisitidin kiitle Spektrumu ...........ccoociiiiiiiiiiic 76
Sekil 23: 2’-deoksi-5-(hidroksimetil)sitidin kiitle SPEKtrumu .........cccovveeririeiieriieiesie e 77



vii

Sekil 24: 2-deoksisitidin kiitle SPEKIIUMU .......coviiiiiiiiiiiiiciie e 77
Sekil 25: IS (ephedrine-d3) kiitle SPEKIIUMU .........cciiiiiieie e 78
Sekil 26: 2-deoksisitidin DNA KaliDraSyOnU ..........ccccoceiveiiiieiieiieie e 79
Sekil 27: 2-deoksi-5-hidroksimetilsitidin DNA Kalibrasyonu ............ccccoooveviiieiieieiiie e, 79
Sekil 28: 5-metil-2-deoksisitidin DNA KalibraSyonu ...........ccccvvveiieiiiieieeie e 80
Sekil 29: 2-deoksisitidin MeOH KalibrasyOnU............cccooueiiiieiieiicic e 80
Sekil 30: 2-deoksi-5-hidroksimetilsitidin MeOH Kalibrasyonu............c.ccceovviiiveieiie i, 81
Sekil 31: 5-metil-2-deoksisitidin MeOH KalibraSyonu...........ccccuevveeiieieeieiic e 81

Sekil 32: dC, 5ShmdC ve 5SmdC i¢in MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen bos MeOH 06rnegine ait
KIOMALOGIAMIAT ... et e et e st et e et esreesteesseateesaeenaesneenreas 85
Sekil 33: dC, 5ShmdC ve 5mdC i¢in MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen kor numune (blank)’ye ait
KIOMALOGIAMIAT ......c.eiceie ettt e b e be et esreesraenbeareesreetesneenreas 86
Sekil 34: dC, ShmdC ve 5SmdC i¢in MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen Sng/mL’lik
konsantrasyondaki DNA referans standartlarina ait kromatogramlar............ccccoveiiiiinicinnnnnn, 87
Sekil 35: dC, ShmdC ve 5SmdC i¢in DNA kalibrasyonunda yiiriitiilen bogs MeOH 6rnegine ait
KrOMALOGEAMIAT ...t et et e st e e e s b e e steeseesreesaeebesneenreas 88
Sekil 36: dC, ShmdC ve 5SmdC i¢in DNA kalibrasyonunda yiiriitiilen kor numune (blank)’ye ait
KrOMALOGEAMIAL ...t e e st e st e e e s s e e st e estesreesteenaesneenreas 89
Sekil 37: dC, 5ShmdC ve 5SmdC i¢in DNA kalibrasyonunda yiiriitiilen %0.2'lik konsantrasyondaki
DNA referans standartlarina ait kromatogramlar.............cccooeiiiiiiiiiiie 90
Sekil 38: dC, ShmdC ve 5SmdC igin : A-XY-3 kodlu goéniilliiniin kan 6rnegi kromatogramit........ 91
Sekil 39: dC, ShmdC ve 5SmdC i¢in: A-XY-3 kodlu goniilliiniin tiikiiriik 6rnegi kromatogrami..92
Sekil 40: Kan ve tiikiiriik 6rnekleri arasindaki iliskiyi gosteren %mdC grafigi.........ccccoeeiinennns 96

Sekil 41: Kan ve tiikiiriik 6rnekleri arasindaki iliskiyi gosteren %hmdC grafigi...........cccovvnenen. 96



viii

Sekil 42: Kan ve tiikiiriik 6rneklerinde ortalama %metilasyon&hidroksimetilasyon siitun grafigi

........................................................................................................................................................ 97
Sekil 43: Yas gruplari arasindaki iligkiyi gosteren ort. %omdC siitun grafigi .......ccccoovvivervrnnnnne 97
Sekil 44: Yas gruplari arasindaki iligkiyi gosteren ort. %hmdC siitun grafigi ..........cccccoeevvrnnnee 98
Sekil 45: Kan 6rneklerinde %mdC i¢in MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iliskiyi
GOSTETEN CIZET ZTATIGT .vvviiiiiie it e bt e e sbb e e s b e e e be e e enes 98
Sekil 46: Tiikiiriik 6rneklerinde %mdC icin MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iligkiyi
OSTETEN GIZET GLATITT .euviiteiiiee ittt ettt e s h et e e b e e e b e e s sr e e b e e anneene e 99

Sekil 47: Tiikiiriik 6rneklerinde %hmdC i¢cin MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iligkiyi
OSTETEN GIZET GLATIZT .euveeiiieiie ittt ettt b e et e e s b e e e bt e s ar e e b e e anneene e 99

Sekil 48: Kan orneklerinde %hmdC i¢cin MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iligkiyi

OSTETEN GIZET GATITT .evviiieieiie ettt ettt et e e e be e s b e e b e e e n e e nnneenns 100
Denklem 1: %metilasyon hesaplama formiilii..............coviiiiininiiiiineee e 73

Denklem 2: %hidroksimetilasyon hesaplama formiilii ...........cccooveiiiiiiniiiiieieeee 73



TABLOLAR DIZINI
Tablo 1. Validasyon parametreleri (B7) .....cooveiveeiieie et 43
Tablo I1. Hidroliz igin gerekli olan bilesenlerin hazirlanmasi ...........cccccovvvevveriesieeieese e 62
Tablo I11. Hidroliz i¢in termal 1s1l dongiileyici sicaklik programi............ccccveveeiieeieeresieeseesnenns 63
Tablo IV. MeoH kalibrasyonu i¢in gerekli bilesenlerin hazirlanmasi ..........c.cccoovvevveieiieieennennn, 66
Tablo V. Standart setlerin hidrolizi igin gerekli olan bilesenlerin hazirlanmasi .............cccceeueeee. 68
Tablo VI. DNA standart set kalibrasyonu i¢in gerekli bilesenlerin hazirlanmasi............ccccceeee.. 69
Tablo VII. LC-MS/MS sistemindeki analiz i¢in gerekli bilesenlerin hazirlanmasi...................... 71
Tablo VIII. Kromatografik sistem OZeIlIKIETT ..........ccuvvriiiiiriiiiiie s 72
Tablo IX. Stvi kromatografi sisteminin aki§ Programi...........ccccoereieriiserieiineneine e, 72
Tablo X. Katilimeilarin tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen DNA miktarlart ..........ccocoocvvevvveennnn, 74
Tablo XI. Katilimcilarin kan 6rneklerinden elde edilen DNA miktarlart .........cccooeevenvnvnininnnn, 75
Tablo XII. 5-metil-2’-deoksisitidin ardisik kiitle spektrometresi kosullart ...........c.ccccvvveiivennenne. 76
Tablo XI11. 2’-deoksi-5-(hidroksimetil)sitidin ardisik kiitle spektrometresi kosullart ................. 76
Tablo XI1V. 2-deoksisitidin ardisik kiitle spektrometresi KoSullart .........ccoccovevereienieniininniinninnnn, 7
Tablo XV. IS (ephedrine-d3) ardisik kiitle spektrometresi KoSullart ..........cccceverevenienisnniinninnnn, 78

Tablo XVI. Gergek 6rneklerin iki farkli kalibrasyon egrisinden elde edilen ortalama pik alanlari

Tablo XVII. dC, 5SmdC ve ShmdC’nin her iki kalibrasyondaki alikonma zamanlari.................... 92
Tablo XVI11. MeOH ve DNA kalibrasyonlarina ait dogrusal aralik, LOD ve LOQ degerleri.....93
Tablo XIX. Gergek 6rneklerin %metilasyon-hidroksimetilasyon sonuglari ............c.cocvvviiennnnn, 95

Tablo XX: Kan ve tiikiiriik orneklerinde %omdC&RmMAC ...........uueeeeee e 96



Hg
puL
5caC
5fC
5hmdC
5mdC
ADP

AFLP

Ark
BER
BWS
CHs
CpG
dATP
dc
ddH20
dG
dGTP
dk
DNA

DNMT

KISALTMALAR DIiZiNi
Mikrogram
Mikrolitre
5-karboksilsitozin
5-formilsitozine
5-(hidroksimetil)-2’-deoksisitidin
5-metil-2’-deoksisitidin
Adenozin difosfat (Adenosine diphosphate)

Cogaltilmis parga uzunluk polimorfizimi (amplified fragment length
polymorphisms)

Arkadaslari

Baz eksizyon onarimi1 (Base excision repair)
Beckwith-Wiedemann sendromu

Metil grubu

Sitozin-Fosfat-Guanine (Cytosine-Phosphate-Guanine)
Deoksiadenozin trifosfat

2’-deoksisitidin

Deiyonize su

2’deoksiguanozin

Deoksiguanozin trifosfat

Dakika

Deoksiriboniikleik asit

DNA metiltransferaz enzimi



Xi

dsDNA Cift zincirli DNA (Double stranded DNA)

ECoRI Escherichia coli restriksiyon endoniikleaz

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

ELISA Enzim bagli immiinosorbent analizi

FA Formik asit

H20 Su

HPLC Yiiksek performansli sivi kromatografisi

HPLC-UV Yiiksek performansli sivi kromatografisi-ultraviyole
INcCRNA Uzun kodlamayan RNA

IS I¢ standart

LC-ESI-MS/MS Sivi kromatografisi elektrosprey iyonizasyon-ardisik kiitle spektrometresi

LC-MS/MS Sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi
LOD Tespit limiti

LOQ Tayin limiti

LUMA Luminometrik metilasyon analizi
MeOH Metanol

miRNA Mikro RNA

ml Mililitre

MRM Coklu reaksiyon izleme modu

MRNA Mesajc1 RNA

msn Milisaniye

ncRNA Kodlanmayan RNA (Non-coding RNA)

ng Nanogram



NGS
°C

OH
PCR
PFOS
PWS
Q1

Q2

Q3
gPCR (rt-pcr)
r
RFLP
RNA
rpm
RT
SAM
SD
SIRNA
sn
STR
TDM
tDMRs

TET

Yeni nesil dizileme

Santigrat derece

Hidroksi grubu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
Perflorooktan siilfonat

Prader-Willi sendromu

Birinci kuadrupol

Ikinci kuadrupol

Uciincii kuadrupol

Gerg¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Korelasyon katsayisi

Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
Riboniikleik asit

Dakikadaki devir sayis1 (Revolutions per minute)
Alikonma zamani (Retention time)
S-Adenozil Metiyonin

Standart sapma

Kisa enterferans yapan RNA

Saniye

Kisa tekrar dizileri (Short tandem repeat)
Terapotik ilag izleme

Dokuya 6zgii metilasyon profilleri

On-onbir translokasyon proteini

Xii



Xiii

U Unite (Unit)
USS Ultra saf su

WGBS Tiim genom bisiilfit dizilimi



Ozet ve Anahtar Kelimeler

20.ylizyilin ortalarinda hayatimiza girmis olan “epigenetik” terimi, giiniimiizde giderek
onemini artirmaya devam etmektedir. Baglarda yalnizca genler ile fenotipi ortaya ¢ikaran gen
iirlinleri arasindaki nedensel etkilesimleri inceleyen bir bilim dali olarak tanimlanan epigenetik,
bilimin ve teknolojinin gelisimiyle birlikte bircok alanda canli mekanizmasinin bir pargasi olarak

ortaya konmustur. Epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok calisilan mekanizma metilasyondur.

Incelenen deoksiriboniikleik asit (DNA) metilasyon diizeyleri, insan genomundaki farkli
dokular veya farkli bireyler arasindaki ayrimin yapilmasina olanak saglamaktadir. Ayrica simdiye
kadar bircok hastalikla iligkisi ortaya konulmus olan metilasyon, hastaliklarin temel
mekanizmalarinin ¢dziimlenmesinde ve kisiye 6zgii tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde dnemli
bir rol oynamaktadir. Bir¢ok bilim dalinda 6nemli bir yeri olan DNA metilasyonu, adli bilimler
icin de oldukca degerlidir. Yapilan DNA metilasyon analizleri sayesinde adli bilimler i¢in, yas
tayini, olay yerinde viicut sivisi teshisi ve monozigotik ikizleri birbirinden ayirma gibi uygulamalar

yapilabilmektedir.

Gilintimiize kadar global DNA metilasyon diizeylerini saptamaya yonelik bir¢ok yontem
gelistirilmistir. Gelistirilmis olan yontemlerin arasinda Sivi  kromatografisi-ardigik  kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) duyarlilik, tekrarlanabilirlik ve maliyet agisindan diger yontemlere
gore Ustiinliiglinii ortaya koymaktadir. Bu projenin amacit LC-MS/MS’in avantajlarindan
faydalanarak, DNA metilasyon diizeylerinin olgiilmesi i¢in her agidan kazanim saglanan bir
yontem gelistirmektir. Bu amag dogrultusunda, 45 yas alt1 ve 45 yas {istii olmak {izere iki ayr1 yas

grubuna ait toplamda 14 goniilli bireyden kan ve tiikiirik 6rnekleri alinarak, DNA izolasyonu



E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit protokoliine gore gergeklestirildi. Bu drnekler gelistirilmis olan LC-

MS/MS yontemi ile birlikte analiz edildi.

Yapilan  ¢alismanin  bulgularma  gore  %mdC=(mdC/dC+mdC+hmdC)*100 ve
%hmdC=(hmdC/dC+mdC+hmdC)*100 formiilleri kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucu kan
orneklerindeki (n=11) ortalama metilasyon diizeyi %3.132 (+0.619) ve hidroksimetilasyon diizeyi
%0.080 (£0.089) olarak bulunurken; tiikiiriik 6rneklerinde (n=14) ortalama metilasyon diizeyi
%4.186 (+0.729) ve hidroksimetilasyon diizeyi %0.038 (+0.024) bulundu. Kan ornekleri ile
karsilastirildiginda, global DNA metilasyon diizeylerinin tiikiiriik 6rneklerinde daha yiiksek
oranlarda oldugu goriildii (p=0.0066). Buna karsilik hidroksimetilasyon diizeylerinde iki materyal
arasinda anlamli bir fark olmamakla birlikte, kan 6rneklerinde bu diizeyler daha yiiksek degerlerde
bulundu (p=0.207). iki biyolojik materyal arasindaki %mdC-hmdC diizeylerinde tespit edilen
farkliliklar, bu iki materyalin analizlerde birbirinin yerine kullanilamayacagini gostermektedir.
Calismanin dogrusallik ¢alismasinda, MeOH ve DNA olmak {izere iki matriks arasindaki iliski
Student’s t-test ile aragtirildi ve aralarinda anlaml bir fark goriilmedi (%5mdC kan i¢in p=0.887;
tikirik icin p=0.875) (%5hmdC kan i¢in p=0.488; tiikiirik i¢in p=0.424). Bu durum her iki
matriksin de DNA metilasyon/hidroksimetilasyon analizi i¢in uygun oldugunu gostermektedir.
Tiikiiriik ve kan 6rneklerinin kendi i¢erisinde mdC ve hmdC degerleri arasindaki iliski Student’s t-
test ile incelendi. Test sonucunda hem kan hem tiikiiriik 6rnekleri kendi igerisinde mdC ve hmdC
icin anlaml bir farklilik gosterdi (kanda mdC-hmdC igin p=0.0005; tiikiiriikte mdC-hmdC i¢in
p=0.00004). Bu sonuglar degerlendirildiginde, hem kan hem tiikiiriik 6rnekleri i¢in, mdC ve hmdC

diizeylerinin karsilastirilabilir olmadig1 sdylenebilir.



Bu c¢alismada LC-MS/MS kullanilarak, insan viicudunun farkli dokularindaki DNA
metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeylerinin es zamanlh olarak ve 5 dk gibi kisa bir siire
icerisinde analiz edilmesine olanak saglayan bir yontem gelistirildi. Biyolojik materyal olarak
tercih edilen kan ve tiikiiriik 6rnekleri hem kendi i¢lerinde hem de birbirleri arasinda incelenerek
ileriki ¢alismalar i¢in 6nemli olabilecek bulgular elde edildi. Boylelikle gelecekteki epigenetik
arastirmalar icin yol goOsterici olan ve bu c¢alismalarin analitik sistemler yardimiyla

gergeklestirilmesine olanak saglayan kromatografik bir yontem gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, DNA Metilasyonu, DNA Hidroksimetilasyonu, LC-MS/MS,

Adli Toksikoloji



Summary
The term “epigenetics”, which entered our lives in the middle of the 20th century, continues
to increase its importance today. Epigenetics, which was initially defined as a branch of science
that only studies the causal interactions between genes and gene products that reveal the phenotype,
has been revealed as a part of the living mechanism in many areas with the development of science
and technology. Among all of the epigenetic mechanisms, DNA methylation is the most studied

mechanism until now.

Analysis of DNA methylation levels allow differentiation between different tissues or
different individuals in the human genome. In addition, methylation, which has been associated
with many diseases so far, plays an important role in the analysis of the basic mechanisms of
diseases and in the development of personalized treatment methods. DNA methylation, which has
an important place in many sciences, is also very valuable for forensic sciences. With DNA
methylation analysis studies, applications such as age determination, body fluid identification in

crime scenes and separating monozygotic twins are able to be done for forensic sciences.

Up to this date, many methods have been developed to determine global DNA methylation
levels. Among the developed methods, LC-MS/MS demonstrates its superiority over other methods
in terms of sensitivity, reproducibility and cost. The aim of this project is to develop an all-round
method for measuring DNA methylation levels by taking advantage of LC-MS/MS. For this
purpose, blood and saliva samples were taken from 14 volunteers in two different age groups (under
45 years old and over 45 years old) and DNA isolation was performed by E.Z.N.A. ® Tissue DNA

Kit protocol. These samples were analyzed together with the developed LC-MS/MS method.

According to the findings of this study, as a result of the calculations which was done using

the formulas %mdC=(mdC/dC+mdC+hmdC)*100 and %hmdC=(hmdC/dC+mdC+hmdC)*100,



the mean methylation and hydroxymethylation levels in blood samples (n=11) was found to be
%3.132 (£0.619) and %0.080 (+0.089) respectively; the mean methylation and
hydroxymethylation levels in saliva samples (n=14) was %4.186 (+0.729) and %0.038 (+0.024)
respectively. Compared to blood samples, global DNA methylation levels were found to be higher
in saliva samples (p=0.0066). On the other hand, although there was no significant difference
between the two materials, hydroxymethylation levels were higher in blood samples (p=0.207).
The differences in %mdC-hmdC levels between the two biological materials show that these two
materials can’t be used as a surrogate for each other in analysis. The relationship between two
matrices, MeOH and DNA, which was used for linearity studies, was studied by Student'’s t-test.
As a result of the test, there was no significant difference [(%mdC p=0.887 (blood); p=0.875
(saliva)] [%ohmdC p=0.488 (blood); p=0.424 (saliva)]. This indicates that both matrices are suitable
for DNA methylation/hydroxymethylation analysis. The relationship between mdC and hmdC
values was examined by Student's t-test, separately in saliva and blood samples. As a result of the
test, both blood and saliva samples showed a significant difference for mdC and hmdC (p=0.0005
in blood for mdC-hmdC; p=0.00004 in saliva for mdC-hmdC). When these results are evaluated,

it can be said that mdC and hmdC levels are not comparable for both blood and saliva samples.

In this study, a method was developed which allows simultaneous analysis of DNA
methylation and hydroxymethylation levels in different tissues of the human body, in such a short
amount of time like 5 minutes using LC-MS/MS. Blood and saliva samples were examined both
among themselves and among each other and findings that may be important for future studies
were obtained. Thus, a chromatographic method has been developed that guides future epigenetic

studies and allows these studies to be carried out with the help of analytical systems.
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1. Giris ve Amag

Gegmisten giiniimiize kadar yapilmis olan birgok arastirma ve calisma sayesinde, genetik
materyalimiz olan DNA’nin kimyasal ve molekiiler yapist her ne kadar anlasilmis olsa da son
yillarda elde edilen bulgular sayesinde artik her genetik olaymn DNA ile smirli kalmadigi
bilinmektedir. Bir canlinin yasaminmi siirdiirebilmesi i¢in g¢evresel uyaranlara uygun tepkiler
gostermesi ve mevcut kosullara uyum saglamasi gerekir. Bu siireci dogru bir sekilde ilerletebilmek
icin embriyodan baslayarak yasamin sonuna kadar gecen siirecte, gen ifadelerinde bazi
degisiklikler gerceklesir (1). Gen bazinda gerceklesen tiim bu degisiklikleri i¢ine alan terim,
1940’larin basinda Conrad Waddington tarafindan ‘epigenetik’ olarak tiim diinyaya tanitilmistir
().

Giinlimiizde “epigenetik” terimi genel olarak, mitotik ve / veya mayotik olarak kalitsallik
gosteren ve DNA dizisinde degisiklik gerektirmeyen gen fonksiyonunda olusan degisimlerle ilgili
yapilan c¢aligmalarin yiiritildiigii bir bilim dali olarak kabul edilmektedir (2). Epigenetik
degisiklikler, tekli genlere eklenen kimyasal bilesiklerin rol oynadigi cesitli epigenetik
mekanizmalarla yiiriitiilmektedir (3). Bu zamana kadar yapilan calismalarla bir¢ok epigenetik
olusum mekanizmast tanimlanmistir ve calismalar devam ettikce de yeni mekanizmalar
kesfedilmeye devam edilecektir.

Isleyisi en iyi bilinen ve iistiine bircok calisma yapilan epigenetik mekanizma DNA
metilasyonudur. DNA metiltransferazlar1 tarafindan katalize edilen DNA metilasyonu,
transkripsiyonun epigenetik olarak susturulmasinda kilit bir oyuncu olarak kabul edilir (4). Bu
mekanizma agirlikli olarak sitozin bazlarinin art arda siralandigr bir DNA bdlgesine bir metil
grubunun (CHzs) eklenmesi veya cikarilmasi ile olusmaktadir (5). Belirli bir gene metil gruplar

eklendiginde, bu gen kapatilir veya susturulur ve o genden protein iiretilemez (3).



DNA metilasyonu adli bilimler i¢in ¢ok 6nemli olan, adli uygulamalarda epigenetik belirte¢
testlerini kullanma iizerine yapilan arastirma ve ¢alismalarla her gegen giin 6nemini daha da artiran
bir belirtectir (6). Epigenetik testler, kantitatif sonuglar sagladigindan, ayrica riboniikleik asit
(RNA) ve protein belirtegleri gerektiren yontemlerden daha uzun kararlilik gosterdiginden daha iyi
bir metodoloji olma ihtiyacini karsilamaktadir. Bu avantajlarla birlikte DNA metilasyon analizleri
ile adli bilimler i¢in, yas tayini, olay yerinde viicut sivisi identifikasyonu ve monozigotik ikizleri
birbirinden ayirma gibi uygulamalar yapilabilmektedir (7,8,9). Fakat genelde metilasyon analizi
icin kullanilmasi gereken yontemler ugrastirici ve pahali olmakta, ayrica kararlilik ve yeniden
iiretilebilirlik acisindan eksiklikler igermektedir. Bu nedenle ¢alismamizda LC-MS/MS yoéntemi
tercih edilerek bu eksiklikleri gidermek amaglanmaktadir.

Gilinlimiize kadar yapilmis olan bir¢ok c¢alismayla birlikte, global DNA metilasyon
diizeylerini saptamaya yonelik ¢ok sayida yontem gelistirilmistir ve bunlarin arasinda LC-MS/MS
(S1v1 kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi) de yer almaktadir (10). LC-MS/MS, literatiirde
daha 6nce belirtilmis ve kullanilmakta olan yontemlerle karsilastirildiginda oldukca kesin ve hassas
sonuglar vermektedir. Bundan dolay1 bu yontem, global DNA metilasyon analizi i¢in altin standart
olarak kabul edilmektedir (11).

Bu calismada LC-MS/MS kullanilarak, insan viicudunun farkli dokularindaki DNA
metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeylerinin es zamanl olarak arastirilmasi i¢in bir yontem
gelistirilmesi amaglanmistir. Biyolojik materyal olarak kan ve tiikiiriik tercih edilmis, hem ayni
doku i¢indeki hem de dokular arasindaki korelasyon, metilasyon ve OH-metilasyon diizeyleri
acisindan incelenmistir. Boylece bu iki biyolojik materyalin epigenetik aragtirmalarda birbirlerinin
alternatif olarak kullanilabilirligi degerlendirilmistir. Ayrica dokulardaki metilasyon ve
hidroksimetilasyon diizeyleri de karsilastirilarak, her iki epigenetik u¢ nokta i¢in anlamli bir

iliskinin olup olmadig1 aragtirilmistir (12). Boylelikle kromatografik bir yontem gelistirilerek



epigenetik arastirmalarin analitik sistemler yardimi ile arastirilmasina yeni bir boyut

kazandirilmistir.
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2. Genel Bilgiler

2.1. Genetik Bilimi

Genetik, genel anlamda kalitimin ve spesifik anlamda ise genlerin incelendigi ¢alismalari
biinyesinde barindiran bilim dalidir (13). Bu nedenle genetikten bahsederken bu alanin, varyasyon
ve kalitim bilimi oldugu soylenebilir. Kalitim (heredity) terimi ise orjinal olarak heredidatem
kelimesinden tiiretilmistir ve Latincede “miras¢1 olma durumu” anlamina gelmektedir. ik kez
1530’1u yillarin baslarinda kullanilmis olan bu terim genel anlamiyla, ebeveynlerin sahip oldugu
fiziksel 6zelliklerin ve genetik bilginin gelecek nesillere aktarilma siirecini ifade etmektedir (14).

Genetik teriminin tarihte ilk defa kullanildig1 zamana gitmek istenilirse, 1905 senesi dogru
bir tercih olacaktir. Bu terim ilk defa Ingiliz bir biyolog olan William Bateson tarafindan,
meslektast Adam Sedgwick'e yazdigi bir mektupta, kalitim ve varyasyon bilimini tanimlamak i¢in
kullanilmistir. Bateson, “genetik” terimini Yunan dilinde “dogurmak” anlamina gelen “genno”
kelimesinden tiiretmistir (14). Bateson 1906 yilinda Cambridge'de kendisi i¢in olusturulan makami
adlandirmak i¢in “genetik” kelimesini kullanmay1 6nermisti ancak Bateson'un makamina “biyoloji
makami1” adi verildi. Buna karsilik Bateson, o yil iiglinciisii diizenlenen Uluslararasi Bitki
Hibridizasyonu Konferansi’nda, Mendel yasalarindan temel alan bu yeni bilim dalinin “genetik”

olarak adlandirilmasi 6nerisini tekrar ortaya att1 ve bu sefer 6nerisi kabul edildi (15).

Genetigin kokleri bulunmak istenilirse, Gregor Mendel'in bitki melezlesmesini konu alarak
kaleme aldig1 1865 tarihli notlarina bakilabilir. Temelinde Mendel’in kesiflerine dayanan bu bilim,
genel anlamda bir kalitim bilimi olma amaciyla ve o zamana gore biitiiniiyle yeni olan gen, genotip,
fenotip gibi biyolojik kavramlarin ortaya ¢ikarilmasiyla taninmaktadir. O zamanlar genlerin
fiziksel veya kimyasal dogas1 hakkinda hicbir sey bilinmemesine ragmen, Mendel’in 6zelliklerin

ayr1 birimler olarak kalitildigindan siiphelenerek ortaya attig1 fikirler mevcut kalitim anlayisinin
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gelistirilmesinde oldukc¢a 6nemli olmustur. Genetikteki tiim mevcut arastirmalarin izi, Mendel'in
oOzelliklerin kalitmin1 yoneten yasalar1 kesfetmesine kadar uzanabilir. 1910'lu yillardaki Mendel
genetigi, kromozomal kalitim teorisiyle kaynasarak giinimiizde "klasik genetik" olarak

adlandirilan bir alan1 olusturmustur (15).
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Sekil 1: Mendel’in 1865 tarihli notlarinda kullandig: ii¢ formdiil (15)

Mendel’in genetik bilimin koklerini olustururken kullandigi ii¢ formiil yukarida
gosterilmektedir (Sekil 1). Bu formiilleri agiklamak istersek: Iki ebeveyn sirasiyla A tipine ve a
tipine aittir (6rnegin sar1 ve yesil bezelye). A tipi, a'ya baskindir. Ilk formiil, dollenme sirasinda ne
oldugunu gostermektedir: polen hiicreleri yumurtalik hiicreleriyle iliskilidir. Temsil edilen dort
kombinasyon da esit olasiliklidir. ikinci formiil zigottaki sonucu temsil etmektedir (pay: erkek
orjin; payda: disi orjin). Uciincii formiil, soydaki ii¢ tipin oranlarin1 gésterir: iki saf ebeveyn formu
(A ve a), ve bir melez form Aa. Aralarinda ¢aprazlanirsa, bu Aa tekrar saf ve melez soy karisimi

verecektir. Ikinci formiil Mendel'in genetik ruhuna ne kadar yakin oldugunu gosteriyor olsa da,
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ticlincti formiil onun genotip ve alel gibi kavramlara sahip olmadigimi gostermektedir. Eger bu
kavramlara sahip olsaydi denklemin ikinci tiyesi “AA + 2Aa + aa” seklinde olacakti (15).
Kalitimin en temel biriminin ‘‘genler’” oldugu bilinmektedir. Genler i¢in, belirli proteinleri
kodlayan DNA pargalar1 tanimlamasini yapabiliriz. Genler kalitim yoluyla ebeveynden ¢ocuga
gecer ve boylelikle cocuktaki goriiniis ve davranislara karar veren silirecin en 6nemli parcasi haline
gelir (14). Bu ¢ercevede gen, eszamanli olarak bir islev ve aktarim, yeniden birlestirme ve
mutasyon birimidir. 1950'lerin basina kadar, genin bu kavramlari birbiriyle ¢akismis olsa da kalitim

temelinin DNA oldugu anlasildiginda bu karmasa ¢oziilmiistiir (15).

Genetik bilimi, biyolojinin temel taslarindan birini olusturmakta, tarim, tip ve biyoteknoloji
gibi diger bir¢ok alanla oOrtiismektedir. Uygarligin baslangicindan bu yana, insanlik kalitimin
etkilerinin farkina varmis ve kalitim ilkelerini ekili iirlinlerin ve evcil hayvanlarin iyilestirilmesi
gibi giinliik uygulamalar i¢in kullanmistir. Ornegin, 6.000 yildan daha eski bir Babil tabletinde,
atlarin soy agaclar1 ve olasi kalitsal 6zellikleri ile ilgili bilgilerin yer aldig1 gortilmiistiir. Diger bazi
eski oymalarda ise hurma agaglarinin ¢apraz tozlasmasi anlatilmistir. Bilinen bilgilere karsilik
kalittimin ¢ogu mekanizmasi, genetigin sistematik bir bilim olarak ilerlemeye basladigi 19. ylizyila

kadar bir sir olarak kalmistir (13).

2.1.1. DNA’nin Kkesfi ve gelisimi
Yirminci yiizyilin ortalari, DNA arastirmalarindaki en temel kesiflerden bazilarina taniklik
etmistir. 1944'te Oswald T. Avery, Colin MacLeod ve Maclyn McCarty, genetik bilginin
tasiyicisinin daha once yaygin olarak inanildigi gibi proteinler degil DNA oldugunu 6ne siiren
donlim noktasi niteligindeki makaleyi yayinlamislardir. Bu on yilin basinda Erwin ChargaV,

DNA'nin baz bilesiminin tiirler arasinda farklilik gosterdigini, ancak her tiir i¢cinde bazlarin her
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zaman belirli oranlarda bulundugunu kesfetmis, timin bazlari ile ayn1 sayida adenin bazinin ve
guanin bazlari ile ayn1 sayida sitozin bazinin bulundugunu bildirmistir. 1952 yilinda DNA genetik
bir materyal olarak Alfred Hershey ve Martha Chase tarafindan kabul edilmistir (16). Bir yil sonra,
1953 senesinde Amerikali genetik¢i ve biyofizik¢i James D. Watson ve Ingiliz biyofizikgiler
Francis Crick ve Maurice Wilkins tarafindan, DNA yapisi i¢in 6ne siiriilen ¢ift sarmalli bir model

(Sekil 2) tasarlandiginda onemli bir déniim noktasina ulagilmistir (13).

replikasyon

yoni

yeni zincir yeni zincir

eski zincir eski zincir

Sekil 2: DNA yapisinin ilk 6nerisi (13)

DNA yapusi ile ilgili yapilan bu atilim, Ingiliz bilim insan1 Rosalind Franklin ve Maurice
Wilkins’in gergeklestirdigi DNA molekiiliiniin X-1s1n1 kirmnimi ¢aligmalariyla, molekiiliin sarmal
yapisina 151k tutulmasi sayesinde miimkiin olmustur. Cift sarmal modeli, DNA’nin tamamlayici
ipliklerini ayirarak ve bunlari yeni DNA molekiillerinin sentezi i¢in sablonlar olarak kullanarak

kendi kendini kopyalama yapabildigini gostermistir. DNA’nin i¢ ige ge¢mis zincirlerinin her



14

birinin, niikleotid ad1 verilen ve dort tipi oldugu bilinen bir kimyasal grup zinciri oldugu 6ne
siirlilmiistiir. Proteinler amino asit dizileri oldugundan, belirli bir DNA niikleotid dizisinin bir
amino asit dizisi ve dolayisiyla protein yapisi i¢in bir kod icerebilecegi 6nerilmistir (13,16).

NH; =

&' ucu fosfat

‘—CHQ » piirin bazlar1
N—NZ""NH,
deoksiriboz ‘

HOCH, OH ’Q‘ ‘ sitozin
H pirimidin bazlar1
HO OH H
riboz (RNA) | timin
(0] O (DNA) ]
H\E\N,H -c:H2
N/LO
H H
. H O H
L urasil (RNA) y

3’ ucu

Sekil 3: Deoksiriboniikleik asit (DNA) poliniikleotid zinciri (13)

Sekil 3°’te DNA’nin poliniikleotid zincirinin bir kism1 gosterilmektedir. Kiiclik cercevedeki

gorselde ise RNA’da karsilik bulan pentoz sekeri ve pirimidin bazi gosterilmistir (13).

DNA replikasyonu i¢in Onerilen yar1t korunumlu ayrilma modeli, ilk kez 1958 yilinda
Amerikali molekiiler biyolog Matthew Meselson ve Amerikali genetik¢i Franklin W. Stahl
tarafindan deneysel olarak gosterilmistir. 1961'de Crick ve Giiney Afrikali biyolog Sydney
Brenner, genetik kodun “kodon” adi verilen glii niikleotitlerle okunmasi gerektigini ortaya

cikarmistir. Amerikali genetik¢i Charles Yanofsky, bir gen igindeki mutant bdlgelerin
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konumlarinin, karsilik gelen proteinin amino asit dizisindeki degistirilmis amino asitlerin
konumlariyla miikemmel bir sekilde eslestigini gostermistir. 1966 yilinda 64 olasi tiglii kodlama
biriminin (kodon) tamaminin genetik kodu ve kodladiklar1 spesifik amino asitler, Amerikali
biyokimyacilar Marshall Nirenberg ve Har Gobind Khorana tarafindan ortaya cikarilarak genetik
kod ¢oziimlenmistir (13,16). Bircok organizmada yapilan miiteakip ¢alismalar, DNA'nin ¢ift
sarmal yapisinin, replikasyon modunun ve genetik kodun, bitkiler, hayvanlar, mantarlar, bakteriler
ve virlisler dahil olmak iizere hemen hemen tiim organizmalarda ayni oldugunu gdstermistir.
1961'de Fransiz biyolog Frangois Jacob ve biyokimyac1t Jacques Monod bakteriyel
genlerin, diizenleyici proteinlerin genin kodlama boélgesinin hemen yukari akistaki bir bolgeye
baglanma eylemini gergeklestirmesiyle aktif ve pasif hale getirilebilecegini gostererek gen

diizenlemesi igin prototip model olusturmuslardir (13).

Boylece, yaklasik 20 yillik bir siire zarfinda DNA'nin birgok sirr1 ortaya c¢ikarilmistir. Bu
atilimlarin 6nemi, DNA aragtirmalarinin bu olaylar gergeklesmeden 75 yil 6nce, 1869'da Johann
Friedrich Miescher tarafindan DNA'nin kesfiyle baslamis oldugu gercegini ¢ogu zaman golgede

birakmaktadir (16).

1868/69 yilinin kisinda, Isvigreli bir doktor olan Friedrich Miescher, 16kositlerin kimyasal
bilesimi iizerinde DNA'nin kesfine yol acan deneyler yapmistir. Miescher, deneylerinde,
bilinmeyen bir maddenin ¢okeltisini fark etmis ve bu madde iizerinde incelemeler yapmuistir.
Izolasyon prosediirii sirasindaki 6zellikleri ve proteaz sindirimine kars1 direnci, yeni maddenin bir
protein veya lipid olmadigini goéstermistir. Bu maddenin temel bilesiminin analizleri, proteinlerin
aksine, biiyliik miktarlarda fosfor icerdigini ve Miescher'in daha sonra onayladigi gibi kiikiirt
icermedigini ortaya ¢ikarmistir. Boylece Miescher yeni bir molekiil kesfettigini fark etmistir. Bu

molekdlii nukleustan izole ettigi i¢in, bu molekiile gliniimiizdeki taniminda hala korunan bir isim



16

olan niiklein adin1 vermistir. Miescher daha sonraki c¢alismalarinda, niikleinin tiim ¢ekirdeklerin
karakteristik bir bileseni oldugunu gostermis ve bu maddenin organelin isleviyle ayrilmaz bir
sekilde baglantili oldugunu kanitlayacagini varsaymistir. Ayrica Miescher, bu molekiiliin kalitsal
ozelliklerin iletilmesinde bir rolii olabilecegini bile diisiinmiis, ancak daha sonra bu fikri

reddetmistir (16).

2.2. Epigenetik

Modern anlamiyla, “epigenetik” kelimesi, genlerin ekspresyonunu dogrudan etkileyen, ancak
DNA dizisindeki degisikliklere indirgenemeyen modifikasyonlarin incelenmesini ifade etmektedir.
Bu modifikasyonlar ig¢in mevcut Ornekler, niikleotidlerin metilasyonu ve histonlarin
konfigiirasyonundaki degisikliklerdir. Her iki durumda da bu degisiklikler, genlerin ifadesini
degistirmektedir (15,46). Bu degisikliklerin ortak 6zelligi kararli olmasidir ancak bu kararlilik daha
az veya daha ¢ok seviyede olmak iizere degisiklik gostermektedir. Dolayisiyla bazi epigenetik

modifikasyonlar bir nesilden digerine aktarilabilirken; bazilar1 kalitilabilir 6zellikte degildir (15).

Modern epigenetik goriislimiiziin kdkeni bu terimi, gelisim sirasinda genotip ve fenotip
arasindaki farklilig1 tanimlamak i¢in Aristoteles'in epigenez fikrinden yararlanarak ortaya ¢ikaran
Waddington'a kadar gitmektedir. O zamandan beri epigenetigin anlami, her gecen giin artan
molekiiler kavrayislar1 yansitacak sekilde rafine edilmistir. Epigenetik artik daha yaygin anlamiyla
gen ifadesinde, degistirilmis DNA dizisinden kaynaklanmayan, genellikle DNA metilasyonu,
histon modifikasyonu ve niikleozom konumlandirma gibi kromatindeki degisiklikler sonucu ortaya

cikan kalitsal degisiklikleri ifade etmektedir (17).
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18. yiizyila kadar, preformasyon teorisi ile, yeteneklerin ve biyolojik farkliliklarin bir tanri
tarafindan belirlendigi ve bireysel karakterlerin dollenme ile baslayip sonrasinda degismez bir
halde kaldig: ileri siirtilmiistiir. Bu teoriye, Darwin’in teorileri ve Kant tarafindan 6ne siiriilen,
cevrenin kKesinlikle fenotip degisikliklerde bir faktor olarak yer aldig: diisiincesi ile kars1 ¢ikilmastir.
Bu durum, dolayisiyla evrim kavraminin tanimlanmasina yol agmistir. 1865'te Mendel'in ilkeleri,
1869'da DNA molekiiliiniin izolasyonu ve yaklasik bir ylizyil sonra DNA'nin ¢ift sarmal yapisinin

¢oziilmesi, genetik ve kalitimin evrensel ilkelerinin olusturulmasini saglamistir (18).

Gelisim biyolojisi alaninda ¢aligmalarini siirdiiren Conrad H. Waddington, gen ve protein
ekspresyonu arasindaki baglantilara odaklanan yeni bir biyoloji dalim1 6zetlemek igin ilk defa
epigenetik kelimesini kullanmistir (18). Tarihsel olarak “epigenetik” kelimesi, genetik ilkelerle
aciklanamayan olaylar1 tanimlamak i¢in kullanilmis ve Waddington, epigenetigi “fenotipi
meydana getiren genler ve tiriinleri arasindaki nedensel etkilesimleri inceleyen biyoloji dali” olarak
tanimlamistir. Boylece yillar boyunca, bazilar1 tuhaf ve agiklanamaz olarak kabul edilen sayisiz

biyolojik fenomen, epigenetik kategorisine dahil edilmistir (19).

Waddington 1957 yilinda, gelisim sirasinda hiicresel karar verme siirecini temsil etmek i¢in
epigenetik bir manzara kavramini 6nermistir (Sekil 4). Bir topun, yiizeyin piiriizliiliigii nedeniyle
farkli yollar izleyebilecegini soyleyen Waddington’in bu benzetmesinde top bir hiicreyi ifade
ederken; yiizeydeki piirtizler hiicre i¢i ve hiicre dist ¢evresel etkiler anlaminda kullanilmistir
(18,19). Boylece bu dinamik gorsel metafor ile, hiicrenin belirli izin verilen yoriingeleri yol

alabildigi ve bu sekilde farkli sonuglara yol agabildigi anlatilmak istenmistir (19).
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Sekil 4: Waddington'in klasik epigenetik manzarasi (19).

1980’lerde, farkli birka¢ grup arastirmaci canli déllenme ve embriyogenez olusturmak i¢in
gerekli olan, hem erkek gamet genomu hem de disi gamet flizyonunun gerekliligini tanimlamistir.
Bu bildiri, 6zellikle anne veya ebeveyn kalitimi ile ilgili olarak diizenlenen “baskili genlerin”
varligim giin 1s181ma ¢ikarmistir (18). Bu siireg, bir yetiskin somatik hiicreden cekirdeksiz bir
yumurtaya bir c¢ekirdegin transferinden sonra klonlar1 elde etmenin yiiksek zorluklarim
aciklamistir; tistelik bu islem, 1997 yilinda Wilmut ve arkadaslarinin yayinladiklar1 ¢alismaya ve
Dolly koyununun klonlanmasina kadar imkansiz olarak kabul edilmekteydi (Sekil 5). Bu ¢alismayz,
cok sayida farkli tiirde binlerce klonlanmis hayvanin yaratilmasi ve 2018'de bimaternal ve
bipaternal farelerin iiretimi izlemis, ancak bu hayvanlarda ciddi kusurlar oldugu gozlenmistir
(13,18). Aslinda, DNA'nin genel organizasyonu yaklasik olarak 20. ylizyilin ortalarinda anlasilmis
olsa da epigenetik alaninin tam olarak zirve yapmasi 1990-2000 yillarinda, epigenetik isaretlerle
ilgili spesifik enzimlerin, yazar ve silicilerin tanimlanmasina izin veren tam klonlama ve

biyokimyasal tekniklerin olusturulmasiyla birlikte ¢ok daha sonraki yillarda gergeklesmistir (18).
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Sekil 5: Dolly koyununun klonlanmasi (13)

Epigenetik genis anlamda, genotip ve fenotip arasinda bir koprii islevi goren, temeldeki DNA
dizisini degistirmeden bir lokus veya kromozomun nihai sonucunu degistiren bir fenomen olarak
bilinmektedir. Ornegin, ¢ok hiicreli bir organizmadaki hiicrelerin biilyiik gogunlugu ayni genotipi
paylassa da organizma gelisimi, farkli gen ekspresyonu profilleri ve hiicresel fonksiyonlara sahip
cesitli hiicre tipleri tretmektedir. Bu nedenle hiicresel farklilasma, genetik kalitimdaki
degisikliklerden ziyade, biiyiik oOlgiide Waddington'in “epigenetik manzara” tanimindaki
degisiklikler tarafindan yonetilen bir epigenetik fenomen olarak diisiiniilebilir (Sekil 4). Daha
spesifik olarak, epigenetik, DNA'min Watson-Crick baz eslesmesinde degisiklik olmaksizin, gen
ekspresyonunda veya hiicresel fenotipte potansiyel olarak kararli ve ideal olarak meydana gelen

kalitsal herhangi bir degisikligin incelenmesi olarak tanimlanabilir (19).
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Uzerinde en ¢ok calisilan ve bilinen epigenetik belirtegler olan DNA metilasyonu ve
translasyon sonrasi histon modifikasyonlari, DNA c¢ift sarmal yapisinin ¢oziilmesinin ardindan
hizla tanmmlanmustir. ilk olarak 1965 yilinda DNA metilasyonu tarif edilmisken; histon
metilasyonu, asetilasyonu, fosforilasyonu, ubikitinasyonu, sumolasyonu ve adenozin difosfat
(ADP) ribozilasyonunun rapor edilmesi 1962 yilindan 1977'ye kadar siirmiistir. Bu
modifikasyonlarin gen iizerindeki rollinii anlamak oldukg¢a zor olmustur. Sonraki yillarda bu
belirtecleri katalize eden veya silen enzimlerin tanimlanmasi, bu modifikasyonlarin biyolojik
oneminin ac¢ikliga kavusturulmasina izin veren genetik ve biyokimyasal deneylerin yapilmasina
olanak saglamistir. Tiim bu epigenetik olaylar ve epigenetikte yer alan ana proteinlerin

tanimlanmasi1 kronolojik olarak Sekil 6’da 6zetlenmistir (18).
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Epigenetik giiniimiizde biyoloji biliminin en aktif arastirma alanlarindan biridir. Bu alan
hiicresel farklilasma ve gelisme, metabolizma, hastaliklar, fenotipik degiskenlik, kalitim, evrim,
davraniglar ve hatta kiiltiir gibi ¢ok ¢esitli biyolojik fenomenlerin incelenmesini igerir. Epigenetigin
ne oldugu anlayisi, Conrad H. Waddington tarafindan epigenetigin, verilerin genetik ve
embriyolojiye entegre edilmesine izin veren bir tiir kavramsal ara¢ olarak tanimlamasindan bu yana
gelismistir. Tarihsel olarak molekiiler, gelisimsel ve evrimsel biyolojideki ilerlemeler boyunca
gelisen epigenetik giiniimiizde, kullanildig1 biyolojik disipline bagl olarak farkli anlamlara sahip

cok yonlii bir kavram haline gelmistir (20).

2.2.1. Epigenetik mekanizmalar

Epigenetik, bir onceki bolimde ayrintili olarak aciklandigi gibi DNA dizisinde olusan
degisikliklerden ziyade kromozomdaki degisimler yoluyla meydana gelen gen ifadesindeki kalitsal
ve kararli degisikliklerin incelenmesidir. Epigenetik mekanizmalar DNA dizisini dogrudan
degistirmemesine ragmen, DNA bazlarinin kimyasal modifikasyonlart ve DNA'nin paketlendigi
kromozomal {istyapidaki degisiklikler yoluyla gen ekspresyonunu diizenleyebilir (21).

Epigenetik mekanizmalar, bir hiicre i¢cinde gen ekspresyonu ve susturmayi diizenleyen bir
kontrol katmani olusturur. Bu kontrol, dokular arasinda farklilik gdstermekte ve hiicre
farklilagmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ek olarak, epigenetik modifikasyonlar tarafindan
yonlendirilen hiicreler arasindaki gen ekspresyonundaki farkliliklar, spesifik hiicre tiplerinin
benzersiz fonksiyonlari ile sonuglanir. Genom ¢apinda DNA kaliplar1 ve histon modifikasyonlari
erken gelisim sirasinda olusturulmakta ve ¢oklu hiicre boliinmeleri boyunca korunmaktadir (21).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA (ncRNA) ile iligkili gen

susturma olmak iizere {i¢ farkli epigenetik mekanizma tanimlanmistir (Sekil 7). DNA
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metiltransferaz enzimleri tarafindan katalize edilen DNA metilasyonu, sitozin-guanin dizisi (CpG)
icindeki sitozin niikleotidine dogrudan bir metil grubunun eklenmesi ile gergeklesir. CpG adalari,
ozellikle promotdr bolgelerdekiler olmak iizere, DNA metilasyonu i¢in ortak hedeflerdir. Yapilan
caligmalar sayesinde gen promotor bolgelerinin yaklasik %70'inin CpG adalari i¢inde bulundugu
bildirilmistir. Bir promotor bdlgesindeki metillenmis sitozinler, gen baskilayic1 proteinleri
kullanarak DNA ile transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesimi azaltir. Sitozin metilasyonu
ayrica heterokromatin olusumunu yonlendirir, boylelikle olusan niikleozom sikilagsmasi da
transkripsiyonel makinelerin DNA ile etkilesime girmesini Onler. Bu nedenle, promotor
bolgelerdeki DNA metilasyonu, gen sessizlesmesine neden olur. Bu epigenetik mekanizma ayni
zamanda dokuya 6zgii gen regiilasyonu, genomik damgalama ve X kromozomu inaktivasyonunda

da 6nemli bir rol oynamaktadir (21).
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Sekil 7: Epigenetik Modifikasyonlar (22)
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Ikinci epigenetik mekanizma, histon proteinlerinin translasyon sonras1 modifikasyonlaridir.
Bu modifikasyonlar, her biri niikleozomlardaki DNA-histon etkilesimlerini degistiren enzim
katalizli asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon gibi mekanizmalar1 igermektedir. Histon
asetilasyonu genellikle DNA-histon etkilesimlerini zayiflatan pozitif yiiklii lizin kalintilarinda
meydana gelir, bdylece kromatini agar ve transkripsiyonu kolaylastirir. Histon metilasyonu, histon
protein yiikiinii degistirmediginden, ayrica lizine 1-3 metil grubunun ve arginine 1-2 metil
grubunun eklenmesini gerceklestirebildiginden dolayr daha karmasiktir. Histon fosforilasyonu,
histon kuyruguna negatif bir fosfat grubunun eklenmesini igerir, ancak DNA hasarina yanitta ve
sonraki onariminda rol oynayan H2A(X) fosforilasyonu disinda islevi hakkinda pek bir sey
bilinmemektedir. Histon asetilasyonunun gen ekspresyonu iizerindeki nispeten acik etkisinin yani
sira, diger histon modifikasyonlariin etkileri karmasiktir ve yakindaki DNA molekiillerinin
durumundan biiyiik ol¢tide etkilenir (21).

En son aciklanan epigenetik mekanizma, kodlamayan RNA ile iliskili gen susturmadir.
Kodlamayan bir RNA (ncRNA), kopyalanan ancak proteinlere ¢evrilmeyen islevsel bir RNA
molekiiliidiir (21,48). Bir zamanlar genomun israfi olarak kabul edilmelerine karsilik son goriisler,
ncRNA molekiillerinin epigenetik gen ekspresyonunda ¢ok 6nemli bir rol istlendigini ve
kodlanmig proteinlerdeki bu tiir benzerlige ragmen tiirler ve insan popiilasyonlar: arasindaki
fenotipteki biyiik farki agikladigini 6ne stirmektedir. Ayrica bazi hastaliklarin olusum temelinde
ncRNA’lar iizerinde meydana gelen bozukluklarmn yattig: sdylenmektedir (47). Onemli ncRNA
molekiilleri, 30'dan az niikleotit iceren mikroRNA'lar1 (miRNA) ve kisa enterferans yapan
RNA'ar1 (siRNA) ve 200 niikleotit veya daha uzun olan uzun kodlamayan RNA'lar1 (IncRNA)
icerir (21,48). Epigenetikteki rollerinin tam kapsami fiizerinde hala calisiliyor olunsa da,

ncRNA'larin gen susturmaya ek olarak DNA metilasyonuna ve histon modifikasyonlara
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katildigini gosteren kanitlar vardir. siRNA'larin ve IncRNA'larin her ikisinin de heterokromatin

olusumuyla gen ekspresyonunu diizenledigi gosterilmistir (21).
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Sekil 8: Epigenetik gen diizenlemesinin {i¢ temel mekanizmasi (23).

Gen ekspresyonu yukaridaki bolimde anlatildigr tizere, Sekil 8’de gosterilen bu iig

birbirinden farkli ancak oldukea iliskili epigenetik mekanizmalar tarafindan desteklenmektedir

(23).

2.2.2. DNA metilasyonu
DNA metilasyonu giiniimiizde belki de en iyi g¢aligilan epigenetik isarettir (41). Genom
icindeki bir sitozinin 5' pozisyonunun metilasyonu, enzimatik DNA metiltransferaz ailesi
tarafindan gergeklestirilir. Boylece bu siireg sonucunda 5-metilsitozin (5-mC) olusur. Bir karbon
metabolizmas1 yolaginda iiretilen ve modifikasyona ugramis bir amino asit olan S-

adenosilmetiyonin (SAM), bu reaksiyonda metil grubunu bagislayan molekiildiir (24,50).
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Genellikle "besinci baz" olarak adlandirilan 5-metilsitozin, hiicre tipine bagli olarak insan

genomundaki sitozin bazlarinin tahmini olarak %4-6's1 oraninda bulunmaktadir (24,51).

Son yillarda insan DNA'sinda CpG baglami disinda gerceklesmis olan metilasyon siiregleri
rapor edilmis olmasina ragmen, DNA metilasyonu ¢ogunlukla CpG diniikleotidleri kapsaminda
meydana gelmektedir. Insan genomu, metillenmis veya metillenmemis halde bulunan yaklasik 30
milyon CpG diniikleotidi igerir. CpG niikleotidlerinin yogun tekrarlarina CpG adaciklari
denilmekte ve bu tekrarlar genom boyunca meydana gelmektedir (24). Bir genin promotor
bolgesinde yer alan CpG adalarinin metilasyonu, proteinleri genin promotoriine toplayan ve
boylece transkripsiyonu bloke eden metil-CpG baglayici proteinlerin baglanmasi nedeniyle
genellikle o genin transkripsiyonu ile ters iliskilidir (Sekil 9). Kromatin yapisinda meydana gelen

degisiklikler sonucunda genler sessiz hale getirilir veya aktive edilerek ifade olmasi saglanir

(42,43).
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Metilasyonun siirdiiriilmesi, hiicre boliinmesi boyunca somatik hiicrelerin yapisal ve islevsel
kimliklerinin siirekliligini saglamak i¢in olduk¢a dnemlidir. Hiicre dongiisiiniin S faz1 sirasinda,
DNA metiltransferaz enzimi (DNMT), ubikuitin benzeri proteinlerin yardimiyla yar1 metillenmis
CpG'lere ulasir, boylece yeni sentezlenen her DNA dizisi, tamamlayici dizisi basina metillenebilir.
Boylece, her replikasyondan sonra, metilasyon modelinin simetrisi onarilir (38).

Metilasyon kaliplari stabil olmasina ragmen, aktif ve pasif demetilasyon olarak adlandirilan
iki mekanizma ile silinebilirler. Pasif demetilasyon, onarimda meydana gelen bir hatay1 temsil eder
ve Oncelikli olarak islevsel DNMT1/UHRF1'in yoklugunda meydana gelir. Metilasyonun simetrisi
yeniden kurulamazsa, metilasyon replikasyonlar yoluyla kaybolur. Bu siire¢ replikasyona bagli
seyreltme olarak adlandirilir (38).

Aktif demetilasyona, TET1, TET2 ve TET3 olmak iizere ii¢ izoform olarak var olan on-onbir
translokasyon (TET) proteini aracilik eder. Dioksijenazlarin bu alt ailesi, 5mC'nin
hidroksimetilsitozine (5hmC), 5-formilsitozine (5fC) ve son olarak 5-karboksilsitozine (5caC)
oksidasyonunu katalize eder. Bu doniigiim, iki asama yoluyla tam demetilasyona dogru atilan ilk
adimdir. i1k mekanizmada, DNMT1, ShmC, 5fC ve 5acC metilasyonuna kars1 daha az etkilidir; bu
nedenle, TET'in oksidatif aktivitesi pasif seyreltmeyi tesvik edebilir. Ikinci yolda, 5fC ve 5acC,
timin DNA glikosilaz ile DNA'dan kesilebilir ve ortaya ¢ikan lezyon, modifiye edilmemis bir
sitozin lireterek, baz eksizyon onarimi (BER) yolu ile derhal onarilir. Metilasyon ve demetilasyon

mekanizmalarina genel bir bakig Sekil 10°da verilmistir (38).
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Sekil 10: Metilasyon ve demetilasyon (38).

2.2.3. DNA hidroksimetilasyonu
Son zamanlarda, sitozin bazlarindan metil gruplarinin ¢ikarilmasinda bir oyuncu olarak 5-
hidroksimetilsitozin adi verilen yeni bir epigenetik isaret onerilmistir. Hidroksimetilsitozin (5-
hmC), 5-mC'ye benzer gen transkripsiyonundaki potansiyel diizenleyici rolii nedeniyle "altinct
baz" olarak anilmaktadir. Memeli DNA'sinda sitozinlerin %]1'den az1 hidroksillenir ve en yiiksek
diizeye merkezi sinir sistemi sahip olmakla birlikte, hidroksillenme diizeyi dokuya gore

degismektedir (33).

Embriyonik kok hiicreler de yiiksek 5-hmC seviyelerine sahiptir, ancak bu seviyeler
farklilagma sirasinda azalir. 5-hmC'nin en yaygin olarak kabul edilen islevi, metil grubunun 5-
mC'den ¢ikarilmasinda bir ara madde olarak gdrev almasi ve bdylece sitozini degistirilmemis
dondiirmesidir. Metil sitozin kalintilarindan uzaklastirilmasi

formuna geri gruplarinin

mekanizmasi, mevcut epigenetik arastirmalarda biiyliyen bir konudur. Metil isaretlerinin hiicre
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boliinmesinden sonra yeni hiicrede degistirilmedigi ve degistirilmemis bir sitozin ile sonuglandigi

pasif demetilasyon dahil olmak tizere ¢esitli mekanizmalar 6nerilmistir (33).

flging bir sekilde, metilsitozinin hidroksimetilsitosine doniistiiriilmesinden sorumlu olan ayn1
enzim ailesi, daha sonra bir DNA glikosilaz tarafindan kesilen metilsitosini 5-formilsitosine ve 5-
karboksilsitosine de doniistiirebilir (Sekil 11). Bu enzimler, asagida tartisildigi gibi TET enzimleri

olarak adlandirilir (24).
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Sekil 11:TET ile hidroksimetilasyon yoluyla onerilen aktif demetilasyon mekanizmasi (24)

Bir gen promotorii veya CpG adast i¢indeki sitozinlerin hidroksimetilasyonu, sitozinlerin
metilasyonu icin tarif edilen modele zit bir sekilde, o genin transkripsiyonundaki bir artisla
iliskilidir. Bu nedenle, hidroksimetilasyonun kendi i¢inde gen transkripsiyonunun bir diizenleyicisi
olarak hareket edebilecegi One siiriilmiistiir. Hidroksimetilasyonun gen transkripsiyonunda bir
degisiklige neden olabilecegi mekanizma, DNA'dan metil baglayici proteinlerin salinmasi yolu ile
gergeklesmektedir (24). Bu 5-mC baglayici proteinlerin ¢ogu, metilsitozin hidroksile edildikten

sonra artik DNA'ya baglanmayacaktir. Bu proteinler daha sonra DNA'dan ayrisir ve belki de o
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genin transkripsiyonel durumunu degistirir. 5-hmC'nin kalicilik ve kalitsalligi heniiz agikliga
kavusturulmamis olsa da, bu epigenetik isaretin DNA’da mevcut oldugu siire goz Oniine

alindiginda gen transkripsiyonunun etkilenebilecegi diistintilmektedir (24).

2.3. Metilasyon Analizinde Kullanilan Yoéntemler

DNA metilasyon analizi, arastirmacilarin gen regiilasyonu hakkinda degerli bilgiler
edinmelerine ve potansiyel biyobelirtegleri belirlemelerine yardimci olmaktadir. Yapilmis olan
birgok ¢alisma sonucunda kanser, Beckwith-Wiedemann sendromu (BWS), Prader-Willi
sendromu (PWS), ve bagimlilik gibi hastaliklar da dahil olmak tizere birgok hastaligin olusum
stirecinde anormal DNA metilasyonu durumlarinin yer aldigi bildirilmistir (44,45,49). Ayrica
obezite ve diyabet gibi kalitsal oldugu bilinen hastaliklarin temelinde de yine metilasyon
kaynaklari, sebepler arasinda yer almaktadir (52,53). DNA metilasyonunun ayni zamanda
kurakliga, asir1 sicakliklara ve diger cevresel degisikliklere verilen tepkilere iliskin yapilan

agrigenomik arastirmalara da siklikla konu oldugu bilinmektedir (26).

Biyolojik drneklerin DNA metilasyon diizeylerini belirlemek i¢in literatiirde yer alan bir¢ok
farkli yontem vardir. Bu yontemlerin ¢esitliligi epigenetik alaninin giin gectikce gelismeye devam
etmesiyle birlikte artmaktadir. Her yontemin kendine gore bazi avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Bu durum g6z 6niine alindiginda belirli bir amaca yonelik arastirmay: yiirtitmek

icin en uygun yontemi se¢mek zor bir istir (27).

DNA metilasyon analizi i¢in bir yontem secerken: Calismanin amaci, eldeki DNA
orneklerinin miktar1 ve kalitesi, yontemin maliyeti ve kolay uygulanabilirligi, 6zel ekipmanlarin

mevcudiyeti ve benzeri faktorler g6z 6niinde bulundurulmalidir (27).
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2.3.1. Genom c¢apinda yapilan metilasyon analizlerinde kullanilan yontemler
Metilasyon analizinde kullanilan yontemlerden bahsedilecek olan bu ilk boliimde, genom
capindaki DNA metilasyonu diizeyleri analiz edilmek istenildiginde tercih edilen birkag

yontemden bahsedilecektir.

2.3.1.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi-ultraviyole (HPLC-UV)

1980'de Kuo ve meslektaslar1 tarafindan gelistirilen HPLC-UV teknigi, hidrolize DNA
orneklerinde deoksisitidin (dC) ve metillenmis sitozin (5SmC) miktarini 6l¢gmek i¢in olduk¢a 6nemli
olan bir tahlil yontemi olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, bu yontemin avantajlari, 6zel
laboratuvar ekipmani ihtiyaci ve analiz yapilabilmesi i¢in nispeten yiiksek miktarlarda (3-10 pg)
DNA o6rnegine gerek duyulmasi ile oldukg¢a sinirlidir. Yontemin prosediirii, DNA’ nin kendisini
olusturan niikleosit bazlarina hidrolize edilmesi, SmC ve dC bazlarinin kromatografik olarak
ayrilmas1 ve ardindan bu fraksiyonlarin dl¢lilmesi olarak ilerlemektedir. Siirecin sonunda her
numune i¢in 5SmC/dC orani hesaplanarak, ¢aligmadaki deney ve kontrol gruplari arasinda

karsilagtirma yapilabilir (27).

2.3.1.2. Kromatografik yontemler

Agik adi sivi kromatografisi-ardisik kiitle spektrometresi olan LC-MS/MS, ¢ok daha kiigiik
miktarlarda hidrolize DNA numunesi gerektirmesi ile HPLC-UV'ye alternatif olan bir yaklagimdir.
Tiim sitozin kalintilarinin yaklagik olarak %2 ila %5'inin metillendigi memeli DNA's1 durumunda
LC-MS/MS, %0.05-10 arasinda degisen metilasyon seviyelerini tespit etmesi agisindan
dogrulanmistir ve bu yontemin toplam sitozin kalintilarinin yaklasik %0.25' kadar kiiclik 6rnekler
arasindaki farkliliklart gilivenle tespit edebildigi bilinmektedir. Bu da global DNA

metilasyonundaki yaklasik %35 civarinda bir farkliliga karsilik gelir (27).
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Prosediir rutin olarak 50-100 ng DNA 6rnegi gerektirir, ancak literatiirde 5 ng gibi ¢ok daha
kii¢iik miktarlarin da basarili bir sekilde profillendirildigi goriilmiistiir. Bu yontemin bir diger
onemli yarari, diisiik kaliteli DNA'dan olumsuz olarak etkilenmemesidir. Bununla birlikte,
uzmanlik gerektiren bir yontem oldugu ve LC-MS/MS sisteminin her laboratuvarda yaygin olarak

bulunmamasi nedeniyle metilasyon analizi i¢in ¢ok sik kullanilamamais bir yontemdir (27).

2.3.1.3. Enzim bagl immiinosorbent analizi (ELISA) temelli yontemler

DNA metilasyon diizeyinin hizli bir sekilde degerlendirilmesini saglayan, hepsi ELISA
temelli olan ve ticari olarak temin edilebilen bir¢ok kit vardir. ELISA temelli testler tipik olarak
yiiksek degiskenlige sahiptir; bu nedenle DNA metilasyonunun yalnizca kaba tahmini igin
uygundur. Bununla birlikte, global DNA metilasyonundaki biiyiik degisikliklerin tanimlanmasina

iyi hizmet eden, hizli ve kolay uygulanabilir yontemlerdir (27).

Bu yontemde kisaca, DNA numunesi bir ELISA plakas: lizerinde yakalanir ve metillenmis
sitozinler, sirali olarak su sekilde inkiibasyon adimlartyla saptanir: (1) SmC'ye kars1 bir birincil
antikor; (2) etiketli bir ikincil antikor; ve sonra (3) kolorimetrik/florometrik saptama reaktifleri

(27).

2.3.1.4. Luminometrik metilasyon analizi (LUMA)

LUMA teknigi 2006 yilinda Karimi ve arkadaslari tarafindan yayimlanmistir. Bu yontem
parcalanmis DNA ipliklerinin ¢ikintili uglarim1 doldurmak igin paralel ve miiteakip olan
pirosekanslama reaksiyonlarinda gergeklestirilen iki DNA restriksiyon pargalama reaksiyonunun
bir kombinasyonunu kullanir. Par¢alama reaksiyonunun biri CpG metilasyonuna duyarli olan
enzim Hpall ile gergeklestirilirken; paralel olarak gergeklesen reaksiyon, metilasyona duyarl

olmayan ve tiim CCGG bolgelerinde kesim yapacak olan Mspl enzimini kullanir. Escherichia coli
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restriksiyon endontiikleaz (ECORI) enzimi, her iki reaksiyona da i¢ kontrol olarak dahil edilir. Hem
Mspl hem de Hpall, DNA boéliinmesinden sonra 5'-CG c¢ikintilar tiretirken, EcoRI 5-AATT

cikintilari tretir ve bunlar daha sonra pirosekanslama tabanli uzatma testiyle doldurulur (27).

Olgiilen 151k sinyali Hpall/Mspl orani olarak hesaplanir ve bu oran numunede bulunan
metillenmemis DNA miktari ile orantilidir. Pirosekanslama reaksiyonunda eklenen niikleotidlerin
dizisi bilindiginden dolay1, yontemin 6zgiilliigii ¢ok yiiksek, degiskenlik ise diisiiktiir. Bu faktor
global DNA metilasyonundaki kiiclik degisiklikleri saptamak i¢in olduk¢a Onemlidir. LUMA
yontemi nispeten az miktarda DNA (250-500 ng) gerektirmekte ve ¢ok az degiskenlik
gostermektedir. Ayrica DNA girdi miktarindaki degiskenligi hesaba katan bir dahili kontrol
avantajina sahiptir. Bununla birlikte, tam enzimatik sindirimin gergeklesmesini saglamak i¢in

analiz edilecek olan DNA’nin yiiksek kalitede olmasi sarttir (27).
2.3.1.5. AFLP ve RFLP

Diferansiyel olarak metillenmis parcalarin tespiti, geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) tabanli g¢ogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizimi (AFLP), restriksiyon parga uzunluk
polimorfizmi (RFLP) veya her ikisinin bir kombinasyonunu kullanan protokoller ile

gergeklestirilebilir (27).

Bu yontemlerin en biiyiik sikintisi, kiiresel DNA metilasyonunun yalmizca kiigiik bir
ylizdesini degerlendirebilme kapasitesine sahip olmalaridir. Ayrica, birden fazla DNA bandinin 1yi
bir sekilde ¢O6ziilmesinin saglanmasi gibi teknik sorunlar da bu ydntemlere dezavantaj
olusturmaktadir. Bununla birlikte, bu yontemler DNA metilasyonunu hizli bir sekilde

degerlendirmenin diisiik maliyetli yollarindandir. Bagka bir avantaj olarak bu yontemler, DNA dizi
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kompozisyonlar1 hakkinda sinirli bilgi olsa veya hi¢ bilgi olmasa bile herhangi bir tiir icin

uygulanabilmektedir (27).

2.3.2. llgilenilen spesifik genlerin metilasyon analizi

Bu boliimde, spesifik gen ve bolgelerin DNA metilasyonunu analiz etmek igin
kullanilabilecek yontemlerden bahsedilecektir. Bir sonraki boliimde ayrica bahsedilecek olan

bisiilfit doniisiimii, bu yontemlerin birgogunun ilk adimini olusturmaktadir.

2.3.2.1. PCR ve dizileme

Bisiilfit-dontisiimti  yapilmis olan DNA, dizilemenin ardindan ilgilenilen bdélgenin
amplifikasyonu i¢in kullanilabilir. Primerler “http://www.urogene.org/methprimer” adresindeki
primer tasarlayici kullanilarak CpG adas1 ¢cevresinde tasarlanir ve bisiilfit-doniisiimii yapilmis olan
DNA’nin PCR amplifikasyonu i¢in kullanilir. Elde edilen PCR iriinleri klonlanabilir ve
dizilenebilir. Son yillardaki geligmeler yasanmadan dnce bu yontem, ilgili CpG adasindaki spesifik
CpG bolgelerinin metilasyon durumunu belirlemenin tek yolu olarak bilinmekteydi. Bazi
durumlarda, numuneler arasindaki metilasyon farkliliklar: biiylik oldugunda (>%50), dogrudan
PCR iiriiniiniin dizilenmesi yolu da bir alternatiftir. Bu yontemin bazi1 dezavantajlar1 su sekildedir:
Spesifik olmayan amplifikasyon probleminin iistesinden gelmek icin genellikle yuvalanmis PCR
uygulamasi gereklidir, primer tasarimi ve amplifikasyonu DNA'nin karmasikliginin azalmasi
nedeniyle genellikle problemlidir ve bisiilfit ile muamele edilmis DNA'dan elde edilen uzun

parcalarin amplifikasyonu zordur (27).

2.3.2.2. Pirosekanslama
Pirosekanslamada 6zgiin primerler tasarlanir veya bir kit olarak satin alinir. PCR iiriinleri

elde edilir ve kisa okumali pirosekanslamada reaksiyonu (~100 bp) gerceklestirilir. Metilasyon
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diizeyi dizilenmis bolge igerisindeki her bir CpG bolgesi i¢in birlestirilmis deoksiguanozin trifosfat
(dGTP) ve deoksiadenozin trifosfat (AATP) sinyal yogunluklarina gére tahmin edilir. Elde edilen
sonug niceldir ve bu teknik, metilasyondaki orani1 %5’e kadar inebilen kiiciik farkliliklar1 bile tespit
eder. Pirosekanslama, kanser gibi yalnizca bir boliimiin diferansiyel olarak metillenmis bir gene

sahip oldugu numuneler i¢in iyi bir yontemdir (27).

2.3.2.3. Metilasyon-spesifik PCR

Bistilfit-dontistiiriilmiis DNA kullanan bir baska klasik yontem, metilasyona 6zgii PCR'dir.
Bu yontemde metillenmis ve metillenmemis DNA'nin amplifikasyonunu destekleyen birer cift
olmak iizere iki ¢ift primer tasarlanmaktadir. Her numune i¢in iki gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (QPCR) reaksiyonu gergeklestirilir ve bagil metilasyon, Ct degerlerinin farkina dayali
olarak hesaplanir. Birden fazla 6rnegin ayni anda profillenmesi ic¢in kullanilabilecek hizli bir
yontemdir. Bariz dezavantaji ise, bir seferde sadece bir veya iki CpG bdlgesinin metilasyon
durumunun degerlendirilmesidir. Metilasyona 06zgii primerlerin tasarimina yonelik program

“http://lwww.urogene.org/methprimer” adresinde bulunabilir (27).

2.3.3. Diferansiyel olarak metillenmis bolgelerin analizi

Bu noktaya kadar agiklanmis olan yontemler, analiz edilen numunenin/6rneklerin DNA
metilasyon durumundaki genel degisiklikleri belirlemek i¢in kullanilabilir. Ancak, diferansiyel
olarak metillenmis belirli gen veya bolgelerin hangi yontemler kullanilarak analiz edilebildigi bu

bolumde anlatilacaktir.
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2.3.3.1. Bisiilfit dizileme

Bisiilfit dizileme teknigi, DNA metilasyon ¢aligmalarinda oldukg¢a énemli bir yontem olarak
kabul edilir. DNA'nin bisiilfit muamelesi, sitozinin urasile deaminasyonuna aracilik eder ve bu
dontstiiriilmiis kalintilar, PCR amplifikasyonu ve takip eden Sanger dizileme analizi ile timin
olarak okunacaktir. Bununla birlikte, 5 mC kalintilar1 bu dontisiime kars1 direnglidir ve dolayisiyla
doniisiim gegirmeyerek sitozin olarak okunacaktir. Bu nedenle, islenmemis bir DNA 6rneginden
okunan Sanger dizilimi ile ayni 0rnegin bisiilfit muamelesi sonrasindaki halini karsilagtirmak,
metillenmis sitozinlerin saptanmasini saglar. Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi yardimiyla, bu

yaklagim DNA metilasyon analizinde tiim genoma genisletilebilir (27).

Bisiilfit dizilemenin uygulanmasi zor olabilir. Bisiilfit doniistimii, genom karmasikligini ii¢
niikleotide indirger ve bu nedenle, NGS sonrasi dizi hizalamas1 daha zor bir gorev haline gelir. Ek
olarak, bisiilfit doniisiimii, karmasikligin azalmasiyla birlikte, uzun fragmanlarin amplifikasyonunu
zorlastiran ve potansiyel olarak kimerik {rilinlerin {retilmesiyle sonuglanabilen DNA

fragmantasyonuna yol acar (27).

Tahmini DNA metilasyon seviyesi buna bagli oldugundan, metillenmemis sitozinlerin tam
doniisiimiinii saglamak c¢ok onemlidir. Bu nedenle, bisiilfit reaksiyonlar1 i¢in kontrolleri dahil
etmenin yani sira, dizilemeden sonra tamamlanmamis doniisiimiin bir gostergesi olan CpG dis1
bolgelerdeki sitozinlerin varligina dikkat etmek de onemlidir. Elde edilen oran, numuneden izole
edilen tim DNA'nin anlik goriintiisii oldugundan, DNA metilasyon seviyesinin dikkatli bir sekilde
yorumlanmasinda, hiicre popiilasyonunun homojenligi dikkate alinmalidir. Degisken metilasyon
durumuna sahip karisik bir hiicre popiilasyonu bir seyreltme etkisine sahip olacak ve bu nedenle
metilasyon seviyesini etkileyecektir. Tiim genom bisiilfit dizilemesinden metillenmis DNA'nin bir

alt popiilasyonuna gegtigimizde hizalama sorunu azaltilabilir (27).
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Tim genom bisiilfit dizilimi (WGBS), bisiilfit doniisiimiiniin varlig1 disinda tiim genom
dizilimine benzemektedir. Bu yontem mevcut tiim yontemlerin en kapsamlisidir. Tek sinirlama,
maliyet ve NGS verilerinin analizindeki zorluklardir. Daha o6nce de bahsedildigi gibi,
metillenmemis sitozinler, bisiilfit muamelesinden sonra timin haline gelir ve sadece ii¢ bazdan
olusan DNA'nin bir araya getirilmesi ¢ok zordur. Yakin zamana kadar var olan bir diger sinirlama,
WGBS i¢in 6nemli miktarda DNA gerekmesiydi ancak protokoliin, adaptor ligasyon adiminin
bistilfit tedavisi sonrasina ertelenecek sekilde modifiye edilmesi, WGBS'nin rutin olarak yaklagik
30 ng ve hatta baz1 durumlarda 125 pg gibi daha az miktarlarda DNA kullanilarak
gerceklestirilmesine olanak vermistir. Bununla birlikte, genomun sadece kii¢iik bir kismi
diferansiyel olarak metillenme potansiyeline sahip oldugundan, normalde WGBS gerekli degildir.
Genomun 5 mC ile zenginlestirilmis fraksiyonunun dizilenmesi yalnizca daha ucuz bir yaklagim
olmakla kalmamakta, ayn1 zamanda dizileme kapsamini ve dolayisiyla diferansiyel olarak

metillenmis bolgeleri ortaya ¢ikarmada kesinligi arttirmaya da izin vermektedir (27).

2.4, LC-MS/MS

Bir onceki boliimde DNA metilasyon analizi i¢in kullanilabilecek birgok yontemden
bahsedilmistir. Bu yontemlerin ¢ogu maliyet, duyarlilik ve tekrarlanabilirlik agisindan sikinti
yaratmakta ve bazi yonlerden eksiklikler gostermektedir. Epigenetik alaniyla ilgilenen
arastirmacilar, metilasyon analizi i¢in her agidan ideal standartlara erisebilecek bir yontem
gelistirmek icin calismalara devam etmektedir. Elde edilmis olan bazi bulgular sonucu LC-
MS/MS’in bu boslugu doldurabilecegi ve metilasyon analizinde altin standart olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Kisaca LC-MS/MS olarak adlandirilan sistemin agilimi sivi

kromatografisi-tekrarl kiitle spektrometresidir. Bu sistem, Sekil 12°de sematize edildigi iizere, Sivi
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Kromatografisi (LC) ile Kiitle Spektrometresi (MS) iinitelerinin bir araya getirilmesiyle
olusmaktadir. LC-MS/MS sistemi, analitlerin hem kalitatif hem de kantitatif bir sekilde analiz
edilmesine imkan vermektedir. Bu yontem sayesinde eser miktarlardaki maddelerin analizinde,
kan, tiikiiriik ve idrar gibi biyolojik numunelerin analizlerinde yiiksek duyarlilik ve dogruluk ile
sonuglar almak miimkiin olmaktadir (11, 40). En hassas metotlardan biri olarak karsimiza ¢ikan
LC-MS/MS’in DNA metilasyon analizlerinde kullanilmasi ¢ok dogru ve yerinde bir se¢im
olacaktir (11). LC-MS/MS sagladigi avantajlar sayesinde biyoteknoloji, toksikoloji, adli tip ve
farmakoloji gibi bir¢ok farkli alanda; gida ve ¢evre analizleri, atik suda kirlilik tayini ve benzeri

gibi uygulamalarda kullanilmaktadir (39, 40).
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Sekil 12: LC-MS/MS sisteminin galisma mekanizmasi (28)

LC-MS-MS, s1v1 kromatografisinin ayirma giicii ile kiitle spektrometrisinin oldukca hassas

ve segici olan kiitle analizi yetenegi ile birlestiren giiclii bir analitik tekniktir (Sekil 12). Terapotik
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ilag izleme (TDM), toksikoloji, endokrinoloji, pediatri, mikrobiyoloji ve gelismekte olan

proteomik alani dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli alanlarda klinik uygulamalara sahiptir (29).

llgilenilen analitleri igeren bir numune ¢ozeltisi, yiiksek basingta akan bir mobil faz
tarafindan sabit bir faz boyunca (LC kolonu) pompalanir. Numunenin bilesenleri, duragan faz ve
mobil faz arasindaki kimyasal etkilesim, LC kolonu boyunca farkli gé¢ oranlari ortaya ¢ikararak
ayirmay1 etkiler. Sabit faz ve mobil faz kombinasyonlarinin ¢ok ¢esitli sekillerde yapilabilmesi, bir

ayirmanin her amaca ve zorluga ¢6ziim olusturacak sekilde 6zellestirilmesine olanak tanir (29).

LC kolonundaki eliisyondan sonra, hareketli faz kiitle spektrometresine yonlendirilir. Bir
LC/MS/MS sisteminde yer alan kiitle spektrometresi, LC kolon sivilarinin nebulize edildigi,
desolvatlandig1 ve iyonize edilerek yiklii pargaciklar olusturdugu bir iyonizasyon kaynagina
sahiptir. Bu yliklii parcaciklar daha sonra elektromanyetik alanlar uygulayarak bir dizi kiitle
analizorl (dort kutuplu) araciligiyla yliksek vakum altinda go¢ eder. Spesifik bir kiitle/ytlik onciil
iyonunun (veya ana iyonun), diger tiim kiitle/yiikk oranli parcaciklar hari¢ tutularak, birinci
kuadrupolden(Q1) ge¢mesi hedeflenir. Carpisma hiicresinde, segilen kiitle/yiik iyonlar1 daha sonra
bir soy gazla carpisma yoluyla iiriin iyonlarina parcalanir. Uciincii kuadrupol(Q3), spesifik {iriin
iyon parc¢alarini hedeflemek i¢in kullanilir. Elde edilen izole {iriin iyonlar1 daha sonra bir elektron
cogaltici ile kantite edilir. Iyonlarin 6nciil iyondan iiriin iyonuna gegisi, ilgili bilesigin yapisina

oldukca 6zgiidiir ve bu nedenle yiiksek derecede secicilik saglar (29).

Coklu reaksiyon izleme (MRM) modunda hem Q1 hem de Q3, tek iyon analizi i¢in ayarlanir.
Tam tarama kiitle spektrumuna veya bir iiriin iyon taramasina dayali olarak, Q1'den bir parca se¢ilir
ve ardindan, Q3 taramasinda goriildiigii iizere Q2'deki daha fazla par¢alanmaya dayali olarak,
Q3'ten tek bir parga secilir. Bu uygulama muhtemelen en nihai segiciligi saglamaktadir, ¢linkii iki

bilesigin, hatta yakindan iliskili izomerlerin, 6nciil iyon fragmanindan iiriin iyon fragmanina dogru
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ayni gecislere ve kolonda ayni1 (veya yakin) alikonma siirelerine sahip olma olasilig1 biiyiik 6l¢iide
azaltilmaktadir. MRM ayrica her iki boyutta da giiriiltiiyli 6nemli 6lclide azaltarak oldukga diisiik
tespit sinirlar1 saglamaktadir. Sekil 13’de 6nciil iyon taramasi, liriin iyon taramast ve MRM modu

sematize edilmistir (30).

| Uriin iyon Taramasi ‘

iyon Kaynag
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(a) Sl e® o — - _- P ®
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® =
(b) % o e® o e S =
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Iyon Kaynag Q1 (SIM) Q2 - Carpisma Hiicresi Q3 (SIM)
(C) %o ® e ® o — ™

Sekil 13: LC-MS/MS sisteminin analiz asamalari (30)

Bu teknigin giicii, LC'nin bir¢ok ¢esitli bilesik i¢in etkili olan ayirma giicii ile MS'in
ilgilenilen her bilesigin benzersiz kiitle/yiikk (m/z) gecislerine dayali olarak yiiksek derecede
hassasiyet ve secicilik ile bilesikleri kantite edebilme yeteneginin birlestirilmesinde yatmaktadir
(28). LC-MS/MS’in avantajlari arasinda asir1 duyarlilik 6nemli bir yer tutmaktadir. Daha 6nce
yapilan ¢aligmalarla, bu yontem i¢in tespit siirmin yalnizca 4 ng genomik DNA oldugu
bildirilmistir. Ayrica LC-MS/MS analizi diziye bagimli bir yontem olmadig1 i¢in herhangi bir tiiriin
DNA’sini1 analiz etmek igin de kullanilabilmektedir. Ote yandan analizin sagladig: esneklik, LC-
MS/MS yonteminin farkli varyasyonlar1 kullanilarak elde edilen SmC seviyelerinin giivenilir bir

sekilde kiyaslanabilmesine de olanak saglamaktadir (11).
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Li ve arkadaslar (ark.) (2011), periferal kanda global DNA metilasyon seviyelerini dogru
ve kesin bir sekilde belirleyebilmek i¢in hizli ve ekonomik bir LC/MS-MS ydntemi
gelistirmislerdir. DNA izolasyonu ve hidrolizinin ardindan pozitif modda Sivi Kromatografisi
Elektrosprey lyonizasyon-Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-ESI-MS/MS) ile analiz yapilarak
metillenmis 2’-deoksisitidin (5MedC)’in 2’deoksiguanozin (dG)’e oranini tespit etmislerdir.
Numune olarak karmasik biyolojik 6érnekler kullanilirken filtrasyon basamaginin, dogru 6l¢timler

icin kritik bir adim oldugu ve analizin hassasiyetini korudugu bildirilmistir (31).

Peng ve ark. (2012), yaptiklari ¢alismada LC-ESI-MS/MS ile ¢esitli biyolojik materyallerde
global DNA metilasyonunu incelemiglerdir. Biyolojik numunelerden ekstrakte edilen genomik
DNA, enzimler tarafindan tamamen hidrolize edilmis ve daha sonra analiz i¢cin LC/MS'e enjekte
edilmistir. Global DNA metilasyon orani, dC ve 5-mdC konsantrasyonlari kullanilarak
hesaplanmistir. Gelistirilen yontem ayrica, perflorooktan siilfonata (PFOS) maruz kalan normal
insan karaciger hiicresi L-02'deki global DNA metilasyon oranlarini ve 10 hepatoseliiler karsinom
hastasinin ve kontrol olarak 10 saglikli katilimecinin plazma Orneklerini arastirmak igin
kullanilmistir. Yapilan analizler sonucu iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmustur. Bu durum
genomik DNA metilasyonunun insanlarda karaciger kanserinin olusumu ve gelisimi ile yakindan
iligkili olabilecegini gostermistir. Gelistirilen yontemin, DNA metilasyon analizinde yalnizca
biiylik miktarda DNA (6rnegin hiicre hatlari, dokular) igeren biyolojik numuneler i¢in degil, ayni
zamanda son derece az miktarda DNA igerenler (6rnegin plazma) i¢in de yaygimn olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (32).

A.Tammen ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, yaslanma ile metilasyon
arasindaki iliski incelenmek istenmistir. LC/MS-MS kullanilarak DNA'daki 5'-metil-2'-

deoksisitidin ve 5'-hidroksimetil-2'-deoksisitidin'i 6lgmek i¢in bir yontem olusturulmus ve bu
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yontem gen¢ ve yashh C57Bl/6 erkek farelerin karaciger dokularinda metillenmis veya
hidroksimetillenmis toplam sitozin yiizdesini 6l¢mek i¢in kullanilmistir. Sonugta, yash farelerin
hepatik DNA'sinda, genclere gore daha yiiksek seviyelerde hidroksimetilasyon oldugu
belirlenmistir. 5'-metilsitozinde seviyelerinde ise 6nemli bir degisiklik saptanmamaistir. Bu ¢alisma
sonucunda, LC/MS-MS yontemiyle DNA hidroksimetilasyonu 6l¢timii yapilmasinin, yagslanmanin
yeni bir biyolojik belirteci olabilecegi belirtilmistir (33).

Godderis ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada, farkli dokulardaki insan DNA'sinda
5mC ve ShmC seviyelerinin eszamanl olarak olgiilebilmesi i¢in hizli ve hassas bir LC-MS/MS
yonteminin uygulanmasi rapor edilmistir. Biyolojik materyal olarak kan ve tiikiiriik numuneleri
kullanilmistir. Saglikli géniillillerden toplanan numuneler sonucu yapilan ¢aligmada metilasyon ve
hidroksimetilasyon epigenetik belirtegleri arasindaki iliski arastirilmistir. Global DNA
metilasyonunun ortalama degerinin, tiikiiriik orneklerinde (ortalama %4.61), kan Orneklerine
kiyasla (ortalama %>5.70) anlamli bir sekilde (P = 0.001) daha diisiik oldugu goriilmektedir.
Hidroksimetilasyon i¢in ise bu durumun tam tersi gegerlidir. Global hidroksimetilasyon, tiikiiriik
orneklerinde (ortalama %0.036), kan 6rneklerine(ortalama %0.027) kiyasla anlamli bir sekilde (P
= 0.001) daha yiiksektir. Erkek ve kadin kiyaslandiginda ise global DNA metilasyon ve
hidroksimetilasyon diizeylerinde o6nemli farkliliklar gozlenmemistir. Daha sonra kan ve
tilkiirtikteki %DNA metilasyonunu ile yine kan ve tiikiiriikte %DNA hidroksimetilasyonunu
karsilastirtlmis fakat iki doku arasindaki her iki epigenetik u¢ nokta igin anlamli bir iligki
gbzlenmemistir. Dolayisiyla, bu iki 6rnek karsilagtirilabilir goriinmemektedir (12).

Nakagawa ve ark. (2019), LC/MS-MS’te kararlilik ve standardizasyon eksiklikleri
nedeniyle ortaya ¢ikan sinirlamalari yok ederek, kiiresel DNA metilasyon diizeylerinin son derece
dogru dl¢limlerini garanti eden saglam bir yontem gelistirmeyi amaclamiglardir. Yapilan caligmada

biyolojik materyal olarak {i¢ insan pankreas karsinoma hiicre hatti, {i¢c insan kolorektal karsinoma
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hiicre hatt1 ve bes insan meme kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir. Gelistirilen yontem ii¢ agidan
incelenmistir. Bunlardan birincisi, hassas bir kantifikasyonun ger¢eklesmesini engelleyen sodyum
eklentilerini en aza indirgeyerek, en temiz sonucun alinmasini saglayacak olan ¢6ziicii kosullarinin
tespitidir. Farkli ¢oziicii ve farkli konsantrasyonlarla yapilan denemeler sonucu en iyi kosulun
%0.1°lik amonyum bikarbonat ile oldugu goriilmiistiir. ikincisi, daha 6nce yapilmis olan
caligmalarda kullanilmamis kolonlar1 kullanarak LC ile niikleositlerin ayrilmasi isleminin
tyilestirilmesidir. Sonugta Acquity UPLC BEH fenil kolonu en uygun kolon olarak segilmistir.
Uciinciisii ise mdC oran1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon sayesinde dl¢iim sonuglarindaki
belirsizligi azaltmada elde edilen basaridir. Bu faktorler gbz oniline alindiginda, bu calismada
olusturulan LC-MS/MS tabanli analiz protokoliiniin, diisiik metilasyon diizeyli niikleositlerin
dogru Ol¢limii i¢in, daha Once bildirilen protokollerden daha iistiin oldugu goriilmiistiir. Bu
caligmada gelistirilen yontem, DNA metilasyonunun 6lciilmesi isleminin kisa bir siire i¢cinde (8
dakika) yapilmasini saglamaktadir. Ayrica 6l¢timlerin yiiksek derecede tekrarlanabilirlik 6zelligine

sahip olmasi da bu yontemin biiyiik bir getirisidir (10).

2.5. Validasyon Calismasi

Validasyon, bir diger adiyla gecerli kilma, bir yontemin ulusal ve uluslararasi standartlara
dayanarak uygunlugunun onaylanmasi ve istatistiksel olarak yorumlanmasiyla bu uygunlugun
kanitlanmasi i¢in gerekli olan tiim asamalari igeren bir siiregtir (67,68).

Validasyon calismasi analiz i¢in yeni bir yontem gelistirildiginde, standart bir yontem
laboratuvarda ilk kez uygulanacaginda, var olan bir yontemin prosediiriinde bir degisiklige

gidildiginde veya performans agisindan bir farklilik gézlemlendiginde yapilmaktadir (67,68).
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Validasyon caligmasimin tamamlanabilmesi i¢in degerlendirilmesi gereken parametreler
Tablo I’de yer almaktadir.

Tablo 1. Validasyon parametreleri (67)

Segicilik/Spesifiklik
Tespit Limiti ve Tayin Limiti (LOD ve LOQ)

Dogrusallik ve Ol¢iim Aralig

Dogruluk
a. Kesinlik
- Tekrarlanabilirlik
- Ara kesinlik
- Tekrar iiretilebilirlik
b. Gergeklik
- Sapma

- Geri kazanim

Saglamlik

Analitik Duyarlilik

2.5.1. Secicilik/Spesifiklik
Validasyon basamaklarindan olan secicilik, yontem ile aranan analitin diger analitlerin
bulundugu 6rnek i¢inde ayirt edebilme yetenegini belirtmektedir. Yontemin analiz edilmek istenen

maddeye kars1 6zglinliigiini gosterir (68).

2.5.2. Tespit Limiti ve Tayin Limiti (LOD ve LOQ)
Tespit limiti (LOD), 6rnek igerisinde ilgilenilen maddeye ait varligin saptanabildigi en diigiik
konsantrasyon degeridir. Tayin limiti (LOQ) ise ornek icerisindeki varligi saptanan maddenin

miktar olarak net bir sekilde tayin edildigi en diisiik konsantrasyonu ifade etmektedir (68). LOD
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ve LOQ ile ilgili hesaplamalar, kér numunelere ait sonuglar, yontemin standart sapmasi veya

analitik sistemin sinyal/giirtiltii oran1 kullanilarak yapilabilmektedir (68).

2.5.3. Dogrusallik ve Olgiim Arahig
Dogrusallik  terimi, Olglim sonuglarmin belirli  konsantrasyon araliklari igerisinde
konsantrasyon degerleri ile dogrusal bir artis gostermesini ifade etmektedir. Eurachem Rehberi baz
alindiginda, yapilan olgiimler 3 tekrarli olarak en az 6 noktada gerceklestirilmelidir. Grafiksel
olarak verilen sonuglardan dogrunun denklemi belirlenir ve korelasyon katsayisi (r) hesaplanir.
Kalibrasyonun dogrusal oldugunu kanitlayan parametre, korelasyon katsayisinin >0.99 olmasidir
(68). Kantitatif analizlerde bir ¢alisma araligi da belirlenmelidir. Calisma aralig1 igerisindeki en

diisiik deger LOQ olurken; en yiiksek deger caligilan analite gore degiskenlik gosterebilmektedir (68).

2.6. DNA Metilasyonu ve Adli Bilimler

Kisilerin yasi, beslenme bigimi, sigara tilkketme durumlari, kullandiklar1 uyusturucu/ilaglar,
yasadiklar1 kirlenmis ¢evre ve hatta sahip olduklar1 travmatik bir siddet ge¢misleri varsa bunlarin
hepsinin bilgisinin yer aldig1 genom sayesinde siipheli profilini olusturabilmek miimkiin olabilir.
Bu olasilik, ¢esitli molekiiler mekanizmalar araciligiyla gevresel faktorlerin gen aktivitesi iizerine
etkilerini inceleyen bilim dal1 olan epigenetik sayesinde var olmustur. Epigenetik programlama
fetal donemde baslar, bir nesilden digerine aktarilabilir ve kisinin yasami boyunca da degismeye
devam eder. Ge¢misten giinlimiize kadar yapilmis olan ¢aligmalarda en ¢ok yer edinen epigenetik
modifikasyon DNA metilasyonudur. DNA metilasyon profillerinin bireyler {izerindeki spesifitesi
anlasildiktan sonra bu profiller, saglik bilimleri alaninda biyobelirte¢ olarak kullanilmaya
baslanmistir. Dolayisiyla bir¢ok bilim dalin1 kendi biinyesinde barindiran Adli Bilimler alan1 da bu

gelismelerden faydalanmistir. DNA metilasyonundan yararlanarak adli uygulamalarda kullanilmak
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iizere epigenetik belirteg testleri gelistirilmekte, bu konu iizerine yapilan aragtirma ve ¢alismalar
her gegen giin daha da ilerlemektedir. Yapilan bu ¢alismalar sayesinde Adli Bilimlerde yas tayini,
farkli doku ve viicut sivilarinin teshisinin yapilmasi, monozigotik ikizlerin birbirinden ayirt
edilmesi gibi uygulamalar miimkiin olmaktadir. Ayrica yapilacak ¢alismalar sonucunda spesifik
belirteglerin gelistirilmesi, bireyin saglik durumu, beslenme sekli ve ¢evresel etkilere maruziyeti
gibi diger faktorler de belirlenebilir hale gelecektir. DNA metilasyon profilleri, yapilmis olan
bircok c¢alismada da belirtildigi gibi, Adli Bilimler i¢in oldukca degerli ve kullanish bir

parametredir.

2.6.1. Yas tayini
Bir olay yerinde bulunan biyolojik materyalden bireyin yasini tahmin etme kabiliyeti, adli
sorusturmalarda ¢ok Onemli bir degere sahiptir. Olayla ilgisi oldugu diisiiniilen kisinin cezai
sorumlulugu, isledigi fiilin sonuglarmi kavrama yetegine sahip olup olmadigi ve hukuki ehliyeti
gibi konularda yas tespiti ¢ok onemli bir uygulama haline gelmektedir (54). Yaslanma siireci
epigenetik profiller de dahil olmak {izere diger birgok molekiiler modifikasyonla da iligkili olan
karmasgik bir siirectir (Sekil 14). Adli olaylarda yas tayininin yapilabilmesi, en iyi bilinen epigenetik

mekanizma olan DNA metilasyonuna dayanmaktadir (7).
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Sekil 14: Yaslanma sirasinda meydana geldigi diisiiniilen epigenetik degisikliklerin 6zeti (34)

Genom capinda yapilmis olan c¢esitli metilasyon analizleri, ilerleyen yasla birlikte kiiresel
DNA metilasyon seviyelerinde 6nemli bir azalmanin oldugunu ortaya koymustur (Sekil 15).
Dolayistyla DNA metilasyon seviyelerini tespit etmeye yonelik gelistirilen yeni metodolojiler

sayesinde bir bireyin yas1 belirlenebilir (7).
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Sekil 15: Yaslanma sirasinda DNA metilasyon degisikliklerinin 6zeti (34)
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Biyolojik materyaller arasinda olan kan, olay yerlerinde siklikla karsilasilmasi ile en 6nemli
biyolojik kanitlar arasindadir. Bireylerin profilleri, kisa ardisik tekrarlar1 (STR) profilleme yoluyla
elde edilebilir ancak bireyin yas1 gibi ek bilgilerin agiga ¢ikarilmasi yiiriitiilen sorusturma icin
oldukca onemli ipuglar1 saglayacaktir. Gorgii taniginin bile bulunmadig1 adli vakalarda stipheli
bireyin yasim1 tahmin etmek, potansiyel siipheli sayisin1 indirgeyecek ve hatta bazi durumlarda

masum Kkisilerin siipheli konumuna diismesini engelleyecektir (7).

Vidaki ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir c¢alismada, bir kan Ornegindeki DNA
metilasyonundan yas tahmini yapabilmek i¢in en uygun CpG alanlariin tanimlanmasi
amaglanmistir. Bir CpG bolgesi, DNA dizisindeki sitozin ve guanin niikleobazlarinin yan yana
bulundugu bir alandir. Yapilan ¢alismada 16 CpG bolgesi kullanilarak, ortalama 4-6 yillik olasi
hatayla dogru yas tahmini saglayan bir yas tahmini modeli olusturulmustur. Ayrica ¢calismadan elde
edilen sonuglar, bu yontemin daha genis bir yas araligina uygulanma potansiyeline sahip oldugunu

gostermistir (7).

Metilasyon temelli yas tahmini yontemlerinin uygulanmasi adli agidan diisiiniildiigiinde,
olay yerlerinden elde edilen biyolojik materyallerin diisiik nicelik ve kalitede olmasi asilmasi
gereken en biiylik engel olacaktir. Bu nedenle, numune agisindan sikinti ¢ekildiginde bile biyolojik
materyaldeki onerilen CpG boélgelerini analiz edebilen, dogru, giivenilir ve hassas bir yontem

gelistirmek esastir (7).

2.6.2. Olay yerinde viicut sivisi teshisi
Olay yerlerinden elde edilen viicut sivilari adli vakalardaki en 6nemli kanat tiirleri arasinda
sayilmaktadir. Bir biyolojik materyalin tiirii ve kdkeninin belirlenmesi su¢ mahallerinde vuku

bulan olayin anlasilmasi ve ¢éziimlenmesi agisindan da yardimci olabilmektedir. Viicut sivilarini
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teshis edebilme kabiliyeti adli arastirmalar i¢in ¢ok dnemlidir, ¢ilinkii deri hiicrelerinden gelen DNA
masum bir temas veya transferden kaynakli olabilecekken; viicut sivilarinin varligi bir sugun

gerceklestiginin isareti olabilir (8).

Cogu zaman olay yerlerinde viicut sivilarini belirlemek zor bir is haline gelebilir. Bir materyal
iizerinde bulunan lekenin diger sivilara benzemesi veya iz seviyelerinin gorsellestirme ya da
serolojik testler yoluyla saptanmaya elverissiz olusu bu isi zorlastiran nedenlerdendir. Epigenetik
testler kantitatif sonuglar sagladigindan, ayrica RNA ve protein belirtegleri gerektiren
yontemlerden daha uzun kararlilik gosterdiginden daha iyi bir metodoloji olma ihtiyacini

karsilayabilir (8).

Tim genom iizerinde yapilan g¢alismalar sayesinde, genomda dokuya 6zgii metilasyon
profilleri ({DMRs) olarak adlandirilan kromozom pargalarinin oldugu kesfedilmistir. Bu pargalar
her dokuya spesifiktir ve 6zgli oldugu dokuya ait farkli metilasyon modelleri icermektedir.
Dolayisiyla viicut sivilarimin teshisinde Onemli bir ara¢ olarak kabul edilmis ve bir¢ok

arastirmacinin ¢aligmalarina konu olmustur (8).

Lee ve ark. (2012) tarafindan, viicut sivisi teshisinde dokuya 6zgii DNA metilasyon
profillerinin potansiyeli iizerine bir calisma yapilmistir. DACT1, USP49, HOXA4, PFN3 ve
PRMT?2 genleri i¢in bes tDMR se¢ilmis ve bu tDMR'ler icin DNA metilasyon profilleri kan,
tiikiiriik, meni, adet kan1 ve vajinal sivi DNA’s1 kullanilarak bisiilfit dizilemesi ile iiretilmistir.
DACT1 ve USP49 i¢in tDMR'ler semene 6zgili hipometilasyon gosterirken; HOXA4, PFN3 ve
PRMT?2 i¢in tDMR'lerin viicut sivisinin tipine gore degisen derecelerde metilasyona sahip oldugu
bulunmustur. DACT1 ve USP49 tDMR'ler i¢in metilasyona 6zgii PCR kullanan on testler, bu iki
belirtecin sperm hiicreleri de dahil olmak {izere semen numunelerini tanimlamak i¢in basariyla

kullanilabilecegini gostermistir (35).
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Silva ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada; sperm, tiikiiriik ve kan i¢in spesifik
DNA metilasyon kaliplar1 iireten ii¢ CpG boélgesi tanimlanmistir. Meni, tlkiirik ve kan
materyallerine spesifik olan DNA metilasyon kaliplarin1i kullanarak, numunenin tiirtinii
tanimlamak i¢in kullanilabilen ZC3H12D (meni), BCAS4 (tiikiiriik) ve cg06379435 (kan) dokuya
Ozgii epigenetik belirtegler gelistirilmistir. Bu belirteglerin  etkinligini saptamak i¢in, bu
belirteglerin adli analizlerdeki kosullarin1 ve sinirlamalarini belirleyen calismalar yapilmistir.
Bulunan belirteglerin insana 6zgiinliik konusunda gayet basarili oldugu ve diisiik konsantrasyonlar
icin bile tutarli sonuglar verdigi gozlemlenmistir. Uygulanan bu ydntem, numuneler 1siyla

bozuldugunda ve inhibitorler eklendiginde de etkili olmustur (8).

Gauthier ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, dokuya 6zgii DNA metilasyonuna
dayal1 viicut sivilarinin teshisi i¢in multipleks bir epigenetik yontem gelistirilmesi amaglanmistir.
Bu caligma i¢in tiikiiriik, kan, vajinal epitel veya meniden gelen DNA'nin kokenini ayirt edebilen
bir dizi genetik lokus kullanilmistir. Belirtegler, BCAS4, CG06379435, VE 8 ve ZC3H12D,
birlikte amplifiye edildikten sonra pirosekanslama yoluyla dizilenmistir. Yapilan c¢alisma
sonucunda secilen belirteclerin her birinin dokuya 6zgli ayrim yapabildigi ortaya konmustur.
Belirtegler tek bir biyolojik materyal i¢in pozitif sonu¢ verirken; digerleri i¢in negatif sonug
verecek sekilde tasarlanabilmistir. Bununla birlikte, en basta bu ¢alismanin amaci olan multipleks

yontem gelistirme konusunda basariya ulagilamamstir (36).

2.6.3. Monozigotik ikizlerin birbirinden ayirt edilmesi
Monozigotik ikiz olan iki siiphelinin ayriminin yapilmasi gereken su¢ davalarinda, epigenetik
belirtec testlerinin kullanilmasi biiyiik fayda saglayabilir. Monozigotik ikizler tek bir dollenmis

yumurtadan gelistikleri i¢in ayni gen dizisine sahiptirler ve bu yiizden DNA dizi analiziyle bu
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ikizlerin ayriminin yapilmasi miimkiin degildir. Bununla birlikte, monozigotik ikizler hem lokus-
spesifik DNA metilasyonu hem de genomlari arasinda degisiklik gosteren tim DNA metilasyonlar1
gibi epigenetik farkliliklar sayesinde teshis edilebilirler. Bu konuyla ilgili olarak standart tespit

metotlarinin gelistirilmesi halen devam etmektedir (9).

Xu ve ark. (2015) tarafindan, monozigotik ikizlerde LINE-1 elementlerinin (transpozonlar)
metilasyon seviyeleri saptanarak, bunlarin teshis i¢in kullaniminin degerlendirilmesi tizerine bir
calisma yapilmigtir. LINE elementleri, 6karyotik canlilarin genomlarinda ¢ok fazla sayida bulunan
genetik pargalardir. Insanlarin genomu dahilinde 500.000'den fazla LINE bulunmaktadir. Diger bir
deyisle insan genomunun %17'si bu genetik elementlerden olusur. Bu nedenle de LINE-1'in
metilasyon seviyeleri, tim genomun metilasyon seviyesini temsil edebilecek konumdadir. Yapilan
caligma ile, metilasyon belirteci olarak LINE-1 kulanildiginda ¢aligmada yer alan monozigotik
ikizlerin arasinda %12.61 oraninda ayrim yapilabildigi bulunmustur. Bu sonuglar epigenetik
belirteglerin monozigotik ikizleri teshis etmede kullanilabilecegini kanitlar niteliktedir ancak daha
yiiksek bir ayrim giicii elde edebilmek igin diger metilasyon belirte¢lerinin de kullanilmasi

gerekecektir (9).

2.6.4. Epigenetik analizlerle yapilan diger baz1 uygulamalar
Insan genetik varyasyonu, adli bilimler i¢in dnemli bir kaynak olusturmaya karsin, adli olarak
bakildiginda her tiirlii soruya cevap verememektedir. Bu noktada devreye epigenom girmektedir.
Epigenom hem var olan degismez genom hem de diger degiskenler arasinda baglant1 kurdugu icin
araci islevi gormektedir. Dolayisiyla aksi halde cevaplanamayan sorular, cogu DNA metilasyonu
tabanli olan epigenetik uygulamalar sayesinde cevap bulmaktadir. Epigenetik uygulamalar

sayesinde cevaplanabilen bazi sorular Sekil 16’da gosterilmektedir (37).
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Sekil 16: Epigenetik uygulamalarin cevap verdigi sorular (37)

Sigara kullaniminin sagliga oldukga zararli oldugu bilinmesine ragmen gilinlimiizde halen
daha birgok insan sigara kullanmaktadir. Bir adli vakanin olay yerinden elde edilen biyolojik
materyallerden, dondriin sigara aligkanlig1 bilgisinin elde edilebiliyor olmasi, sorusturmanin seyri
acisindan oldukga 6nemli olabilir. Literatiirden elde edilen bilgiler 1s181nda, sigara kullaniminin
DNA hasarina, telomer kisalmasina ve DNA metiltransferaz ekspresyonundan kaynakli olusan

epigenetik degisikliklere neden oldugu bilinmektedir (37).

Epigenom ¢apinda sigara kullanimiyla iligkili DNA metilasyon profillerini belirlemeyi
amaglayan ilk ¢alisma kan kullanilarak gerceklestirilmis ve sonucunda F2RL3 olmak iizere tek bir

CpG belirteci bulunmugtur. Daha sonralar1 ayn1 amacla yapilan ve binlerce bireyin 6rneklem
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grubunda yer aldig1 ¢alismalar sonucunda ise AHRR, ALPP2 , GFI1, GPR15 ve MYOIG dahil

olmak {iizere birgok gende sigarayla iliskili gesitli CpG'ler tanimlanmustir (37).

Sigara kullanimiyla iligkili yapilan epigenetik ¢alismalarda dikkat edilmesi gereken bir nokta,
pasif iciciliktir. Sonugta bireyin anne karnindayken maternal kullanimdan dolay1 sigaraya maruz
kalmasi veya dogumdan sonraki yagaminda da sigara i¢ilen ortamlarda bulunmasi, bu bireyin
epigenomunda sigara kullanimiyla iligkilendirilen benzer degisiklikleri ortaya c¢ikaracaktir.
Dolayisiyla bu durum gelecek ¢alismalarda g6z Oniinde bulundurulmalidir (37). Sigara
kullanimiyla birlikte alkol kullanimi1 da adli sorusturmalarda onemli bir faktor olabilmektedir.
Olaya karisan bireylerin alkol tiikketim aligkanliklarinin belirlenmesi sorusturmanin gidisatt i¢in
onemli olacaktir. Kan, idrar ve sa¢ materyalinde alkol metabolit tespitine olanak saglayan toksilojik
testler bulunmaktadir ancak bu testler ne siklikta ve ne miktarda alkol tiiketildigi gibi aligkanliklara

iliskin sorulara yanit veremez (37).

Diizenli alkol tiiketen bireyler ile alkol tiiketmeyen bireyler arasinda hem genetik hem de
cevresel faktorler nedeniyle farklt DNA metilasyonu profilleri goriilmektedir. Kronik alkoliklerde
global kandaki metilasyonda 6nemli bir artis gézlenirken; ¢esitli genlerin alkole bagimli bireylerde
farkli sekilde metillendigi gosterilmistir, ancak bu bulgu diger c¢alismalarda heniiz
tekrarlanmamistir. Alkol kullanimiyla ilgili yapilan ilk epigenom ¢apindaki ¢alisma sonucunda,
alkolik bireylerdeki birgok CpG bolgesinde hipermetilasyon profilleri goriilmiistiir (37). Sigara
kullanimiyla ilgili dikkat edilmesi gereken nokta olarak yukarida belirtilmis olan durumlar alkol
icin de gecerlidir. Alkol iliskili epigenetik calismalar yapilirken, bireyin anne karnindayken

maternal kullanima maruz kalmis olabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir (37).

Yasadis1 madde kullanimui tilkeler arasinda degisik oranlarda seyretmekle birlikte, yetiskinler

arasinda yaygin olarak goriilen bir durumdur ve bu nedenle adli vakalara karismis olan bireyleri
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karakterize etmek acisindan onemlidir. Esrar, kokain ve amfetaminler yaygin olarak kullanilan
yasadist maddeler arasinda yer almaktadir. Bu maddelerin kullanimina bagli epigenetik
degisikliklerle ilgili ¢ogu calisma, hayvan modellerinde gergeklestirilmis ve bu g¢alismalarda
kromatin yapisit ve histon modifikasyonlarina odaklanilmistir. Madde kullanimina bagli DNA
metilasyon degisiklikleri, son zamanlarda hayvanlarin beyin bolgelerinde ve sinir hiicrelerinde
arastirilmistir. Kronik eroin veya kokain tedavisini takiben fare beyni ve karacigerinde global
metilasyon seviyelerinde farkliliklar goriilmezken; metamfetamin bagimliligini takiben insan
beynindeki sonuglarda geliski ¢ikmistir. Esrar bagimli bireyler, sigara igenlerde de saptanmis olan,
kanda degismis CB1 metilasyon profilleri gostermistir. Yaklasik 200 eroin bagimlisinin yer aldig:
bir calismada, kanda degismis OPRMI1 metilasyonuna rastlanmis, ancak bdlge spesifik
degisikliklerin az oldugu (<%#4) ve popiilasyon farkliliklarinin goriildiigi belirtilmistir. Simdiye
kadar goriilen bu kiigiik metilasyon farkliliklari, iliskilendirme ¢aligmalari i¢in daha fazla sayida
bireyin c¢alismalara dahil edilmesi gerektigini gostermektedir. Epigenetik baglamdaki
degisikliklerin sadece beyinde mi 6n goriildiigilinii veya bunlarin kan gibi adli agidan daha 6nemli
dokularda da saptanip saptanamadigini belirlemek i¢in ileride yapilacak olan ¢aligmalara ihtiyag

vardir (37).

Bir bireyin beslenme aligkanliklarini tahmin etmek, vejetaryan olmak gibi 6zel durumlarin
varliginda veya cografi konum, gelenek ve din gibi faktorlerle iliskili olabilecek spesifik yiyecekler
tilkketildiginde, arastirilan bireyi saptamak agisindan olduk¢a énemli bir yaklasim olabilmektedir.
Bireylerin beslenme aligkanliklarindaki farkliliklar, viicuda karbonhidrat, protein, yag, vitaminler
ve mineraller dahil olmak {izere makro ve mikro besin maddelerin alimini saglamaktadir. Ornegin
folat ve B vitaminlerini i¢ceren mikro besinlerin, epigenetik siirecte ikincil metil donoérleri olarak

kilit bir rol oynadigi goriilmektedir (37). Beslenme aliskanliklari ile ilgili epigenom ¢apindaki ilk
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caligmalardan biri sonucunda, anne karnindayken kitlik gibi bir olay yasamanin, kisinin yagami
boyunca etkili olacak metilasyon degisikliklerine neden oldugu gosterilmistir (37). Genel olarak
beslenme sekli, degisken kaliplar1 ve siiregleri igeren karmasik bir siirectir. Farkli makro ve mikro
besinler arasinda karsilikli iligkilerin olup olmadig1 ve gézlemlenen epigenomik etkilerin belirli bir
gida tiirli veya besin maddesi i¢in ne kadar benzersiz oldugu heniiz bilinmemektedir. Ancak
yapilacak olan yeni ¢alismalarla birlikte beslenme aligkanliklarinin adli uygulamalarda kullanim

potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir (37).
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3. Gerec¢ ve Yontem

Bu tez calismasi Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii, AR-

GE Laboratuvari ve Adli Toksikoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Calisma i¢in kullanilan

ekipman, malzeme ve kitlerin listesi asagidaki boliimlerde belirtilmistir.

3.1. Deneyde Kullanilan Geregler

3.1.1. EKipman

Eppendorf/ Brand otomatik pipetler (2.5 uL, 20 pL, 100 puL, 200 puL, 1000 pL)
Vorteks karistirict (Weightlab Instruments WN-V2800)

Kuru 1s1tic1 blok (Biosan Bio TDB-100)

Florometre (Invitrogen Qubit 4-Thermo Fisher)
Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)

Masa iistii santrifiij (Hettich 320R)

Buzdolabi1 (Vestel)

Derin dondurucu (Delta)

Evaporator (HyperVAP HV300 )

Sivi kromatografisi (Shimadzu Nexera-i LC-2040C)

Ardigik kiitle spektrometresi (Shimadzu LCMS-8045)

Termal 1s11 dongiileyici (Techne Genius FGENOS5STD)
Analitik kolon (Restek Raptor Biphenyl 2.7um 100 x 2.1 mm)
Analitik hassas terazi (Mettler Toledo XPE205)

Cam malzemeler (Isolab)
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3.1.2. Ticari kitler

E.Z.N.A.® Tissue DNA izolasyon kiti (Omega Bio-Tek)

Quant-it™ dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen)

DNA Degradase Plus™ (ZymoResearch)

5-Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine DNA Standard Set (ZymoResearch)

3.1.3. Ticari kit haricinde kullanilan malzemeler
e Etil alkol (%96) (Merck)
e Formik asit (%98-100) (Merck)
e Metanol (%100) (Merck)
e Amonyum format (Sigma-Aldrich)

e Ultra saf su (Milli-Q)

3.1.4. Standart maddeler
e 5-Metil-2’-Deoksisitidin (EtnaLab)
e 5-(Hidroksimetil)- 2’-Deoksisitidin (EtnaLab)

e 2’-Deoksisitidin (EtnaLab)

3.2. Deney Asamasi

Calisma siireci literatiirden elde edilen sistem parametreleri, uygun kolon sicakligi ve standart
molekiillerin parcalanma iyonlar1 gibi bilgiler kullanilarak LC-MS/MS ile bir ydntem
gelistirilmesiyle basladi. Orneklerin toplanmasindan sonra DNA izolasyonu ve miktar tayini

yapildi. Tiim 6rneklerin ve DNA standart setinin hidrolizi gergeklestirildi. Standart ¢ozeltiler ve
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DNA standart set ile ayr1 ayr iki kalibrasyon olusturuldu. Numunelerin analizi yapildi ve sonuglar

degerlendirildi.

3.2.1. Orneklerin toplanmasi

Bu calisma igin 01.12.2020 tarihli ve A-23 karar no’lu 1.U.-C. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu karar1 (EK-1) sonrasinda, “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
(EK-2)"nu imzalayarak DNA oOrneklerinin bilimsel ¢alismalarda kullanilmasi igin riza gosteren
[.U-Cerrahpasa Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii 6grencileri ve goniillillerinden olusan 14
kisiden (n= 9 kadin, n=5 erkek) 14 adet kan ve 14 adet tiikiiriikk 6rnegi olmak tizere toplamda 28
ornek toplandi. Orneklem grubundaki kisiler sigara kullanmama durumlarna dikkat edilerek
calismaya dahil edildi. Ayrica bu kisilerin aralarinda akrabalik iligkisi bulunmamasina dikkat
edildi. Calisma igin yas dagilimi, 45 yasin altinda 7 saglikli birey ve 45 yasin tstiinde 7 saglikli
bireyden olusan iki grup olarak belirlendi. Orneklem grubu igerisinde minimum yas 24; maksimum
yas 58 ve medyan 44.5 olarak belirlendi. Ornekler cinsiyet durumuna gére, kadinlar igin “A-XX-
sira numarast”, erkekler icin ise “A-XY-Sira numarasi” olarak kodlandi. Goniilliilerden, 6rnek
alimimndan en az 8 saat Onceki silire¢ boyunca yemek ve igmekten kaginmalar1 ve tiikiiriik
numuneleri alinmadan Once agizlarin1 durulamalart istendi. Toplam 14 goniilliiden, enstitii
hemsiresi tarafindan K3 Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) i¢eren hemogram tiiplerine 2 mL
periferik kan 6rnegi alind1. Tikiriik 6rnekleri ise 15 mL’lik falkon tiipler igerisine, miktarlart SmL
olacak sekilde alindi. Numunelerin hepsi kisa siireli kullanim i¢in +4°C, uzun siireli kullanim igin
-20°C’ye kaldirildi. Sonrasinda her bir 6rnek i¢in DNA izolasyonu ve miktar tayini gergeklestirildi,
orneklerin hidrolizi yapldi. Analiz 6ncesinde LC-MS/MS ile yontem gelistirildi. Sirastyla standart
cozeltiler ve DNA standart set karigimi ile kalibrasyon calismalar1 yapildi. Son olarak ise

numunelerin analizi gerceklestirildi.
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3.2.2. DNA izolasyonu ve miktar tayini

Calismamiz i¢in toplanan &rneklerin DNA izolasyonu, E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega
Bio-Tek) kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan bu kit tiim kan, bukkal svap, tiikiiriik ve diger
cesitli viicut sivilar1 olmak tlizere bir¢ok biyolojik kaynaktan DNA izolasyonu gerceklestirilmesini
saglamaktadir. izolasyon igin tercih edilen bu ydntem, belirli optimal kosullar altinda numune
icerisindeki DNA’nin spesifik ancak geri doniisiimlii olarak spin kolona baglanmasi ve boylece
protein ve diger maddelerin uzaklastirilmas: temeline dayanmaktadir. Son agamada eliisyon
tamponu kullanilarak spin kolona baglanmis halde bulunan DNA, filtreden geri elde edilir.

Izole edilen DNA numunelerinin miktar tayini icin Quant-itTM dsDNA HS (High sensitive)
Assay (Invitrogen) kiti kullanildi ve Qubit 4 florometre ile (Thermo Fisher) 6lgtim gerceklestirildi.
Bu florometrik yontem sayesinde, numunelerin miktar tayini hassas ve dogru bir sekilde
yapilabilmektedir. Izolasyon ve miktar tayini igin izlenen protokoller asagida ayritili bir sekilde

aciklandi.

3.2.2.1. E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) ile kan/tiikiiriik érneklerinden DNA
izolasyonu
1. Isitic1 blok 70°C’ ye ayarlandi.
2. Kit oda sicakliginda (25°C) bulunduruldu.
3. 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine 250 pL EDTA’I1 kan/tiikiiriik numunesi eklendi. (Ornek
250 pL’den az ise, PBS ile tamamlanir.)
4. Tiipe 25 pL Proteinaz K eklendi.
5. 250 pL BL tamponu eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

6. 70°C’ de 10 dk. inkiibe edildi.
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Uzerine 250 pL Etanol (%96-100) eklendi ve 15 sn. vortekslendi.

Mikrosantrifiij tiipiindeki lizat HiBind® mini spin kolona aktarildi.

12.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edildi. (Tipteki lizat bitene kadar santrifiij asamasi tekrar
edilir.)

Filtrat igeren tiip atildi. Yeni toplama tiipti eklendi.

Kolona 500 uLL HBC tamponu eklendi.

14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edildi. Altindaki toplama tiipii atilip, yeni toplama tiipii
toplandi.

Kolona 700 uL DNA yikama tamponu eklendi.

14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edildi. Altindaki filtrat dokiildiikten sonra toplama tiipii
kurulanip tekrar kullanildi.

Kolona 700 uL DNA yikama tamponu eklendi.

14.000 rpm’ de 30 sn. santrifiij edildi. Altindaki filtrat dokiildiikten sonra toplama tiipii
kurulanip tekrar kullanildi.

Kolon bos olarak, 14.000 rpm’ de 2 dk. santrifiij edildi.

HiBind® mini spin kolonu, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiipiine alind.

100 pL Eliisyon tamponu eklendi. (Eliisyon tamponu verimi artirmak i¢in 70°C” de
1s1tilmig olmalidir.)

2 dk. oda sicakliginda (25°C) bekletildi.

14.000 rpm’ de 1 dk. santrifiij edildi.

Spin kolon atilip, izolatlar parafilmlendi. Uzun siireli saklama igin -20°C” ye kaldirildu.
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Orneklerden DNA izolasyonu prosediirii gergeklestirilirken kullanilan kuru 1sitic1 blok Sekil

17°de, mikrosantrifiij ise Sekil 18°de gdsterilmektedir.



Sekil 18: Mikrosantrifiij (Unicfuges-5)
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3.2.2.2. Quant-it™ dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen) ile miktar tayini
1. Qubit® 4.0 florometrenin kalibrasyonunu yapmak amaciyla 2 adet standart kullanildi.
2. Her bir 6rnek i¢in Quant-itTM dsDNA HS tamponu ¢6zeltisinden 199 pL ve tizerine 1 pul
Quant-itTM ayraci eklenip ¢alisma ¢ozeltisi hazirlandi.
3. Hazirlanan karisim ¢ozeltisinden standartlar i¢in 190 pL alinip, tizerine S1(Standart 1) ve
S2 (Standart 2) ¢ozeltilerinden 10 pL eklendi.
4. Orneklerin analizi igin karisim ¢dzeltisinden 199 pL alind1 ve iizerine 1 pL DNA &rnegi
eklendi. Tiipler birkag sn. vortekslendi.
5. Vortekslenen tiipler oda sicakliginda 2 dakika (dk) inkiibe edildi.
6. Standart 1 ve Standart 2 sirasiyla analiz edilerek florometrenin kalibrasyonu yapildi.
7. Ornekler florometreye yerlestirilerek dlgiim gerceklestirildi.
8. DNA miktarlar1 otomatik olarak hesaplandi.
Prosediirde yer alan basamaklarini gerceklestirmek icin kullanilan vorteks karistirict Sekil

19°da gosterilmektedir.

Sekil 19: Vorteks karistirici1 (Weightlab Instruments WN-V2800)
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3.2.3. Hidroliz asamasi

1.

2.

DNA ornekleri 20 ng/uL’ye seyreltildi.

95°C’de 3 dk denatiirasyon ve sonrasinda buz alimiinyum blok iizerinde sogutma yapildi
10X DNA degradase plus tamponu, DNA degradase plus ve steril distile su sirasiyla
2.5/1/1.5 pL oranlarinda karistirilarak ¢6zelti hazirlandi.

DNA hidrolizi, 5 iinite (U) (1 uL) enzim i¢eren 5 pL hacmindeki ¢6zeltinin ilavesiyle 25
uL total reaksiyon hacmiyle gergeklestirildi. 20 ng/uL konsantrasyonda DNA igeren bir

numune i¢in hazirlanmasi gereken hidroliz reaksiyonunun plani Tablo I1’de verilmistir.

Tablo I1. Hidroliz igin gerekli olan bilesenlerin hazirlanmasi

Bilesen Bir ornek basina bilesen miktari (pL)
DNA 6rnegi (20 ng/pL) 2 uL
10X DNA Degradase Plus™ tamponu 2.5 ulL
DNA Degradase Plus™ (5 iinite/pl) 1uL
Deiyonize su (ddH20) 19.5 uL
Total Reaksiyon Hacmi 25 uL

Hazirlanan reaksiyon tiipleri asagi-yukar1 ve vurma hareketleriyle karistirildi.

Tiipler 37°C’de inkiibe edildi.

2 saat inkiibasyon sonrasinda reaksiyon tiipleri, enzimi inaktive etmek i¢in 30 dk boyunca
70°C’de 1s1t1ld1. Hidroliz i¢in termal 1s1l dongiileyicide takip edilen sicaklik programi Tablo

[11’de verilmistir.

Hidroliz basamaklarindaki islemleri gerceklestirmek ic¢in kullanilan termal 1s11 dongiileyici

Sekil 20°de gosterilmektedir.



Sekil 20: Termal 1s1l dongiileyici (Techne Genius FGENOSTD)

Tablo I11. Hidroliz i¢in termal 1s1l dongiileyici sicaklik programi

Sicakhk Siire (dakika)
95°C 3dk
37°C 120 dk
70°C 30 dk

3.2.4. Standart maddelerin ana ve ara stok ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

63

LC-MS/MS sisteminde yapilacak analizler igin, ticari referans standart maddeler mutlak

metanol (MeOH) igerisinde ¢oziilerek 5-metil-2’-deoksisitidin (5mdC), 5-(hidroksimetil)-2’-
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deoksisitidin (5ShmdC) ve 2’-deoksisitidin (dC) stok ¢ozeltileri hazirlandi. Ilk basamakta her
standart maddeden hassas terazide 1 mg tartilip, mikropipet kullanilarak 1 mL MeOH ile

tamamlanarak vial igerisinde 1000 pg/mL konsantrasyonda ana stoklar hazirlandi.

Ikinci basamak olarak hazirlanmis her bir ana stoktan 10 uL alinip, toplamda 10 mL ¢ozelti

olacak sekilde 9990 uL. MeOH ile tamamlanarak 1 pg/mL konsantrasyonda ara stoklar elde edildi.

En son olarak 1 pg/mL ara stoktan 100 pL alinip, 900 uL MeOH ile tamamlanarak, iyon

tanimlama icin gerekli olan 100 ng/mL konsantrasyonda ¢ozeltiler elde edildi.

3.2.5. Stok cozeltiler kullanilarak standart maddelerin iyon belirleme calismalarinin

yapilmasi

Bir onceki asamada hazirlanmis olan stok c¢ozeltiler, analitik kolonu ¢ikarilmis olan LC-
MS/MS sistemine tek tek yiiklenerek iyon belirleme ¢alismalar1 yapildi. Mobil faz olarak [formik
asit (FA) (%98-100) + su] (A) / [metanol (%100) + formik asit (%98-100)] (B) kullanildi. 5ShmdC,
5mdC ve dC stok ¢ozeltileri farkli enjeksiyon hacimleriyle birlikte analiz edilerek, bu maddelerin
precursor (Onciil) iyonlar1 bulundu. Precursor iyonlar1 bulunduktan sonra ¢ozeltilere -10 ve -40
arasinda degisen voltaj degerleri uygulanarak maddelerin par¢alanmasi sonucu ortaya c¢ikan

product (lirlin) iyonlar incelendi.

Analiz sonucu yiiksek yanit veren voltaj degerleri dikkate alinarak product iyonlar belirlendi.
Analizin son basamagi olarak ise ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) islemi yapildi. Bu islemde yiiksek
duyarhlikta kantitasyon gerceklestirmek amaciyla maddelere 6zgii ve daha dnceki basamaklarda

tanimlanmis olan iyonlar izlendi ve boylece 6zgiilliik artirilmis oldu.
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3.2.6. Referans standart maddeler ile MeOH kalibrasyonu olusturulmasi
Iyon belirleme calismalar1 sonrasinda referans standart maddeler ile, blank haricinde 12 farkl
kalibrasyon noktasi belirlenerek kalibrasyon calismalar1 yapildi. Ana stogu 125 ng/mL olarak
bulunan i¢ standart ¢6zeltisi Ephedrine-ds, total karisim hacmindeki konsantrasyonu 10 ng/mL
olacak sekilde hesaplandi. Hesaplamalar dahilinde blank dahil her bir kalibrasyon noktasi i¢in
hazirlanan ¢ozeltiye 80 uL IS eklendi. Blank ¢ozeltisine yalnizca IS ve MeOH eklendi. Daha
sonrasinda referans standart maddeler ile bir standart karisim hazirlandi. Belirlenen konsantrasyon
degerleri dikkate alinarak her bir ¢ozelti i¢in alinmasi gereken standart karisim miktar1 hesaplandi.
Belirlenen miktarlarda standart karisim eklendikten sonra kalibrasyon ¢ozeltisinin total hacmi 1000
uL olacak sekilde MeOH ile tamamlama yapildi. Her bir kalibrasyon noktasi i¢in gerekli

bilesenlerin nasil hazirlandig1 Tablo IV’de yer almaktadir.



Tablo V. MeoH kalibrasyonu i¢in gerekli bilesenlerin hazirlanmasi
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Kalibrasyon Noktalar:

Hazirlama Yontemi

0. Nokta (Blank)

80 L IS + 920 uL MeOH

1. Nokta (0.005 ng/mL)

80 uL IS +919.5 uL MeOH +0.5 pL (10 ng/mL) std karisim

2. Nokta (0.01 ng/mL)

80 uL IS +919uL. MeOH +1 pL (10 ng/mL) std karisim

3. Nokta (0.02 ng/mL)

80 uL IS + 918 uL MeOH +2 pL (10 ng/mL) std karisim

4. Nokta (0.05 ng/mL)

80 puL IS + 915 uL MeOH +5 pL (10 ng/mL) std karisim

5. Nokta (0.1 ng/mL)

80 pL IS +910puL MeOH +10 pL (10 ng/mL) std karisim

6. Nokta (0.2 ng/mL)

80 puL IS +900uL MeOH +20 pL (10 ng/mL) std karisim

7. Nokta (0.5 ng/mL)

80 pL IS + 870uL MeOH +50 pL (10 ng/mL) std karisim

8. Nokta (1 ng/mL)

80 uL IS + 820 uL MeOH +100 pL (10 ng/mL) std karigim

9. Nokta (2 ng/mL)

80 uL IS + 720 uL MeOH +200 pL (10 ng/mL) std karisim

10. Nokta (5 ng/mL)

80 pL IS + 915 puL MeOH + 5uL (1 pg/mL) std karigim

11. Nokta (10 ng/mL)

80 uL IS + 910 puL MeOH + 10uL (1 pg/mL) std karisim

12. Nokta (20 ng/mL)

80 puL IS +900 puL MeOH + 20uL (1 pg/mL) std karisim

*std: standart
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3.2.7. DNA standart set ile kalibrasyon olusturulmasi

Referans standart maddelerin LC-MS/MS sistemindeki iyon tanimlama c¢alismalari
yapildiktan sonra %100’liikk DNA standart set ile kalibrasyon ¢aligmalari1 yapildi. DNA standart
set, her biri 897 baz ¢ifti uzunlugunda lineer ¢ift zincirli DNA (dSDNA) iceren metilsitozin,
hidroksimetilsitozin ve sitozin DNA standartlarindan olusmaktadir. Bu standartlarin hepsi ayni baz
dizilimine sahiptir. Aralarindaki tek fark, sitozin DNA standartinin %100’liikk oranda modifiye
edilmemis sitozinleri; metilsitozin DNA standartinin %100’liik oranda 5-metilsitozinleri ve
hidroksimetilsitozinin ise %100’liik oranda 5-hidroksimetilsitozinleri ig¢eriyor olmasidir. Bu {i¢

standartin her biri 50 ng/uL konsantrasyonda ve 40 puL hacimdedir.

DNA standart setlerinin LC-MS/MS sistemine tanitilabilmesi igin 6ncelikle her bir sete ticari
kit kullanilarak hidroliz islemi uygulandi. Setlerin her biri ayr1 olarak 3 vialde hidroliz edildi. Son
DNA konsantrasyonu 20 ng/pL ve total hidroliz hacmi 25 pL olacak sekilde her bir setten alinmasi

gereken 6rnek miktar: 10 pl olarak belirlendi.

Hidrolizi gerceklestirmek i¢in satin aldigimiz ticari kitin lireticisinin protokoliine gore her bir
reaksiyon basina kullanilmasi gereken enzim ve tampon miktari ile son hacmin 25 pL olacagi goz
oniinde bulundurularak, her bir standartin hidroliz ¢dzeltisi hazirlandi (Tablo V) ve hidroliz daha

once bahsedilmis olan basamaklar dahilinde gergeklestirildi (Bkz. 3.2.3).
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Tablo V. Standart setlerin hidrolizi igin gerekli olan bilesenlerin hazirlanmasi

Bilesen Bilesen Miktar: (pL)
Standart DNA (5-mdC, 5-hmdC, dC) 10 uL
DNA Degradase Plus™ 1 uL
10X DNA Degradase Plus™ tamponu 2.5 uL
ddH20 11.5 uL
Total hidroliz hacmi 25 uL

Hazirlanan hidroliz ¢ozeltileri 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra enzimin
inaktive olmasi i¢in 30 dk 70°C sicaklikta bekletildi. Hidroliz islemleri tamamlanan ti¢ standartin
her biri 5 pL i¢ standart (Ephedrine-d3) ve 7.5 uL distile su ilavesiyle LC-MS/MS sistemindeki
analiz icin hazirlandi. Analiz sonrasi her bir standart DNA’da goriilmesi gereken spesifik
maddelerin pikleri elde edildi (metilasyon i¢in 5-mdC; OHmetilasyon i¢in 5-hmdC; modifiye

edilmemis sitozin i¢in dC).

Hidrolizi tamamlanan DNA standart setlerinden bir karisim elde edilerek %5’lik DNA
karigim set hazirlandi. %5°1ik DNA karisim seti hazirlamak igin her bir standarttan 1.25 pyL alind,

5 uL IS eklendi ve total hacim 25 pL olacak sekilde 16.25 uL distile su ile tamamlandi.

%S5’°lik DNA karisim setin analizinden elde edilen sonuglara gore kalibrasyon igin se¢ilmesi
gereken Kkonsantrasyon noktalari belirlendi ve %0.2-0.3-0.5-1-2-3-5 noktalarinda kalibrasyon
caligmas1 yapildi. Belirlenen yiizdelerde hazirlanan DNA standart karisim setlerinin yaninda,
yalnizca i¢ standart (IS) iceren blank ¢ozelti de analiz edilerek kalibrasyon igin kullanildi (Tablo

V). Blank ¢ozelti 5 pL IS ve 20 pL distile su kullanilarak 25 pL total hacimde hazirlandi.
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Tablo VI. DNA standart set kalibrasyonu i¢in gerekli bilesenlerin hazirlanmasi

Kalibrasyon Noktalar:

Hazirlama Yontemi

0. Nokta (Blank)

5uL IS + 20 pL distile su

1. Nokta (%00.2)

%S5°1ik karisim ¢ozeltisinden 1 pLL + 5 pL 1S + 19 pL distile su

2. Nokta (%00.3)

%S5°1ik karigim ¢ozeltisinden 1.5 pL + 5 pL IS + 18.5 pL distile su

3. Nokta (%60.5)

%35’lik karigim ¢ozeltisinden 2.5 pL + 5 pL IS + 17.5 uL distile su

4. Nokta (%01)

%S5°1ik karisim ¢ozeltisinden 5 pLL + 5 pL 1S + 15 pL distile su

5. Nokta (%62)

%S5°1ik karisim ¢ozeltisinden 10 pL + 5 uL IS + 10 pL distile su

6. Nokta (%03)

%S5°1ik karisim ¢ozeltisinden 15 pL + 5 pL IS + 5 pL distile su

7. Nokta (%5)

her bir standarttan 1.25 uL (3.75 uL) + 5 puL IS + 16.25 pL distile su

3.2.8. Dogrusallik ve ¢calisma arahg

LC-MS/MS sisteminde yiiriitiillecek dogrusallik ¢aligmalar1  kapsaminda MeOH

kalibrasyonunda 0.05, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 ve 20 ng/mL olmak iizere her bir

analit i¢in 12 farkli konsantrasyonda ¢0zelti hazirlanarak, sadece i¢ standart iceren kor numunelerle

birlikte 6 tekrarli olacak sekilde 6l¢iim yapildi. DNA standart set ile yapilan kalibrasyonda %0.2,

0.3,0.5, 1, 2, 3 ve 5 olacak sekilde 7 farkli konsantrasyonda ¢6zelti hazirlanarak, sadece i¢ standart

iceren kor numunelerle birlikte 3 tekrarli olacak sekilde 6l¢iim yapild. Iki kalibrasyon egrisi igin

de dogrunun denklemi ve korelasyon katsayisi hesaplandi. Korelasyon katsayisi igin 6l¢iit >0.99

olarak kabul edildi.
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3.2.9. Secicilik
LC-MS/MS sisteminde yiiriitiilecek segicilik ¢aligsmalari i¢in sadece MeOH igeren ornek ile
metanol icerisinde ¢ozdiiriilen dC, hmdC ve mdC ara stok ¢ozeltilerinin pikleri karsilastirildi. Bu

sayede ¢oziicii kaynakli bir girisimin olup olmadig1 degerlendirildi.

3.2.10. Tespit limiti (LOD) ve tayin limiti (LOQ)
LC-MS/MS sisteminde gelistirilecek yontemin tespit ve tayin limiti ¢alismalart i¢in MeOH
ve DNA setleri ile olusturulan kalibrasyonda belirlenen dogrusal araligin en diisiik noktasi ve daha
diisiik limitleri analiz edildi. Sinyal/giiriiltii seviyeleri izlenerek en diisiik konsantrasyonlarda analiz

yapildi (n=5).

Olgiim sonuglar1 sonrasi sinyal/giiriiltii ile tespit ve tayin limiti hesaplama formiillerinden
yararlanilarak hesaplama yapildi. TURKLAB Rehber 01’e sinyal/giiriiltii oraninin 3 oldugu

konsantrasyon LOD, 10 oldugu konsantrasyon LOQ olarak kabul edildi (68).

3.2.11. Kan ve tiikiiriik numunelerinin LC-MS/MS ile analizi

DNA numuneleri LC-MS/MS sistemi ile analiz edildi. Kisaca bahsetmek gerekirse, E.Z.N.A.
® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) ile daha 6nce bahsedilen basamaklarla izole edilen DNA
ornekleri DNA Degradase Plus™ (ZymoResearch) Kiti ile hidroliz edildi. Hidroliz sonrasi her bir
ornege vialler igerisinde 1S (Ephedrine-d3) ve ddH20 eklenerek, 6rnekler LC-MS/MS analizi i¢in
hazir hale getirildi (Tablo VII). Analiz i¢in kullanilan LC-MS/MS sistemi Sekil 21°de
gosterilmektedir. Orneklerin hazirlanmasi siireci boyunca giin 1s1¢ina maruziyetten kaginildi ve
hazirlanan Ornekler kisa siireli kullanim ic¢in +4°C’de; uzun siireli kullanim i¢in ise -20°C’de

muhafaza edildi.



71

Sekil 21: LC-MS/MS sistemi (Shimadzu LCMS-8045)

Tablo VII. LC-MS/MS sistemindeki analiz igin gerekli bilesenlerin hazirlanmasi

Bilesen Bilesen Miktar: (uL)
Hidrolize DNA 6rnegi 12.5 uL
I¢ standart (Ephedrine-d3) 5 uL (10 ng/mL)
ddH20 7.5 uL
Total vial hacmi 25 puL

3.2.12. LC-MS/MS analiz parametreleri
Calismada Shimadzu LC-MS/MS 8045 marka sivi kromatografi-ardigik kiitle spektrometresi
sistemi kullanildi. LC-MS/MS analizi i¢in Raptor Biphenyl 2.7um 100 x 2.1 mm (Restek) LC
kolonu kullanildi. Kromatografik sistem o6zellikleri Tablo VIII’de, sivi kromatografi sisteminin
akis programi ise Tablo IX’da verildigi gibidir. Analiz pozitif ESI modunda gergeklestirildi ve

MRM yo6ntemi kullanildi. Biitiin 6rnekler birer kez hidroliz edildi ve sonrasinda sistemde tiger kez
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analiz edildi. Numune hazirlama ve analiz sirasindaki olasi hatalar1 ortaya ¢ikarmak i¢in %100°liik
DNA standartlar1 da 6rneklerle birlikte analiz edildi. Her bir 6rnek hem MeOH hem DNA matriksi

ile gelistirilen kantitatif yontemde ayr1 ayr1 analiz edildi.

Tablo VIII. Kromatografik sistem 6zellikleri

Mobil faz A %0.1 FA ve 2mM Amonyum Format igeren ultra saf su (USS)
Mobil faz B %0.1 FA ve 2mM Amonyum Format iceren MEOH

Analiz siiresi (dk) 5

Akis hiz1 (mL/dk) 0.35

Enjeksiyon hacmi (uL) 2

Kolon firin1 sicakligi (°C) 50

Kolon Raptor Biphenyl 2.7um 100 x 2.1 mm (Restek)

Tablo IX. Sivi kromatografi sisteminin akis programi

Dakika Akis (mL/dk) Mobil Faz B (%0)
0.00 0.35 10
0.50 0.35 40
0.80 0.35 60
1.00 0.35 80
2.00 0.35 100
2.01 0.35 10
2.02 0.3 10
4.99 0.35 10
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3.2.13. Verilerin analizi ve sonuc¢larin degerlendirilmesi

LC-MS/MS sistemindeki tiim verilerin analizi LabSolutions versiyon 5.109 yazilimu ile,
istatistiksel analizler ise Microsoft Excel (Strtim 2204) programu ile gergeklestirildi. Gergek
orneklerin MeOH ve DNA matriksinde gergeklestirilen kalibrasyonlar ile analizi sonrasinda
asagida gosterilen Denklem 1-2 dahilinde yiizde olarak DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon
hesaplamasi yapildi (33,65). Daha sonra her bir matriks ve biyolojik materyal arasinda anlamli bir
farkliligin olup olmadigmi gormek i¢in, elde edilen sonuglara Student’s t-test uygulandi. Yas
gruplart arasindaki iliski de yine t-test kullanilarak incelendi. Uygulanan testler %95 giiven
araliginda gergeklestirildi. Yapilan t-test sonucunda elde edilen p degerinin 0,05’ten kiigiik olmas1
karsilagtirilan gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu; degerin 0,05’ten biiyiik olmasi ise

gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadigi seklinde yorumlandi.

5mdC pik alani )
X

oetiasyon =
YoMetilasyon 5mdC + 5hmdC + dC pik alanlari

Denklem 1: %metilasyon hesaplama formiilii (33,65)

5hmdC pik alani
)x 0

o . _
YoHidroksimetilasyon (Sde + 5hmdC + dC pik alanlari

Denklem 2: %hidroksimetilasyon hesaplama formiilii (33,65)
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4. Bulgular
45 yasin altinda 7 ve 45 yasin listiinde 7 olmak {izere toplam 14 saglikli bireyin (n=9 kadin,
n=5 erkek) dahil oldugu ¢alismamizda, 6rneklem grubunun yas ortalamasi 42.9’dur (24-58 yas
araliginda). Sigara kullanmadiklar1 bilinen ve aralarinda akrabalik iligskisi bulunmayan bu 14

bireyin kan ve tiikiiriikk 6rnekleri toplanarak ¢alismaya dahil edildi.

4.1. Orneklerin DNA izolasyonu ve Miktar Tayini
E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek) izolasyon kiti ile tiikiirik 6rneklerinden izole
edilen DNA’nin ortalama konsantrasyonu 43.4 ng/uL’dir (13-200 ng/uL arasinda). Tablo X’da

tikiiriik 6rneklerinden elde edilen DNA konsantrasyonlar1 gosterilmektedir.

Tablo X. Katilimcilarm tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen DNA miktarlar

DNA DNA
Ornek Ornek Ornek
Yas miktari Ornek kodu Yas miktari
sirasi kodu sirasi
(ng/uL) (ng/pL)
1 A-XX-1 24 15 ng/uL 8 A-XX-8 48 15.6 ng/uL
2 A-XY-2 33 13 ng/uL 9 A-XX-9 48 30.2 ng/uL
3 A-XY-3 30 | 55.6 ng/uL 10 A-XX-10 51 30 ng/uL
4 A-XX-4 33 | 57.2ng/uL 11 A-XY-11 54 63.4 ng/uL
5 A-XX-5 29 | 17.7 ng/uL 12 A-XY-12 56 21.2 ng/uL
6 A-XY-6 39 200 ng/uL 13 A-XX-13 56 25.6 ng/uL
7 A-XX-7 41 | 38.4 ng/uL 14 A-XX-14 58 25.2 ng/uL

Ayn1 kit kullanilarak periferik kan Orneklerinden izole edilen DNA’nin ortalama

konsantrasyonu ise 39.9 ng/uL’dir (16.5-70.6 ng/puL arasinda). Tablo XI’de kan 6rneklerinden elde



edilen DNA konsantrasyonlar1 gosterilmektedir.

LC-MS/MS sistemindeki
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analiz oncesi

gergeklestirilen hidroliz asamasinda drnekler 20 ng/uL’ye seyreltirelerek kullanildi.

Tablo XI. Katilimcilarin kan orneklerinden elde edilen DNA miktarlari

Ornek | Ornek DNA miktar1 | Ornek | Ornek DNA miktar1
Yas Yas

sirasi kodu (ng/nL) sirasi kodu (ng/nlL)
1 AXX-1 | 24 | 165ngiL 8 A-XX-8 | 48 | 5L8ng/uL
2 A-XY-2 33 76.2 ng/uL 9 A-XX-9 | 48 70.6 ng/uL
3 A-XY-3 30 23 ng/uL 10 A-XX-10 | 51 30.4 ng/uL
4 A-XX-4 33 51.6 ng/uL 11 A-XY-11 | 54 27 ng/uL
5 AXX5 | 29 | 29.8 ng/uL 12 | AXY-12 | 56 | 29.8 ng/ulL
6 A-XY-6 39 43 ng/uL 13 A-XX-13 | 56 5.68 ng/uL
7 AXX7 | 41 | 22.6ngliL 14 | AXX-14| 58 | 32ngiL

4.2.5-mdC, 5-hmdC ve dC’nin iyon Belirleme Calijmalar

Ara stoklar1 hazirlanan standart maddelerin ve i¢ standartin LC-MS/MS sistemindeki iyon

belirleme ¢alismalar1 sonucu analitlerin 6nciil (precursor) ve iiriin (product) iyonlar1 bulundu ve

MRM c¢alismalar1 yapildi. Iyon belirleme calismalarmin sonuglari 5-mdC igin Tablo XII’de; 5-

hmdC i¢in Tablo XIl1’de; dC i¢in Tablo XIV’de ve IS i¢in Tablo XV’ de gosterildigi gibidir. Sekil

22, 23, 24 ve 25’de ise product (iirin) iyon taramasi sonucu elde edilen spektrumlar

gosterilmektedir.




Tablo XI1. 5-metil-2’-deoksisitidin ardisik kiitle spektrometresi kosullar
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Ch | Precursor m/z | Product m/z | Dwell Time | Q1 Pre Bias (V) | CE | Q3 Pre Bias (V)
(msn)
Chi 242.2000 126.1000 61.0 -10.0 -10.0 -22.0
Ch2 242.2000 109.2000 61.0 -10.0 -37.0 -20.0
Inten.(x100,000) Base Peak: 126/515,080
5.0 mwz Abs. Inten. Rel. '"tﬂs

] NH,
4.0 - NF | o

HO O)\N

3Ao—: 0

] H
240—.
1.0

1 109

110.0 1125 115.0 175 120.0 1225 125.0 mz

Sekil 22: 5-metil-2’-deoksisitidin kiitle spektrumu

Tablo XI1I. 2’-deoksi-5-(hidroksimetil)sitidin ardisik kiitle spektrometresi kosullari

Ch | Precursor m/z | Product m/z | Dwell Time | Q1 Pre Bias (V) | CE | Q3 Pre Bias (V)
(msn)

Chl 258.2000 142.1000 61.0 -14.0 -10.0 -25.0

Ch2 258.2000 124.2000 61.0 -20.0 -21.0 -23.0




Base Peak: 142/ 4 427

Inten.(x1,000)

] mz Abs. Inten. Rel. Inten. |14o
40 N,
35_ ) 5P CH,0H
] |
3.0 HO O)\N
1 124
] o
2.5
2.o—f 2
157
1,03
05
O.C: T T T T T ! ! !
125.0 127.5 130.0 1325 135.0 137.5 140.0 m'z
Sekil 23: 2’-deoksi-5-(hidroksimetil)sitidin kiitle spektrumu
Tablo XI1V. 2-deoksisitidin ardisik kiitle spektrometresi kosullari
Ch | Precursor m/z | Product m/z | Dwell Time | Q1 Pre Bias (V) | CE | Q3 Pre Bias (V)
(msn)
Chl 228.3000 112.2000 124.0 -15.0 -10.0 -21.0
Inten.(x1,000) Base Peak: 112/ 1,097
1 vz 112 Abs. Inten. 1,097 Rel. Inten. 100.00
1.00- fie T
1 .
A
1 HO- O N
0.754
p o]
4 H
0.50
0.25-
- I S I IR ———————
111.25 111.50 111.75 112.00 112.25 112,50 112.75 11300 mz

Sekil 24: 2-deoksisitidin kiitle spektrumu




Tablo XV. IS (ephedrine-d3) ardisik kiitle spektrometresi kosullar
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Ch | Precursor m/z | Product m/z | Dwell Time | Q1 Pre Bias (V) | CE | Q3 Pre Bias (V)
(msn)
Chi 169.0000 151.3000 40.0 -15.0 -14.0 -10.0
Ch2 169.0000 115.2000 40.0 -14.0 -26.0 -21.0
Ch3 169.0000 91.2000 40.0 -14.0 -35.0 -17.0
Inten.(x1,000,000) Base Peak: 151/1,300,883
1 28] m'z 85 Abs. Inten. 0 Relinten. 0.0
257 151
1,001
0.75
0.504
i 115
025+
{81
0.00

950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350

Sekil 25: IS (ephedrine-d3) kiitle spektrumu

4.3. Dogrusallik

1400 145.0

Irr|.-'z

Dogrusallik caligmalari igcin DNA ve MeOH olmak {izere iki farkli matriks kullanildi. MeOH

cozeltisinde ve DNA matriksinde hazirlanan her bir kalibrasyon noktasi 3’er tekrarli olacak sekilde

analiz edildi. Dogrusallik caligmalarinda korelasyon katsayisi i¢in kabul edilebilir limit >0.99

olarak kabul edildi. DNA matriksindeki kalibrasyon egrileri dC igin %0.2-0.3-0.5-1-2-3-5; 5-hmdC

ve 5-mdC ig¢in %0.2-0.3-0.5-1-2-3 noktalarinda olusturuldu. dC, 5-hmdC ve 5-mdC i¢in DNA
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matriksindeki kalibrasyon egrileri Sekil 26-27 ve 28’de gosterilmektedir. Tiim standartlar igin

korelasyon katsayis1 minimum 0.9956 maksimum 0.9986 ve ortalama 0.9975 olarak hesaplandi.

v =51.8106X - 0.0404321
"2 = 09973828 r = 09956306

Area Ratio

25]

2.0

1.0

‘0.000 0005 0010 0015 0020 0025 0030  0.035 0040  0.045 Conc. Ratio

Sekil 26: 2-deoksisitidin DNA kalibrasyonu

Y = 46.2488% - 00574060
"2 =09313777 1 =0.9956735

Area Ratio

1 .25%
1 .uu—f
n.rsé
o.so—f

0.25]

0.00-]
0.0000 0.0025 0.0050 0.0075 00100 0.0125 0.0150 0.0175 0.0200 0.0225 0.0250 0.0275 Conc. Ratio

Sekil 27: 2-deoksi-5-hidroksimetilsitidin DNA kalibrasyonu



80

s
r

= 33.8372 - 0000603189
o

09964276 1 =0.9982122

Area Ratio

1 *
1.00
0.75

T L]
0.50-
0.25

1 *
0.00 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I I N
0.0000 0.0025 00050 00075 00100 00125 0.0150 00175 0.0200 0.0225 0.0250 0.0275 Conc. Ratio

Sekil 28: 5-metil-2-deoksisitidin DNA kalibrasyonu

MeOH matriksindeki kalibrasyon egrileri dC igin 0.05-10 ng/ml; 5-hmdC ig¢in 0.1-10 ng/ml
ve 5-mdC i¢in 0.05-20 ng/ml araliginda olusturuldu. dC, 5-hmdC ve 5-mdC i¢in MeOH
matriksindeki kalibrasyon egrileri Sekil 29-30 ve 31°de gosterilmektedir. Tiim standartlar i¢in

korelasyon katsayist minimum 0.9997 maksimum 0.9999 ve ortalama 0.9998 olarak hesaplandi.

Y = 00102674 + 0.000796173
"2 = 09335284 1 = 09997642

Area Ratio

0100+

0.075
0.050

0.025+

0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0  Conc. Ratio

Sekil 29: 2-deoksisitidin MeOH kalibrasyonu
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¥ = 0.00243345x - 0.000100330
"2 = 09998297 r=0.9959149

Area Ratio
0.025

0.020-]
0.015]
0.010-]

0.005]

0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0  Conc Ratio

Sekil 30: 2-deoksi-5-hidroksimetilsitidin MeOH kalibrasyonu

Y =0.0203073 - 0.000238670
"2 =0.9393448 1 =0.9933724
Area Ratio
0.40]
0.35
0.30
0.25]

0.20]

0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 Conc. Ratio

Sekil 31: 5-metil-2-deoksisitidin MeOH kalibrasyonu

Ucer tekrarli olarak c¢alhisilan gercek Orneklerin MeOH ve DNA matriksi icerisindeki

kalibrasyon sonuglar1 Tablo XVI’de gosterilmektedir.



Tablo XVI. Gergek 6rneklerin iki farkli kalibrasyon egrisinden elde edilen ortalama pik alanlari

82

2-deoksisitidin

2-deoxy-5-
hidroksimetilsitidin

5-metil-2-deoksisitidin

Ephedrine-d3 (1S)

) ) MEOH DNA MEOH DNA MEOH DNA MEOH DNA
Ornek Ya Ornek |Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo | Kalibrasyo
Kodu 3 Tiiri nu nu nu nu nu nu nu nu
ortalama | ortalama | ortalama | ortalama ortalama ortalama ortalama ortalama
pik alam | pik alam | pik alam1 | pik alam pik alam pik alani pik alani pik alam
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
A-XX- 24 kan 42.574 64.348 192 E 1.348 2.094 2.931.416 | 3.143.014
1 et e
LS 144.698 199.485 204 125 5.240 6.022 1.605.388 1.838.554
A-XY- 33 kan 10.265.901 | 6.557.607 12.485 12.255 226.635 160.791 3.330.256 | 3.502.886
2 ot e
tikiiritk 22.989.585 | 25.034.869 5.471 6.943 1.037.385 1.180.092 1.255.962 1.404.983
A-XY- 30 kan 5.590.296 | 5.593.709 7.295 6.786 184.214 186.506 1.821.125 2.104.147
3 ot e
tikiiritk 28.746.838 | 27.273.505 0.772 10.795 1.115.133 1.134.177 | 2.191.783 2.272.923
A-XX- 33 kan 6.557.461 | 6.238.258 17.726 16.589 182.922 177.006 4.207.254 | 4.039.071
4 ot e
e 23.277.493 | 24.348.736 8.573 8.947 799.305 863.570 3.023.442 | 3.185.917
A-XX- 29 kan 4.736.520 | 5.462.965 9.860 11.402 117.426 138.163 2.130.866 2.449.217
5 et e
tikirdk | 510671 | 8.196.951 | 2.789 2.609 215.542 240.942 | 2.639.638 | 2.891.305
39 kan * * * * * * * *




A-XY-
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6 tikirik | ¢ e30091 | 8.883.132 |  2.556 2568 450746 | 478534 | 3.051.801 | 3.071.368
AXX-|
! tikirlk | 0 007 642 | 14.881.424 | 4.499 4539 646.017 | 627.914 | 2.945.926 | 3.388.273
AXX-| o kan | 5237387 | 3.020004 | 813 637 140.674 | 153.328 | 1.881.012 | 2.049.833
8 .
tikirik | e3908 | 79.229 199 100 3.087 4506 | 3.849.455 | 2.625.083
AXX-| 4o kan | ¢ 979495 | 6.640.158 | 1.913 2.265 188.030 | 214.845 | 1.967.577 | 2.164.168
9 .
tikiiriik | 3/ 153 998 [ 33.469.797 | 11.999 11340 | 1.365.735 | 1.393.980 | 2.812.025 | 2.848.654
AXX-| o Kan | 6555010 | 7.161.208 | 1.007 1.146 195671 | 216362 | 2.826.052 | 3.150.101
10 .
tiikiirtik | 35 901 049 | 20.352.995 |  7.592 7508 | 1.187.295 | 1.191.555 | 3.076.312 | 3.008.782
AXY-| o, kan | ¢ 796815 | 6.549.008 | 858 971 184.934 | 203.872 | 2.103.859 | 2.269.296
11 .
tikurik | ) ) 575 868 1 12.320.008 | 3.678 3.174 702.240 | 622.284 | 2.864.939 | 2.588.334
AXY-| Kan | 4 763.426 | 5554317 | 877 1.029 176.334 | 200222 | 2.326.604 | 2.604.752
12 .
tikirik | 5/ 535 526 1 19.662.819 |  6.469 5603 | 1.023.486 | 916104 | 1.806.854 | 1.674.915
A-XX-
Ty |56 [
tkdrtk | 15 023 503 | 34.665.805 |  9.442 7596 | 2.037.416 | 1.776.561 | 1.503.055 | 1.384.860
AXX-| o Kan | 5943089 | 3.322537 | 577 676 99.745 105.636 | 2.850.336 | 3.039.281
14 .
tikirlk | 5, 691 236 | 27.521.526 |  10.526 8.881 1.570.989 | 1.251.603 | 1.968.802 | 1.730.070
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4.4. Standartlar ve Orneklere Ait Kromatogramlar

Kalibrasyon ¢ozeltileri ve DNA 6rnekleri MRM modunda analiz edildi ve benzersiz {iriin
(product) iyonlarin tepe noktasina dayali bir veri isleme gergeklestirildi. dC, ShmdC ve 5mdC igin
Sekil 32°de MeOH kalibrasyonunda yiiriitilen bos MeOH 06rnegine ait kromatogramlar; Sekil
33’de MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen kor numune (blank)’ye ait kromatogramlar ve Sekil 34’de
MeOH kalibrasyonunda ytiriitiilen Sng/mL’lik konsantrasyondaki DNA referans standartlarina ait
kromatogramlar yer almaktadir. dC, ShmdC ve 5mdC igin Sekil 35°de DNA kalibrasyonunda
yiiriitiilen bos MeOH 6rnegine ait kromatogramlar; Sekil 36’da dC, ShmdC ve 5SmdC i¢in DNA
kalibrasyonunda yiiriitilen kér numune (blank)’ye ait kromatogramlar ve Sekil 37°de DNA
kalibrasyonunda ytriitiilen %0.2'lik konsantrasyondaki DNA referans standartlarina ait
kromatogramlar yer almaktadir. Sekil 38’de A-XY-3 kodlu géniilliiniin kan 6rneginin ve Sekil

39°da ise tiikiiriik 6rneginin kromatogrami yer almaktadir.



{2228 3000-112.2000(5) {1258 2000-142.1000(=)
600 150-01°258 20005124.1000(=)
] dc 5hmdC
1 125
5004
100
4004
] 75
300—_ 50
2004 257 MM
- B ] [\
1004 1
T T T T T T T T T T T T T 1
025 050 075  1.00 125 150 1.7 000 025 0By ors 100 125 150 1.
200J5222 2000=126. 1000(=)
43242 2000>109 2000(<)
175
150 5mdC
1254
1004
75
E-n—f
25
0
1 T T T T T T 1
0.25 0.50 0.75 1.00 125 1.50 1.
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Sekil 32: dC, 5ShmdC ve SmdC i¢in MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen bos MeOH o6rnegine ait

kromatogramlar
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1500-]2-228.3000=112.2000(+) 1001358 2000-142.1000(=)
] 117258 2000-124.1000(+)
] dc 5hmdC
12504 ]
] 75+
10004
i 504
750-]
500 el
] REAT
T T T T T T T 1 T T T T T T T
025  0.50 075 1.00 125 150 15 000 025 050 075 100 125 1.50 15

3242 2000=125.1000(=)
L W P LR S 6,
2422 059.20000+)

125—5
100—3
7]
50+

25

Sekil 33: dC, ShmdC ve 5mdC igin MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen kor numune (blank)’ye ait

kromatogramlar
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T2:228.3000=112.2000(+) 25000-{T:258.2000-142.1000(+)
1000004 ¥ _1.4...4.-w-lz-.ln-v.—_ 1
1 20000-] 5hmdC
75000
1 150001
500004 1
] 10000
c| - -
25000 5000+ M
0 0 -
025 050 075 1.00 125 150 1 ooo  obs  oba  ors  1bo 135
175000137525 5000=128.1000(=)
57242 2000> 1052000 +)
150000
1 5mdC
125000
100000
75000
50000
25000
D: T
L T T T T T T
0.25 0.50 0.75 1.00 125 1.50 1.

Sekil 34: dC, 5ShmdC ve 5mdC i¢in MeOH kalibrasyonunda yiiriitiilen Sng/mL’lik

konsantrasyondaki DNA referans standartlarina ait kromatogramlar



12:228.3000=112.2000(+)
T00+

anné
suué
4005
suné

200

1 ZEBZDDU>1421DDEI(+;
601:258.200

000:-124.1000(+)

40}

1.00 125 150 17 0.00 025 0.50 07s  1.00 125 150 13
373 3000=126 100005
13:242.2000-108.2000(+)

150

125

100

Sekil 35: dC, 5ShmdC ve 5mdC i¢in DNA kalibrasyonunda yiirtitiilen bos MeOH 6rnegine ait

kromatogramlar



89

5hmdC

050  o0rs 100 125 150 1.

12-228 3000=112.2000(+) 2552000 T2 000
] 22501555 5000+ 124 1000(<)
15004 ] :
] dc 200]
1250 1757
] 150
1000 ]
1 125
750 100
] 75
500 ]
] 501
S e
o] 0
025 o0 o0rs 100 125 180 1. 0.00
[Tz Z000- 128 100005
152425000109 2000+
125 ]
] 5mdC
100}
75
50|
25
-
050 ors 100 125 150 1

Sekil 36: dC, 5ShmdC ve 5mdC i¢in DNA kalibrasyonunda yiiriitiilen kér numune (blank)’ye ait

kromatogramlar



12:228.3000>112.2000(+)

6000&:
5000&? dc
4000(}?
3000&?

20000

10000/

50000
450007
40000]
35000]
300007
250007
200007
150007
100007

5000

1:258.2000>142.1000(+)

11:258.2000>124.1000(+)

=]
2
©
£
@
o
°
0

5hmdC

{37242.2000>126.1000(+)
45000133542 2000>109.2000(+)

oksisitidi

5mdC

3

T

0.25 0.50

0.75

I
1.00 1.25 1.50 1.7
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Sekil 37: dC, ShmdC ve 5mdC igin DNA kalibrasyonunda yiiriitiilen %0.2'lik konsantrasyondaki

DNA referans standartlarina ait kromatogramlar



1750000-2:225.3000=112.2000(<) J1:258.2000>142.1000(+)
] 31:258.2000=124.1000(=)
] 2000
= 3 dC b
1500000 1750 5hmdC
1250000 1500
1000000 1250
] 1000
750000 ]
] 750
500000 ]
I 500
250000 ]
p 250
i £ 0: e s
T T T T T T ]
025 050 0r5 100 125 150 1 000 025 050 075 100 125 150 1.
{3.232.2000>125 10001=)
400003:242.2000=109.2000(=
35000
] 5mdC
300004
250004
200004
15000
100004
5000
] &
0: i
- T T T T T T
0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.

Sekil 38: dC, ShmdC ve 5mdC i¢in

: A-XY-3 kodlu goniilliiniin kan 6rnegi kromatogrami
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{7578 3000- 112200005 20001 258 20005142 T000(%)
] 11252 2000124 1000(=
2000000-] ]
] ] 5hmdC
7000000 dC 2500
£000000- 20001
5000000 ]
] 1500
4000000-] ]
3000000 10004
2000000
] 500
10000003 1
] Ty
£ T
025 050 075 100 125 150 0.00 025 050 075  1.00 12 1.50 1
{3242 2000-126 1000(=)
13242 2000- 109 2000(=)
200000 5mdC
150000
1000004
50000-]
&
i
T T T T T
025 050 100 125 150 1

Sekil 39: dC, ShmdC ve 5mdC i¢in: A-XY-3 kodlu goniilliiniin tiikiiriikk 6rnegi kromatogrami

Hem MeOH hem DNA matriksinde yiiriitiilen standart maddelerin alikonma zamanlar1 (RT-

retention time) ile ilgili veriler Tablo XVII’de gosterilmektedir.

Tablo XVII. dC, 5mdC ve ShmdC’nin her iki kalibrasyondaki alikonma zamanlari

RT/Analit dC 5mdC 5hmdC Ephedrine-ds
MEOH Kalibrasyonu 1.058 1.108 1.061 3.168
ortalama RT (dk) (n=6) (x0.001) (£0.002) (£0.002) (x0.003)
DNA Kalibrasyonu 1.091 1.245 1.101 3.163
ortalama RT (dk) (n=3) (x0.001) (£0.002) (x0.001) (x0.003)
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4.5. Segicilik
Secicilik ¢alismalari i¢in sadece MeOH iceren 6rnek ile metanol igerisinde ¢ozdiiriilen dC,
hmdC ve mdC ara stok ¢ozeltilerinin pikleri karsilastirildi. Coziiciiniin analitler i¢in herhangi bir

girisime neden olmadig: goriildii (Sekil 32,35).
4.6. Tespit Limiti (LOD) ve Tayin Limiti (LOQ)
TURKLAB Rehber 01’e gore, S/N=3 ve S/N=10 olan konsantrasyonlar sirastyla LOD ve

LOQ degerleri olarak belirlendi ve bu konsantrasyonlar yeniden hazirlanarak kontrol edildi. Tiim

degerler Tablo XVIII’de gosterilmektedir.

Tablo XVI11. MeOH ve DNA kalibrasyonlarina ait dogrusal aralik, LOD ve LOQ degerleri

MeOH Kalibrasyonu (ng/mL) DNA Kalibrasyonu (%)
Analit
Dogrusal Arahikk | LOD LOQ |Dogrusal Arahk | LOD LOQ
dC 0.05-10 0.01 0.02 0.2-5 * 0.2
mdC 0.1-10 0.05 0.1 0.2-3 * 0.2
hmdC 0.05-20 0.02 0.05 0.2-3 * 0.2

*DNA kalibrasyonunda LOD c¢alismalar1 gergeklestirilememistir.

4.7. %Metilasyon ve %oHidroksimetilasyon Degerleri

Bolim 3.2.10°da belirtilen formiiller ile her bir 6rnek i¢in hesaplanan %metilasyon-
%hidroksimetilasyon sonuglari ve iki biyolojik materyalin %mdC ve %hmdC degerleri arasindaki
iliskiyi incelemek i¢in uygulanan t-test sonuglar1 Tablo XIX’de gosterilmektedir. Kan ve tiikiiriik
orneklerindeki %mdC oranlarim1 gosteren grafik Sekil 40°da; %hmdC oranlarini gosteren grafik

ise Sekil 41°de yer almaktadir. Kan ve tiikiiriik 6rneklerindeki %omdC&hmdC ortalamalari, standart
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sapma ve min-max degerleri Tablo XX’de gosterilmektedir. Sekil 42’de kan ve tiikiiriik
orneklerinde ortalama %metilasyon&hidroksimetilasyon degerlerinin siitun grafigi yer almaktadir.
Yas gruplar1 arasindaki %emdC ve %hmdC degerleri arasindaki iliskiyi gosteren grafikler sirasiyla
Sekil 43 ve Sekil 44°de yer almaktadir. MeOH ve DNA Kkalibrasyonlari arasindaki iligskiyi kan
orneklerinde %mdC acisindan gosteren grafik Sekil 45°de; %hmdC agisindan gosteren grafik Sekil
46’da yer almaktadir. Ayni sekilde MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iliskiyi tiikiiriik
orneklerinde %mdC agisindan gosteren grafik Sekil 47°de; %hmdC agisindan gdsteren grafik ise

Sekil 48°de gosterilmektedir.
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Tablo XIX. Gergek orneklerin %metilasyon-hidroksimetilasyon sonuglari

% METILASYON % HIDROKSIMETILASYON

Ornek Ornek
Yas MeOH DNA MeOH DNA

Kodu Tiirii

kalibrasyonu | kalibrasyonu kalibrasyonu kalibrasyonu

kan 3.055 3.152 0.435 0.000
AXX-L | 24 tiikiiriik 3.490 2.928 0.136 0.061
kan 2.157 2.389 0.119 0.182
A-XY-2 |33 tiikiiriik 4.317 4.500 0.023 0.026
kan 3.186 3.223 0.126 0.117
A- XY 30 tiikiiriik 3.733 3.991 0.033 0.038
kan 2.707 2.752 0.262 0.258
A-XX-4 | 33 tiikiiriik 3.319 3.424 0.036 0.035
kan 2.414 2.462 0.203 0.203
ARX5 129 tiikiiriik 2.619 2.855 0.034 0.031
kan * * * *
A-XY-6 | 39 tiikiiriik 4.962 5.110 0.028 0.027
kan * * * *
ARX-T 14l tiikiiriik 4.074 4.047 0.028 0.029
kan 4.886 4.831 0.028 0.020
A-XX-8 | 48 tiikiiriik 5.855 5.375 0.292 0.119
kan 3.048 3.133 0.031 0.033
AXX9 | 48 tiikiiriik 3.844 3.997 0.034 0.033
kan 2.898 2.932 0.015 0.016
AXXL0 1 ST ik 3.699 3.900 0.024 0.025
kan 3.091 3.018 0.014 0.014
AXY-1L 54 tiikiiriik 4.688 4.807 0.025 0.025
kan 3.569 3.479 0.018 0.018
A-XY-12 | 56 tiikiiriik 4.084 4.450 0.026 0.027
kan * * * *
A-XX-13 | 56 tiikiiriik 4.623 4.874 0.021 0.021
kan 2.983 3.081 0.017 0.020
A-XX-14 1 58 tiikiiriik 4.331 4.349 0.029 0.031
t-test p degeri 0.012 0.007 0.289 0.207

*A-XY-6, A-XX-7 ve A-XX-13 kodlu kan 6rnekleri ¢alisilamadi.
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6,000
5,000
4,000

%mdC

3,000
2,000
1,000 I I
0,000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ornek sirasi

B KAN = TUKURUK

12 13*

14

Sekil 40: Kan ve tiikiiriik 6rnekleri arasindaki iliskiyi gosteren %mdC grafigi

0,300
0,250
© 0,200
©
€ 0,150
<
X 0,100
0,050
0,000

IIII. [ | . llIIl-l-lIl = ull
1

10 11 12 13* 14

2 3 4

5 6 7™ 8 9

Ornek sirasi_

m KAN = TUKURUK

Sekil 41: Kan ve tiikiiriik 6rnekleri arasindaki iligskiyi gosteren %hmdC grafigi

Tablo XX: Kan ve tiikiirik orneklerinde %mdC&hmdC

STANDART s .
ORTALAMA SAPMA MINIMUM | MAKSIMUM
Kan %mdC (n=11) 3.132 0.619 2.389 4.831
Tiikiiriik %mdC (n=14) 4.186 0.729 2.855 5.375
Kan %hmdC (n=11) 0.080 0.089 0.00 0.258
Tiikiiriik %hmdC (n=14) 0.038 0.024 0.021 0.119




4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

4,186
3,132
0,080 0,038
KAN TUKURUK
= %METILASYON
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Sekil 42: Kan ve tiikiiriik 6rneklerinde ortalama %metilasyon&hidroksimetilasyon siitun grafigi

%METILASYON

= KAN

4,5

35

w

25

N

15

[y

0,5

= TUKURUK

= KAN
u TUKURUK

45 YAS ALTI 45 YAS USTU
2,796 3,479
3,837 4,536

Sekil 43: Yas gruplar1 arasindaki iliskiyi gosteren ort. %mdC stitun grafigi



0,160
0,140
0,120
0,100

0,080

m KAN
0,060 = TUKURUK

0,040
0000 45 YAS ALTI 45 YAS USTU

u KAN 0,152 0,02
= TUKURUK 0,035 0,04

%HIDROKSIMETILASYON

Sekil 44: Yas gruplar arasindaki iligskiyi gosteren ort. %hmdC siitun grafigi

6,000

5,000

4,000

3,000

%mdC

=@ MEOH
2,000 =0=DNA

1,000

0,000
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13* 14

Ornek Sirasi

Sekil 45: Kan 6rneklerinde %mdC i¢in MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iliskiyi
gosteren ¢izgi grafigi



4

5

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ornek Sirast

=@ MEOH
=0=DNA
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Sekil 46: Tiikiiriik 6rneklerinde %mdC i¢in MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iligkiyi

gosteren ¢izgi grafigi

0,350
0,300
0,250

0,200

%hmdC

0,150
0,100
0,050

0,000

4

5

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ornek Sirast

=@—MEOH
=0==DNA

Sekil 47: Tiikiiriik 6rneklerinde %hmdC i¢in MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iliskiyi

gosteren ¢izgi grafigi
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0,500
0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

%hmdC

=@ MEOH
=0-==DNA

1 2 3 4 5 6* 7 8 9 10 11 12 13* 14
Ornek Sirast

Sekil 48: Kan 6rneklerinde %hmdC igin MeOH ve DNA kalibrasyonlar1 arasindaki iliskiyi
gosteren ¢izgi grafigi



101

5. Tartisma ve Sonuc¢
Genomik DNA’nin yapisinda bulunan sitozin bazlarinin 5’karbon atomuna, DNA metil
transferazlar aracilifiyla CHsz grubunun eklenmesi ile gerceklesen mekanizmaya metilasyon
denilmektedir. DNA metilasyonu ge¢misten giiniimiizde kadar yapilmis olan tiim epigenetik
arastirmalarinda en ¢ok konu edilen ve dolayisiyla da hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan

epigenetik mekanizmadir (55).

Insan genomundaki CpG diniikleotitlerinin yaklasik %70 kadar1 metile olmus durumdadr.
CpG adaciklarinin sahip oldugu metilasyon diizeyleri her doku ig¢in spesifiktir ve bu durum
metilasyonu 6nemli bir belirte¢ haline getirmektedir. DNA metilasyonunu arag¢ olarak kullanan
analizler sayesinde yas tahmini, olay yerinden viicut sivisi teshisi, monozigotik ikizlerin
birbirinden ayirt edilmesi gibi uygulamalar yapilabilmekte ve bdylece DNA metilasyonu diger

bilimlerin yaninda adli bilimler i¢in de 6nemli bir hale gelmektedir (56,57).

DNA metilasyonu analizi i¢in giiniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda bir¢cok yontem onerilmis
olup, literatiirde yer alan ¢aligsmalar sayesinde bu yontemlerin her birinin avantaj ve dezavantajlar
ortaya konmustur (58). Cogu yontemde ortak olan bazi dezavantajlar; yiiksek maliyet, uzun analiz
stiresi, diisiik kararlilik ve tekrar iretilebilirlik agisindan eksikliklerdir (59). Bahsedilen bu
dezavantajlar1 ortadan kaldiracak bir yontem arayisina, yakin tarihte yapilmis olan caligmalar
sayesinde LC-MS/MS ile son verilmistir. LC-MS/MS, literatiire bakildiginda DNA metilasyonu

analizi konusunda altin standart olarak anilmaktadir.

Literatlir aragtirmast yapildiginda, yurt disinda 6rnek calismalar1 goriilen ve metilasyon
analizindeki basarisi anlasilan LC-MS/MS, metilasyon analizi konusunda iilkemizde heniiz
kullanilmamigtir. Bu konuya yer veren bir ¢aligma bulunmamaktadir. Yontemin avantajlarn ve

birgok arastirmaci tarafindan altin standart olarak nitelendirildigi g6z oniine alindiginda, iilkemizde
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bu yontemin kullanilmamasi biiyiik bir bosluk olarak degerlendirilmektedir. Yaptigimiz ¢alisma
ile LC-MS/MS kullanilarak DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon analizi i¢in bir yontem
gelistirilmesi ve boylece ¢alismamizin lilkemizde ileride yapilacak calismalar i¢in yol gosterici

olmas1 amaclandi.

Yontem gelistirme asamasinda literatiir taramasi yapilarak, konu hakkinda yapilmis olan
caligmalar arastirilldi. Metilasyon analizini farkli biyolojik materyallerde gercgeklestiren
caligmalarin deneysel basamaklar1 ve tercih edilen malzemeler géz Oniine alinarak, yontem
parametreleri en iyi sonuglar alacak sekilde segildi. Literatiirden elde edilen, metilasyon analizi
icin uygun LC analitik kolonu, sistem parametreleri, uygun kolon sicakligi ve standart molekiillerin

parcalanma iyonlart hakkindaki bilgiler kullanilarak bir yontem gelistirildi.

Calismamiz i¢in goniilli olan 14 saglikli bireyden (n=9 kadin, n=5 erkek) kan ve tiikiiriik
ornekleri toplandi. Toplamdaki 28 adet 6rnekten E.Z.N.A. ® Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek)
izolasyon kiti ile DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen DNA numunelerinin miktar1 Quant-itTM
dsDNA HS (High sensitive) Assay (Invitrogen) kiti kullanilarak, Qubit 4 florometre (Thermo
Fisher) ile olgiildi. Tiikirik 6rneklerinden en fazla 200 ng/uL ve en az 13 ng/ulL olmak {izere,
ortalama 43.4 ng/uL konsantrasyonda DNA izolati elde edildi (Tablo X). Kan 6rneklerinden ise en
fazla 70.6 ng/uL ve en az 16.5 ng/uL olmak iizere, ortalama 39.9 ng/uL. konsantrasyonda DNA
izolat1 elde edildi (Tablo XI). Izolasyon sonrast DNA numunelerine DNA Degradase Plus™
(ZymoResearch) hidroliz kiti ile hidroliz islemi uygulandi, sonrasinda 6rnekler vial icerisinde IS
ve distile su ilavesiyle analize hazir hale getirildi. Ornekler dC, mdC ve hmdC standart maddeleri
ve 5-Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine DNA standart seti kullanilarak kalibrasyonu

yapilan LC-MS/MS sistemine 2 pL hacimde enjekte edildi. Ornek hazirlama sirasinda yapilan olasi
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hatalar1 ortadan kaldirmak, yontemin kosullarini standart hale getirmek ve kesin sonuglar alabilmek

icin Ephedrine-ds maddesi i¢ standart olarak kullanildi.

Literatiir arastirmasi yapildiktan sonra ¢alismamiz i¢in i¢ standart olarak 2'-deoxycytidine-
N3 molekiiliiniin  (CoH13*N3Os) kullanilabilecegi goriildii (60) fakat yapilan piyasa
arastirmasindan sonra, biitce yetersizliginden dolay1 alternatif bir i¢ standart arayigina girildi.
Analitik bir sistemde kullanilacak i¢ standartin kimyasal olarak ilgilenilen maddeye benzemesi ve
stabil olmas1 gerekir (61). Ayrica i¢ standart olarak kullanilan molekiil, 6rnekteki bilesenlerle
girigsim yapmamalidir ve sistemdeki analiz sonucu ilgilenilen maddeye benzer tepkiler vermelidir
(61). Bu 6nemli bilgiler géz 6niine alinarak, elimizdeki imkanlar dahilinde ephedrine-ds molekiilii
(C10H15NO) i¢ standart olarak segildi (62). Sistem tizerinde yapilan denemelerle ephedrine-ds
molekiiliiniin 6rneklerimizdeki bilesenlerle girisim yapmadigi ve dolayisiyla bu se¢imin uygun

oldugu ortaya cikarildi.

Ara stoklart hazirlanan standart maddelerin ve i¢ standartin LC-MS/MS sistemindeki iyon
belirleme ¢alismalari sonucu maddelerin 6nciil (precursor) ve iiriin (product) iyonlar1 bulundu.
Onciil ve iiriin iyonlar sirastyla dC i¢in 228.3000—112.2000; hmdC igin 258.2000—142.1000 ve
258.2000—124.2000; mdC igin 242.2000—126.1000 ve 242.2000—109.2000 olarak belirlendi.
Her bir standart madde i¢in ¢caligmamizda elde edilen bu veriler Li ve ark (2011), Peng ve ark.
(2012), Tsuji ve ark. (2014) ve Le ve ark (2011), tarafindan DNA metilasyon ve
hidroksimetilasyonuyla ilgili gerceklestirilen benzer ¢alismalarin bulgulariyla da uyusmaktadir

(31,32,64,65).

Kalibrasyon ¢aligmalart DNA matriksinde dC i¢in %0.2-0.3-0.5-1-2-3-5; 5-hmdC ve 5-mdC
icin %0.2-0.3-0.5-1-2-3 noktalarinda gergeklestirildi. Tiim standartlar i¢in 0.9956-0.9986 arasinda

korelasyon katsayisi elde edildi ve ortalama 0.9975 olarak hesaplanarak kalibrasyon uygun
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bulundu. MeOH matriksindeki kalibrasyon egrileri dC igin 0.05-10 ng/mL; 5-hmdC igin 0.1-10
ng/mL ve 5-mdC igin 0.05-20 ng/mL araliginda olusturuldu. Tiim standartlar i¢in 0.9997-0.9999
araliginda korelasyon katsayisi elde edildi ve ortalama 0.9998 olarak hesaplanarak kalibrasyon

uygun bulundu. Elde edilen bu veriler ile yontemin her iki matrikste de dogrusallig1 kanitlandi.

Secicilik ¢alismalari igin sadece MeOH igeren Ornek ile metanol igerisinde ¢ozdiiriilen dC,
hmdC ve mdC ara stok ¢ozeltilerinin pikleri karsilastirildi. Bu karsilagtirma sonucu ¢6ziiciiniin
analitler i¢in bir pik olusturmadigi goriildii. Dolayistyla bu durum ¢6ziicliniin herhangi bir girisime

neden olmadigini ve segiciligin oldugunu kanitlamaktadir.

Sinyal/giiriiltii oranlarina gore degerlendirilen LOD ve LOQ tayinlerine gore hesaplanan
degerler MeOH kalibrasyonunda dC i¢in LOD 0.01 ng/mL, LOQ 0.02 ng/mL; mdC i¢in LOD 0.05
ng/mL, LOQ 0.1 ng/mL ve hmdC i¢in LOD 0.02 ng/mL, LOQ 0.05 ng/mL bulundu. DNA standart
set ile olusturulan kalibrasyonda her {i¢ madde i¢in de (dC, mdC, hmdC) LOQ degerleri %0.2
olarak bulundu. Elimizde daha disiik konsantrasyonlara inebilmek igin yeterli malzeme

bulunmadigindan LOD ¢alismalari DNA kalibrasyonunda gergeklestirilemedi (Bkz. Tablo XVI).

Kok ve ark (2007) tarafindan, kandaki global DNA metilasyonunu LC-ESI-MS/MS ile
analiz etmeye dayali olarak yapilan ¢alismanin bulgularinda, lineer kalibrasyon egrileri dC igin
0.111-4.422 ng/mL (r=0.9983) ve mdC i¢in 0,0048-0,1936 ng/mL (r=0.9991) araliginda elde
edilmistir. Hem dC hem mdC i¢in LOD 0.2 ng/mL, LOQ ise >0.65 ng/mL olarak belirlenmistir.
(69). Peng ve ark. (2012) tarafindan yapilan, LC-MS/MS ile biyolojik materyallerden DNA
metilasyonuna bakilan ¢alismada LOD ve LOQ degerleri sinyal/giliriiltii oran1 sirasiyla 3 ve 10 kat1
kabul edilerek hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu dC i¢in LOD 0.017 ng/mL ve LOQ 0.05

ng/mL; 5-mdC i¢in LOD 0.07 ng/mL ve LOQ 0.20 ng/mL olarak belirlenmistir (32). Bu iki
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caligmanin verileri kendi ¢galismamaizla karsilastirildiginda; bizim ¢alismamizin hem dC hem mdC

i¢cin daha diisiik LOD ve LOQ degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.

Zhang ve ark. (2012) tarafindan yapilan, HILIC-MS/MS kullanilarak es zamanli olarak
DNA metilasyon ve hidroksimetilasyonunun incelendigi ¢alismada LOD=3*SD, LOQ=10*SD
olacak sekilde kabul edilerek hesaplanan LOD degerleri dC, mdC ve hmdC igin sirasiyla 0.001
ng/mL, 0.045 ng/mL ve 0.057 ng/mL olarak; LOQ degerleri ise 0.002 ng/mL, 0.09 ng/mL ve 0.1
ng/mL olarak belirtilmistir (63). Bu ¢alismanin verileri kendi ¢alismamizla karsilastirildiginda; dc
ve SmdC analitleri i¢in elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin, bizim ¢aligmamizdaki degerlerden
daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte ShmdC i¢in bulunan LOD ve LOQ ise bizim

calismamizda daha diisiik degerlerdedir.

Calismamizda kalibrasyon sonrasi elde edilen pik alanlarina ait veriler her bir 6rnek icin
boliim 3.2.12°de verilen formiiller kullanilarak hesaplandi. Sonrasinda her bir 6rnekten elde edilen
%mdC ve %hmdC degerlerinin her bir matriks ve biyolojik materyal i¢in ortalama degerlerinin
hesaplamasi yapildi. Elde edilen bulgular Tablo XIX’da gosterilmektedir. Bu tabloda gosterilen
ortalama %metilasyon ve %hidroksimetilasyon degerleri MeOH ve DNA kalibrasyonu agisindan
incelendiginde, bu degerlerin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Iki kalibrasyon faktorii
arasindaki iliski Student’s t-test ile arastirildi. Yapilan test sonucunda MeOH ve DNA
kalibrasyonundan yapilan hesaplamalarla elde edilen degerler arasinda anlamli bir farklilik
cikmadig goriildii (%5mdC kan i¢in p=0.887; tiikiiriik i¢in p=0.875) (%5hmdC kan i¢in p=0.488;
tiikiiriik i¢in p=0.424). iki kalibrasyon arasinda anlamli bir farklilik ¢ikmamasina karsin, DNA
kalibrasyonundan elde edilen veriler literatiir ile daha uyumlu bulundugu i¢in diger biitiin
degerlendirmeler DNA kalibrasyonu ile elde edilen veriler kullanilarak yapildi. Calismamizda iki

farkli kalibrasyon yontemi kullanilmasi, yapilan g¢aligmanin bir avantaji olarak karsimiza
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cikmaktadir. Bu sayede benzer konularda ¢alisma yapmak isteyen arastirmacilara, ¢alismamizin

bulgularini referans alarak ilerleme olanagi dogmaktadir.

Elde edilen bulgular sonucunda; kan ornekleri (ort %3.132) ile karsilastirildiginda, global
DNA metilasyon diizeylerinin tiikiiriik 6rneklerinde daha yiiksek oranlarda oldugu goriildii (ort
%4.186). Yapilan Student’s t-test sonucunda kan ve tiikiiriik 6rneklerinin %mdC diizeyleri arasinda
anlamli bir farklilik bulundu (p=0.0066). Buna karsilik hidroksimetilasyon diizeylerinin ise kan
orneklerinde daha yiiksek degerlerde ¢iktig1 goriildii (ortalama %0.080). Bununla birlikte %hmdC
acisindan yapilan Student’s t-test sonucunda bu iki biyolojik materyal arasinda anlamli bir farklilik
bulunamad: (p=0.207). Kan ve tiikiiriikk arasinda farkli diizeylerde sonuglar elde edilmesinin en
biiyiik nedeninin, tiikiiriik ve kan materyallerinin her ikisinin de farkli islev ve yar1 dmre sahip, dis
etkenlere duyarliligi farkli olan gesitli hiicre tiplerini igermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir

(12).

Hesaplamalar sonucu tiikiiriik Ornekleri i¢in elde edilen %mdC ve %hmdC degerleri
literatiirdeki verilerle uyum gostermektedir. Godderis ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada
(n=14) tiikiirik ornekleri i¢in ortalama %4.61 mdC ve %0.036 hmdC degerleri kaydedilirken;

yaptigimiz ¢aligmada bu degerler sirasiyla %4.19 ve %0.038 olarak bulunmustur (12).

Tiikiiriik 6rneklerinden elde edilen bulgular ve literatiir bilgisi arasinda yakalanan bu uyum,
kan Ornekleri i¢in bulunamadi. Godderis ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada (n=14) kan
ornekleri igin ortalama %5.70 mdC ve %0.027 hmdC degerleri kaydedilirken; bu degerler
yaptigimiz caligmada sirasiyla %3.13 mdC ve %0.080 hmdC olarak bulundu (12). Kan
orneklerinden ¢ikan sonuglarin literatiir bilgisi ile uyumlu olmamasinin, kan 6rneklerinin uzun bir
stiredir saklantyor olmasindan kaynakli oldugu diistiniilmektedir. Gosselt ve ark. (2020) tarafindan

yapilan ve global DNA metilasyonu&hidroksimetilasyonunun hangi saklama kosullar1 ve
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sicakliklarda stabil oldugunu arastiran calisma, hipotezimizi dogrular niteliktedir. Bu calismada
kan 6rneklerinde global DNA metilasyonu diizeylerinin -20°C'de 12 aya kadar saklama siirecinde
kararli kaldig1 fakat 12 ay sonrasinda, -20°C'de saklanan DNA 6rneklerinde ortalama global DNA
metilasyonu diizeylerinin diistiigli gozlemlenmistir. 18 aylik bir saklama siireci sonunda, DNA
orneklerinde ortalama global DNA metilasyonu ilk bastaki haline kiyasla %6,1'lik bir azalma
gostermistir. Bununla birlikte DNA hidroksimetilasyon diizeylerinin ise -20°C'de 12 ay ve sonrasi

bir saklama siireci gegiren kan 6rneklerinde %12.5°1ik bir artis gosterdigi belirtilmistir (66).

Iki biyolojik materyal (kan ve tiikiiriik) arasindaki iliski hem mdC hem hmdC agisindan
incelendiginde; %mdC degerleri arasinda anlamli bir fark goriiliirken (p=0.007), %hmdC degerleri
arasinda anlaml bir fark goriilemedi (p=0.207). Bu bulguyu degerlendirirken hidroksimetilasyon
diizeylerinin insan genomunda metilasyona kiyasla ¢ok daha diisiik degerlerde oldugu goz oniinde
bulundurulmalidir. Bu durum ayrica numune sayist ile de alakali olabilecegi i¢in bu konunun

arastirilacagi ileriki caligmalarda daha biiytik bir 6rneklem grubu tercih edilebilir.

Tikiirik ve kan oOrneklerinin kendi igerisinde mdC ve hmdC degerleri arasindaki iligki
Student’s t-test ile incelendi. Test sonucunda hem kan hem tiikiiriik 6rnekleri kendi i¢erisinde mdC
ve hmdC i¢in anlamli bir farklilik gosterdi (kanda p=0.0005; tiikiiriikte p=0.00004). Bu sonuglar
degerlendirildiginde hem kan hem tiikiirik Ornekleri i¢in mdC ve hmdC diizeylerinin
karsilagtirilabilir olmadig1 sdylenebilmektedir. Buna karsilik ileriki ¢calismalar i¢in daha dogru bir

degerlendirme yapmak amaciyla, daha biiyiik bir 6rneklem grubu tercih edilebilir.

Kan ve tiikiiriik 6rnekleri kendi icerisinde ayr1 ayr1 hem mdC hem hmdC diizeyleri igin yas
gruplar1 (45 yas alt1 ve iistii) agisindan incelendiginde; kan Orneklerinde %mdC agisindan yas
gruplart arasinda anlamli bir fark bulunmamisken (p=0.13), %hmdC agisindan anlamli bir fark

bulundu (p=0.04). Tiikiiriik 6rneklerinde ise hem %mdC hem %hmdC agisindan yas gruplar
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arasinda anlamli bir fark bulunamadi (p=0.08; p=0.75). Buna karsilik yapilan ¢alismada 6rnek
sayis1 az oldugu ve yas aralig1 ¢ok genis olmadigi i¢in (min. 24- max. 58), bu bulgularin daha kesin
bir gercevede degerlendirilmesi agisindan 6rneklem grubu daha biiyiik ve yas araligi ¢cok daha genis

olan bir ¢alisma yapilmalidir.

Kok ve ark (2007) tarafindan, LC-ESI-MS/MS ile global DNA metilasyon analizi yapilan
caligmanin bulgularinda total analiz siiresi 15 dk olarak yer almaktadir (69). Zhang ve ark. (2012)
tarafindan, es zamanli olarak global DNA metilasyonu ve hidroksimetilasyonu seviyelerini
belirleme konusunda yapilan ¢alismada, HILIC-MS/MS sisteminde analiz i¢in gegen siire 14 dk
olarak belirtilmistir (63). Tammen ve ark. (2013) tarafindan LC-MS/MS kullanilarak yapilan,
DNA hidroksimetilasyonu ile yaslanma arasindaki baglantiy1 arastiran caligma sonucundan
belirtilen analiz siiresi yine 14 dk’dir (24). Nakagawa ve ark. (2019) tarafindan, LC-MS/MS
kullanilarak global DNA metilasyonunun kantitatif analizinin yapilmasi ve yontemin optimize
edilmesi amaci ile yapilan calisma sonucunda sistemdeki tek bir analiz i¢in siirenin 8 dk
oldugundan bahsedilmistir (10). Ayn1 sekilde Tsuji ve ark. (2014) tarafindan yapilan, genomik
DNA’daki modifiye olmus sitozin oranlarmi degerlendirmek i¢in LC-MS/MS sisteminin
kullanildig1 calismada da analiz siiresi yine 8 dk olarak belirtilmistir (64). Gergeklestirdigimiz
caligsma sonucunda ise LC-MS/MS sisteminde her bir analiz i¢in gereken siire 5 dk gibi kisa bir
stiredir. Yukarida literatiirden verilen 6rnekler g6z oniine alindiginda, ¢alismamizin nispeten daha
kisa bir analiz siiresine sahip olmasi ¢ok biiyiik bir avantajdir. Bu kisa analiz siiresi sayesinde ¢ok

sayidaki orneklerle calisilan bir arastirmada biiyiik vakitlerin kaybedilmesi 6nlenmis olacaktir.

Calismanin kisithliklart degerlendirildiginde; ¢alismamizda kullanilmak iizere toplanan 14
adet kan ve 14 adet tiikiiriik olmak tizere toplamdaki 28 adet 6rnegin yalnizca 25 adeti ¢alismada

yer aldi. Bunun nedeni DNA Degradase Plus™ (ZymoResearch) hidroliz kiti igerisinde yer alan
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DNA degradase plus enziminin miktar agisindan yeterli gelmemesidir. Projemiz igin tahsis edilen
biitce gerekli olan her malzemenin alinabilmesi i¢in kurulan plan dahilinde kullanildigindan,
hidroliz kiti satisa sunulan en ciizi haliyle satin alindi. En optimum hidroliz prosediiriinii
olusturmak i¢in asil caligmadan 6nce denemelerin de gergeklestirilmesi dolayisiyla elimizdeki
enzim ger¢ek Orneklerden {igiine yetmedi. Bundan dolay1r basta 28 ornek olarak planlanan
caligmamiza, 25 Ornek ile devam edildi. Ayrica yine aym sikint1 nedeniyle 6rneklerin hidrolizi
yalmzca birer tekrarli olarak gerceklestirildi. Bu durum bizim calismamizin kisithihigidir. Ileride
gerceklestirilecek olan ¢aligmalar i¢in yontemin tam validasyonu agisindan Orneklerin hidroliz

prosediirleri en az tiger tekrarli olacak sekilde gerceklestirilmelidir.

Godderis ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada LC-MS/MS kullanilarak, saglikli
goniilliilerden alinan kan ve tiikiiriik 6rneklerinde global DNA metilasyonu ve hidroksimetilasyonu
analizi yapilmistir. Bu ¢alisgmada yer alan goniilliilerin her biri 45 yasin altinda yaslara sahiptir.
Calismanin bulgular kisminda yas faktoriiniin sonuglar iizerinde bir etkisinin olmadig1 fakat
caligmada bir yas smir1 oldugu hususunda kesin bir yargiya varilamayacagi belirtilmistir (12).
Godderis ve ark. tarafindan yapilan bu ¢caligmada eksik olan yas gruplari arasindaki karsilastirmay1
yapabilmek ve daha kesin sonuglar elde etmek i¢in yas aralifinm1i genisletmek amaciyla,
calismamizda yer alan goniilliilerin yas aralig1 45 yasin altinda ve {stiinde olmak {izere iki grup
olarak belirlendi. Iki grup arasinda sinir olarak 45 yasin baz alinmasi, 6rneklem grubumuzdaki
ortalama yasin ~43, medyanin 44.5 olmas1 ve 45 yas alt1 icin Godderis ve ark. tarafindan yapilan
caligsmadaki verilerin referans olarak degerlendirilebilecek olmasidir. Ayrica yine ayni ¢aligmanin
bulgularinda cinsiyet faktoriiniin biyolojik materyallerdeki DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon
diizeyleri i¢in anlamh bir farklilik yaratmadigi ¢ikarimi yapilmistir. Bu ¢alisma referans alinarak

caligmamiza dahil edilen goniilliilerin cinsiyet ag¢isindan dagilimima 6nem verilmedi (12).
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Bu c¢aligmanin amaci DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeylerinin es zamanli olarak
analiz edillmesine olanak saglayacak analitik bir yontem gelistirmekti. Tiim diinyada metilasyon
analizleri i¢in altin standart olarak tanman LC-MS/MS, iilkemizde bu amacla heniiz
kullanilmamistir. Bu durumun yapilan c¢alismalar ig¢in biiyilk bir dezavantaj oldugu

distintildiiglinden, yaptigimiz ¢alisma ile tilkemizdeki bu bosluk doldurulmaya ¢alisildi.

Calismamizda, kan ve tiikiiriik olarak iki farkli biyolojik materyaldeki DNA metilasyon ve
hidroksimetilasyon diizeylerinin es zamanli olarak analiz edilmesine olanak saglayan bir LC-
MS/MS yontemi gelistirildi. Kan ve tiikiiriik materyallerinin epigenetik aragtirmalarda birbirlerinin
alternatifi olarak kullanilabilirligi degerlendirilerek, ileriki ¢alismalar igin 6nemli olabilecek
bulgular ortaya kondu. Boéylelikle literatiir bilgisi ile uyumlu sonuglarin ortaya ¢iktigi, analiz siiresi
kisa (5 dk), diisiik tayin limitli, dogrusallik ve segicilige sahip olan bir yontem gelistirildi ve

gelecekteki epigenetik arastirmalar i¢in yol gosterici olacak ¢ikarimlar ortaya kondu.

Caligmamizda gelistirdigimiz yontemin valide hale gelebilmesi i¢in tiim validasyon
parametrelerinin ¢alisilmas1 gerekir. Elde edilen biitiin bulgularin daha dogru sekilde
yorumlanabilmesi i¢in daha genis yas araliginda ve daha fazla kisi ile ¢alisilmalidir. Ayrica kan ve
tilkiirik icin oldugu gibi diger farkli biyolojik materyaller de calisilarak, bu materyallerin
metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeyleri hakkindaki literatlir bilgisi genisletilebilir.
Calismamizda sigara kullanmayan, saglikli bireylere yer verilmis ve saglik agisindan bir inceleme
yapilmamustir. Ileriki calismalar i¢in drneklem grubunda bdyle bir ayrim da yapilarak ¢alismanim
bulgular1 genigletilebilir. Bu ¢alisma, iilkemizde LC-MS/MS kullanilarak DNA metilasyon ve
hidroksimetilasyon analizinin yapildig1 ilk calisma olup, gelistirilen yontemin yukarida
bahsettigimiz hususlar dahilinde yapilan yeni ¢alismalarla {ilkemizde metilasyon analizi igin

kullanilabilecek rutin bir yontem haline gelebilecegi diisiintilmektedir.
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EKLER

EK-1 Etik Kurul Onay Formu
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EK-2 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

"Bir arastirma c¢alismaya katilmak i¢in davet edilmis bulunmaktasiniz. Asagidaki bilgileri
okuduktan sonra calismaya katilmak isterseniz, bu formu imzalayiniz. Formu imzalamaniz
caligmanin kapsami ve riskleri hakkinda bilgilendirildiginizi ve kararinizi serbest¢e verdiginizi
belirtmektedir. Bu onay formunun bir kopyasi size verilecektir. Bu formda anlamadiginiz ifadeler
varsa ¢aligmadaki arastirmacilara sorarak bilgi edininiz."

1. “Metilasyon-Hidroksi Metilasyon Tayini icin LC-MS/MS ile Yéntem Gelistirilmesi” adli
bu ¢alisma bir arastirma olup, akademik amacla yapilmaktadir.

2. Arastirmanin amaci:

DNA metilasyonu adli bilimler i¢in de ¢ok énemli olan, adli uygulamalarda epigenetik belirteg
testlerini kullanma tlizerine yapilan arastirma ve ¢alismalarla her gecen giin 6nemini daha da artiran
bir belirtectir. Fakat genelde metilasyon analizi igin kullanilmasi gereken yontemler ugrastirict ve
pahali olmakta, ayrica kararlilik ve yeniden iiretilebilirlik acisindan eksiklikler igermektedir. Bu
nedenle yapilacak olan ¢alismada LC-MS/MS yontemi tercih edilerek bu eksiklikleri gidermek
amaclanmaktadir. Bu calismada LC-MS/MS kullanilarak, insan viicudunun farkli dokularindaki
DNA metilasyon ve hidroksimetilasyon diizeylerinin es zamanli olarak arastirilmasi i¢in bir
yontem gelistirilmesi amaglanmaktadir. Biyolojik materyal olarak kan ve tiikiiriik tercih edilecek,
hem ayni doku igindeki hem de dokular arasindaki korelasyon, metilasyon ve OH-metilasyon
diizeyleri agisindan incelenecektir. Boylece bu iki biyolojik materyalin epigenetik arastirmalarda
birbirlerinin alternatif olarak kullanilabilirligi degerlendirilecektir. Ayrica dokulardaki metilasyon
ve hidroksimetilasyon diizeyleri de karsilastirilarak, her iki epigenetik u¢ nokta i¢in anlamli bir
iliskinin olup olmadig1 arastirilacaktir. Boylelikle kromatografik bir yontem gelistirilerek
epigenetik arastirmalarin analitik sistemler yardimi ile arastirilmasina yeni bir boyut kazandirilmis
olacaktir.

3. Arastirmada uygulanacak tedaviler:

Arastirmanin deneysel kisminda, 14 goniilliiden alinacak kan ve tiikiiriik 6rneklerinin ¢aligilmasi
planlanmaktadir. Goniillillerden kan ve tiiklirik 6rnegi almak disinda higbir miidahale
yapilmayacak veya tedavide bulunulmayacaktir.

4. Varsa, farkh tedaviler icin goniillillerin arastirma gruplarina rastgele atanma olasithginin
bulundugu:

Gonilliilere herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.
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5. Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak iizere izlenecek veya
goniillitye uygulanacak yontemlerin tiimii:

Arastirma sirasinda goniilliilere invaziv yontemler uygulanmayacaktir. Aragtirmada, calismaya
riza gosteren 14 kisiden enstitii hemsiresi tarafindan K3 EDTA’ll hemogram tiiplerine 2 ml
periferik kan 6rnegi ve tiikiiriik 6rnegi alinacaktir.

6. Goniilliiniin sorumluluklar::

Goniilliiniin bu calismayla ilgili kan ve tiikiiriik 6rnegi vermekten bagka higbir ylikiimluliigi
yoktur.

7. Arastirmanin deneysel kisimlari:

Bu calismada, ¢aligmaya riza gosteren goniilliilerden olusan 14 kisiden alinan kan ve tiikiiriik
ornekleri kullanilacaktir. Arastirmanin laboratuvar asamasinda ise Toplanan 6rneklerden ticari Kit
kullanilarak DNA izolasyonu yapilacaktir. Daha sonra hazirlanan 6rnekler LC-MS/MS’de analiz
edilecektir.

8. Goniilliiniin (arastirma hamilelerde veya logusalarda yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit
cocuklarinin) maruz kalacagi ongoriilen riskler veya rahatsizhiklar:

Goniilliiden kan ve tiikiiriik 6rnegi alinacaktir. Kan ve tiikiiriik 6rnegi alinmasinin higbir riski
yoktur.

9. Arastirmadan makul 6l¢iide beklenen yararlarla ilgili olarak goniillii acisindan hedeflenen
herhangi bir klinik yarar olmadiginda goniilliiniin bu durum hakkinda bilgilendirildigi:
Goniillii agisindan hedeflenen bolgeler ile ilgili herhangi bir klinik yarar yoktur.

10. Gontiillitye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semasi ve bunlarin olasi
yarar ve riskleri:

Goniilliilye herhangi bir girisim ya da tedavide bulunulmayacaktir.

11. lgi mevzuat geregince gerekiyorsa, goniilliiye verilecek tazminat veya saglanacak
tedaviler:

Goniillillere yapilacak islem tiikiiriik 6rnegi ve kan Ornekleri almak olup bu islem sirasinda
katilimcilarda dogabilecek hukuki ve mali riskleri proje yiiriitiiclisii olarak tamamen tistlendigimi
bildiririm.

12. Varsa, goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler hakkindaki
bilgiler:

Goniilliiler i¢in herhangi bir ulagim, yemek veya bagka bir masraf 6denmeyecektir.
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13. Goniilliiniin arastirmaya katilbminin istege bagh oldugu ve goniilliiniin istedigi zaman,
herhangi bir cezaya veya yaptirnma maruz kalmaksizin, hicbir hakkim kaybetmeksizin
arastirmaya katilmayi reddedebilecegi veya arastirmadan cekilebilecegi:

Goniilliintin aragtirmaya katilimi istege bagli olup, istedigi zaman herhangi bir yaptirima maruz
kalmaksizin aragtirmadan ¢kilebileektir. Ayria, arastirmac tarafindan da gerek goriildiigiinde
katilimci1 sastirma dis1 birakilabilir.

14. izleyiciler, yoklama yapan Kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saghk otoritelerinin
goniilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilecegi, ancak bu
bilgilerin gizli tutulacagi, yazih bilgilendirilmis goniillii olur formunun imzalanmasiyla
goniillii veya yasal temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis olacagi:

Izleyider, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger ilgili saglik otoritelerinin
gonilliiniin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimleri olaektir. Anek bu bilgiler gizli
tutulaaektir.

15. Ilgili mevzuat geregince goniilliiniin kimligini ortaya ¢cikaracak kayitlarin gizli tutulacagy,
kamuoyuna aciklanamayacagi; arastirma sonuclarimin yayimlanmasi1 halinde dahi
goniilliiniin kimliginin gizli kalacag:

flgili mevzuat geregine goniilliiniin kimligi ile ilgili kayitlarm gizli tutulaagi, kamuoyuna
atklanamayaag1; arastirma sonufarinin yayimlanmasi halinde dahi goniilliiniin kimligi gizli
kalaaktir.

16. Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal temsilcisinin zamaninda
bilgilendirilecegi:

Arastirma konusuyla ilgili ve gonilliiniin arastirmaya katilmaya devam etme iste§ini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniilliiniin veya yasal temsilcigiin zamaninda
bilgilendirileegini taahhiit ederim.

17. Goniilliiniin arastirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili
herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi icin temasa gecebilecegi
kisiler ile bunlara giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralar:

Goniilliiniin aragtirma hakkinda, kendi haklar1 hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir bilgi
temin edebilmesi i¢in proje yiiriitiiciisii Dog. Dr. SELDA MERCAN’na ait giliniin 24 saatinde

ulasabilecegemail adresi: ................
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18. Goniilliiniin arastirmaya katiminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler:

Gontilliiniin biyolojik 6rneginden herhangi bir nedenle DNA elde edilememesi durumunda katilim
sona erdirilir.

19. Goniilliiniin arastirmaya devam etmesi icin ongoriilen siire:

Goniilliiden kan ve tilikiiriik 6rnegi alindiktan sonra hicbir sorumlulugu olmayacaktir. Goniilliiniin
biyolojik Ornekleri calisma siiresince (18 ay) saklanacak olup, ¢alisma sonuglaninca imha
edilecektir.

20. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi:

Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi, calismaya riza gosteren yaklasik 14 kisi
olacaktir.

21. Goniillillerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amacla kullanilacag:
Goniilliilerden alinacak olan kan ve tiikiiriik 6rneginden DNA izolasyonu yapilacak ve LCMS/MS
kullanilarak, metilasyon ve hidroksi metilasyon profilleri elde edilecektir. Arastirmaci tarafindan
goniilliilerden tibbi personel yonetiminde ve denetiminde gerekli 6rnekler alinacaktir. Calisma, 1.U
Adli Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii 6grenci laboratuvarinda yapilacaktir ve goniilliilerden alinacak
biyolojik materyal aragtirma konusu olan ¢alismanin optimizasyonu i¢in kullanilacaktir.

22. Biyolojik materyallerin analizlerinin yurtdisinda yapilip yapilmayacag hususunun
aciklanmasi:

Biyolojik materyallerin analizleri kesinlikle yurtdisinda yapilmayacak olup; ¢alisma, 1.U.C. Adli
Tip ve Adli Bilimler Enstitiisii laboratuvarlarinda yapilacaktir.

23. “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sozlii aciklama asagida adi belirtilen
hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli
veya gerekgcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.” ifadesi goniilliiniin kendi el
yazisi ile yazilacaktir.

24. “Soz konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi
kabul ediyorum.” Ifadesi goniilliiniin kendi el yazisi ile yazilacaktir.

25. Goniilliiniin ad1/ soyad1 / imzasi / tarih

26. Arastirma ekibinde yer alan ve yetkin bir arastirmacinin adi / soyadi / imzasi / tarih

27. Gerekli durumda tanik olan Kisinin ad1/ soyadi / imzasi / tarih
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28. Gerekli durumda yasal temsilcinin ad1 / soyadi / imzasi / tarih

29. Gontiilliilerden elde edilen biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma yapilabilmesi
icin;

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim a¢iklamalar: okudum. Bana, yukarida konusu ve
amact belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen gérevii
tarafindan yapildi. Arastirmaya gomiillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi veya kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan da arastirma digi birakilabilecegimi biliyorum.

Soz konusu arastirmaya, higchir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayr kabul
ediyorum.

“«“Metilasyon-Hidroksi Metilasyon Tayini I¢in Le-Ms/Ms ile Yontem Gelistirilmesi”” adl:
arastirma kapsaminda alinan kan ve tiikiiriik orneginin (Goniillii tarafindan uygun olan sik
isaretlenmelidir)

[ Sadece yukarida bahsi gegcen ¢calismada kullanilmasina izin veriyorum.

[ Ileride yapilmasi planlanan tim ¢alismalarda kullanilmasina izin veriyorum.

U Hi¢bir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.”

Goniilliiniin Ad: Yetkin Arastirmacinin Adi:
Goniilliiniin Soyadi: Yetkin Arastirmacimin imzasi:
Goniilliiniin Dogum Tarihi:

Sigara Kullanim |:| Alkol Kullanimi |:|

Goniilliiniin imzas::

Tarih:

30. Ayrica, BGOF, goniillii veya kanuni temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak bir
hiikkiim veya ifade iceremez ayrica arastirmaciyl, kurumu, destekleyici veya bunlarin
temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak

hiikiim veya ifade tasiyyamaz.
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