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OZET

TEK YUMURTA iKiZLERINDE METIiLASYON ANALIZLERIi

Epigenetik degisimler, primer DNA dizisindeki degisimleri kapsamayan, kalitimla
aktarilabilen modifikasyonlardir. Bu modifikasyonlardan biri olan DNA metilasyonu,
genom stabilitesi, X kromozomu inaktivasyonu ve imprinting gibi 6nemli hiicresel
fonksiyonlar1 diizenler. DNA metilasyonu, memeli genomlarinin transkripsiyonel
durumlarim1 degistiren en kararli epigenetik modifikasyondur. Anormal metilasyon
diizenlerinin birgok ciddi patolojik sonug ile iliskili oldugu kanitlanmistir.

Tek yumurta ikizleri, aynt zigottan meydana geldikleri i¢in ayni genotipe sahiptirler.
Bununla beraber, ikiz kardesler siklikla hastaliklara yatkinlik ve ¢ok ¢esitli morfolojik
ozellikler gibi bir ¢ok fenotipik farklilik gosterirler. Bunun gibi birbirine uymayan
durumlar, genellikle ¢evresel ve epigenetik etmenlere dayandirilmistir. Tek yumurta
ikizlerinin genetik olarak ayni olduklari var sayildigi igin, kompleks hastaliklar ve
fenotipte ¢evresel faktorlerin etkisini arastirmak i¢in ideal deney modelleri olarak kabul
edilmislerdir.

Bu tez projesinde 16 ¢ift tek yumurta ikizi ve 8 ¢ift ¢ift yumurta ikizinde sitozin
metilasyonu analizleri, CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random
Amplification”) yontemi ile gergeklestirildi. Genomik DNA izolasyonu i¢in lenfosit
hiicreleri ve CRED-RA analizleri i¢in 5’-GATGACCGCC-3’ primeri kullanildi.
Kullanilan primer i¢in her ikiz ¢iftinde kendine 6zgii DNA profili gozlendi. Baz1 tek
yumurta ikizi ¢iftleri yiliksek derecede metilasyon benzerligi gosterirken %56.2°sinin
metilasyon profilleri belirgin sekilde farklilik gosterdi. Monozigotik ikizlerin CRED-
RA analizlerindeki bu farkli amplifikasyon {iriinleri, belirgin sitozin metilasyon
farkliliklarint gostermekte ve tek yumurta ikizlerinin bireysel tanisi yoniinden yararl
olabilecegi diistiniilmektedir.



SUMMARY

METHYLATION ANALYSES ON MONOZYGOTIC TWINS

Epigenetic changes are heritable modifications that do not comprise changes in the
primary DNA sequence. Being one of these modifications, DNA methylation regulates
crucial cellular functions such as genome stability, X chromosome inactivation and
imprinting. DNA methylation is the most stable epigenetic modification modulating the
transcriptional states of mammalian genomes. It has been proven that aberrant
methylation patterns are associated with many serious pathological consequences.

Monozygotic twins share the same genotype as they have been derived from the same
zygote. Despite that, twins frequently display phenotypic differences such as
susceptibility to diseases and various morphologic features. Such discordance has
mostly been attributed to environmental and epigenetic effects. As monozygotic twins
are assumed to be genetically identical, they are recognized as ideal experiment models
to study complex diseases and effects of environmental factors on phenotype.

In this thesis project, cytosine methylation analyses were performed on 16 monozygotic
and 8 dizygotic twin pairs by CRED-RA (Coupled Restriction Enzyme Digestion-
Random Amplification) method. Lymphocyte cells were used for genomic DNA
isolation and 5’-GATGACCGCC-3’ primer for CRED-RA analyses. Each twin pair had
their own CRED-RA analysis profile with tested primer. Some monozygotic twin pairs
showed a high degree of methylation concordance, whereas 56.2% differed markedly in
their methylation profiles. Different amplification products in monozygotic twins during
CRED-RA analyses indicated evident cytosine methylation alterations which could be
useful for individual identification of monozygotic twins.

Xi



1. GIRIS

Epigenetik, ilk olarak Waddington (1942), tarafindan genlerin ¢evreleriyle olan ve
fenotipi meydana getiren iliskileri bi¢iminde tanimlanmistir. Giinlimiizde epigenetik;
DNA niikleotid dizilerinde bir degisiklik olmadan, gen anlatimindaki kalitsal
degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik, genel olarak DNA metilasyonlari,
histon modifikasyonlari, kodlama yapmayan RNA’larla mRNA anlatiminin kontrol
edilmesi ve kromatin modifikasyonlar1 gibi gen anlatimini degistiren olaylar1 kapsar.
Epigenetik modifikasyonlar (DNA metilasyonlart; histon kromatin modifikasyonlar1 -
asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon-; imprinting, paramutasyon,
siRNA ve mikroRNA yollari, vb.), gen anlatiminin susturulmasinda ve susturulmanin
sistematik olarak yayilmasinda etkin olan mekanizmalardir. Epigenetik degisimlerin
saptanmasi ve incelenmesi, canlilardaki ¢esitli biyolojik olaylarin anlasilmasinda 6nemli

bir adimdir.

DNA metilasyonu, gen anlatimini ve dolayl1 olarak da hiicre islevlerini degistiren, hiicre
boliinmesi ile nesilden nesile gegebilen epigenetik bir mekanizmadir. DNA metilasyonu
okaryotlarda CpG dizilerindeki sitozinde meydana gelir. DNA metiltransferaz (DNMT)
enzimi tarafindan bir metil grubu CpG diniikleotidindeki sitozinin 5’-karbonuna
kovalent sekilde baglanir. Metillenmis sitozin episitozin olarak adlandirilir. DNA
metilasyonu, stabilitesi nedeni ile en kolay incelenebilen epigenetik mekanizmadir. Tam
genom metilasyon analizleri icin, degisik genlerdeki birden ¢cok CpG bdlgesinin ayni
anda analiz edilebilmesi ve metilasyon diizeylerinin sayisal olarak belirlenebilmesi
onemlidir. DNA metilasyon analizleri i¢in kullanilan yontemler ya PCR temelli, ya da
metilasyona duyarli restriksiyon enzimi temellidir. Ayrica, mikrogip teknolojisi ve
karsilastirmali genomik melezleme teknikleri de yiiksek verimli metilasyon analizlerine

olanak saglamaktadir.

Tek yumurta ikizleri, ayn1 zigottan meydana geldikleri i¢in ayni1 genotipe sahiptirler.

Buna karsin, ikiz kardesler hastaliklara yatkinlik ve ¢ok ¢esitli morfolojik 6zellikler gibi



fenotipik farklilik gosterebilirler. Tek yumurta ikizleri ayni genetik bilgiye sahip
olduklari igin, multifaktoriyel hastaliklarin ve fenotipte ¢evresel etmenlerin etkisininin
arastirtlmasinda ideal deney modelleri olarak kabul edilmektedirler. Giiniimiize kadar
yapilan c¢alismalarda, sizofreni, diyabet, Beckwith-Wiedemann sendromu gibi

hastaliklarin epigenetik temellerinin de oldugu anlasilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda, tek yumurta ikizlerinin lenfositlerinden izole edilen DNA’larin
metilasyon durumunun molekiiler marker yontemleri ile arastirilmasi amaglanmustir.
Proje kapsaminda, farkli yaslardaki tek yumurta ikizlerinden alinan DNA 6rneklerinde
metilasyon, CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme Digestion and Random
Amplification”) yontemi ile incelenmistir. Kontrol materyali olarak ¢ift yumurta
ikizlerinin lenfositlerinden izole edilen DNA’lar kullanilmistir. Belli yas araliklarinda
tim genom diizeyinde DNA sitozin metillenmelerindeki farkliliklar molekiiler marker
olarak arastirllmistir. Elde edilen bulgularin, gen anlatimindaki degisikliklerin hangi
Olciide cevresel etmenlerden etkilendiginin  saptanmasina katki  saglamasi

beklenmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. iIKiZ OLUSUMU

Ikiz dogum oran1 diinya genelinde yaklasik olarak 80 canli dogumda 1°dir (Hall, 2003).
En yiiksek oran Afrikalilar’da (40/1000), en diisiik oran ise Asyalilar’da (6/1000)
goriilmektedir. Avrupa ve Kuzey Amerika’da bu oran 1000 dogumda 20-40’tir (Turton
ve dig., 2009). Tek yumurta ikizleri, bir sperm ile d6llenmis yumurtadan olusan zigotun
bir veya birka¢ embriyo olusturacak sekilde bdliinmesi ile olusurken; c¢ift yumurta
ikizleri iki farkli yumurtanin, iki farkli sperm ile dollenmesi sonucu meydana gelir
(Hoekstra ve dig., 2008) (Sekil 2.1). Tek yumurta ikizlerinin meydana gelme siklig
diinya genelinde ortalama 4/1000 iken, ¢ift yumurta ikizlerinin meydana gelme sikligi
bolgeler arasinda yiiksek farklilik gosterir. Cift yumurta ikizlerinin olusumu, annede
yiiksek miktarda FSH (folikiil uyarici hormon) miktari (Lambalk ve dig., 1998b), ailede
coklu dogum goriilmesi, anne yasimin (Bulmer, 1970), viicut kiitle indeksinin ve artmis
gonadotropine bagli olarak boy uzunlugunun fazla olmasi (Basso ve dig., 2004) gibi
etmenlere baghdir. Gelismis lilkelerde ¢ift yumurta ikizleri dogum orani, anne yasinin
kiiciilmesi ve dogurganligin azalmasina karsin, yardimci tireme tekniklerinin siklikla

kullanilmasi nedeni ile artmaktadir (Pison ve D’ Addato, 2006).

iki koryon

Sekil 2.1: Cift yumurta ikizlerinin olusumu: dizigotik, dikoryonik, diamniyotik



Tek ve cift yumurta ikizlerinde zigositenin tanimlanmasi 6nemlidir. Tek yumurta
ikizleri ve bazen de monokoryonik ¢ift yumurta ikizleri arasinda (Boklage, 2006)
gerekli durumlarda organ nakli, dokusal reddetme riski olmadan uygulanabilir. Baz1 tek
yumurta ikizleri ¢esitli nedenlerden olusabilen farkliliklar gosterebildigi igin dizigotik
olarak tanimlanabilmektedirler. Bu durum, klinik tan1 ve tedavilerde olumsuzluklara yol

agmaktadir.

Genel olarak tani, dogum sonrasi fiziksel karakterlerin (boy, agirlik, vs)
karsilagtirilmasi, biyokimyasal ozellikler (kan grubu, enzim polimorfizmleri, HLA -
insan lokosit antijen- tipleri) ve DNA parmakizi tanimlanmasi ile yapilmaktadir. Ancak
monozigotik ikizlerle dizigotik ikizlerin kesin tanisinin yapilmasi zordur. Genetik
laboratuvarlarinda yanaktan alinan epitel doku hiicrelerinde, 8 bolgedeki ardisik tekrar
sayilarinin karsilagtirllmasia olanak saglayan VNTR (“variable number of tandem
repeats”) analizleri yapilmaktadir (Machin, 2009; Reed ve dig., 2005). Ancak sonradan

meydana gelen mutasyonlar da géz 6niinde bulundurulmalidir.

2.1.1. Tek Yumurta ikizleri

Tek yumurta ikizleri (monozigotik ikizler) genetik calismalar i¢in onemli olgulardir.
Fenotipik olarak farkliliklar gosterdikleri zaman, genom ve epigenom incelemeleri ile
bu farkliliklarin olusumlar1 hakkinda daha dogru bilgiler elde edilebilir. Farkliliklar hem
post-zigotik olarak embriyonik asamada, hem de dogumdan sonraki yasam siiresi
boyunca olusabilir. Bu genetik/epigenetik farkliliklara ek olarak, ikizlerin anne

rahminde bulundugu ¢evresel kosullar da bireyleri farkli olarak etkilemektedir.

Embriyo gelisimi sirasinda zigotik hiicrelerde ayrilma zigotun olugmasini takip eden 3
giin icerisinde meydana geldiyse plasentalar dikoryonik diamniyotik olarak meydana
gelir (Sekil 2.2). Koryon, hamilelik sirasinda fetiis ile anne arasinda olusan bir zardir.
Zigot olusumundan sonraki 4. giinden itibaren plasentayr olusturan Onciil hiicreler,
embriyoyu olusturan i¢ hiicrelerden ayrilir. Bu yiizden zigotik hiicrelerde bdliinme
zigotun olusumunu takip eden ilk 4 giin sonrasinda meydana gelirse sadece bir plasenta
(monokaryonik) gelisebilir. 4. ve 8. giinler arasinda gerceklesen ayrilma sonucunda
monokoryonik ve diamniyotik (Sekil 2.3); 9. ve 12. giinler arasinda gerceklesen ayrilma

sonucunda monokoryonik ve monoamniyotik ikizler meydana gelir (Sekil 2.4). Bu



durumda kordonlarin karisip dolasma riski vardir. Boliinme 13. ve 14. giinlerde

meydana gelirse yapisik ikizlerin olusma ihtimali artar (Gringras ve Chen, 2001).

iki koryon

Sekil 2.2: Tek yumurta ikizlerinin olusumu: monozigotik, dikoryonik, diamniyotik

arada koryon yok

Sekil 2.3: Tek yumurta ikizlerinin olusumu: monozigotik, monokoryonik, diamniyotik

Sekil 2.4: Tek yumurta ikizlerinin olusumu: monozigotik, monokoryonik, monoamniyotik



2.1.1.1. Tek yumurta ikizlerinde konkordans ve diskordans

Bir ailedeki iki bireyde aynmi hastalik gozleniyor ise kisiler bu hastalik icin
konkordanttirlar. Bu iki bireyden sadece birinde hastalik varsa, kisiler diskordanttir. Tek
yumurta ikizleri ¢esitli sebeplerden dolayr bazi hastaliklar i¢in diskordant olabilirler.
Cinsiyet, gonadal fonksiyon, cinsel tercih ve eksensel yonelim (solaklik, saglaklik) de
diskordansa ornek olarak verilebilir. Bu sebeplerin arastirilip aydinlatilmast hem insan

embriyonik gelisiminin hem de hastalik mekanizmalarinin anlasilmasinda 6nemlidir.

Tek yumurta ikizlerinde gozlenen farkliliklarin nedenleri belli baglhiklar altinda
toplanabilir (Machin, 2009):
(@) Esit olmayan blastomer dagilimi
(b) Genel ve bolgesel dogumsal bozukluklar: Dogumsal kalp kusurlari, noral tiip
kusurlar1, uzuv anomalileri, kuyruk sokumunda mezodermal kusurlar.
(c) Genetik diskordans: kromozomal mozaiklik, tek niikleotid polimorfizmi, tek gen
mutasyonu, DNA kopya sayisi degisimleri, mitokondri DNA’sinda mutasyon.
(d) Epigenetik diskordans

2.2. EPIGENETIK

Epigenetik, DNA’daki dizi degisimleriyle agiklanmayan, gen anlatimindaki kalitimsal
degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. DNA metilasyonu, DNA modifikasyonlari,
genomik imprinting, transgen sessizlesmesi, histon modifikasyonlar1 (asetilasyon,
metilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon, vb.), X kromozom inaktivasyonu, kodlama
yapmayan RNA’larla mRNA anlatimmin kontrol edilmesi ile “polycomb (PcG)” ve
“trithorax (TrxG)” grup proteinleri tarafindan yonlendirilen ve kromatinin sessiz
kalmasina yol agan kromatin modifikasyonlar1 baslica epigenetik olaylardir (Murrel ve

dig., 2005) (Sekil 2.5).

Epigenetik degisimler eski haline doniistiiriilebilir ve sonraki kusaklara aktarilabilir.
Ancak; bu degisimlerin hiicre boliinmesi sirasinda yavru hiicreye nasil aktarildigi tam
olarak anlagilamamakla birlikte (Martin ve Zhang, 2007), kalitilan epigenetik

degisimlerin kromatin durumlariyla tasindig diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.5: Epigenetik mekanizmalar



Epigenetik, terim olarak “klasik genetigin diginda” demektir. Epigenetik mekanizmalar
tek tek veya birleserek bir genin sessizlesmesine ya da anlatim yapmasina neden olurlar.
Hastaliklara yatkinlik, i¢sel ve/veya digsal gevresel etmenlerin tetikledigi epigenetik
modifikasyonlar ile genetik bilginin karmasik etkilesimleri sonucu olusur. Daha onceki
arastirmalarda DNA diizeyindeki mutasyonlar, delesyonlar, gen birlesmeleri, ardisik
duplikasyonlar ve gen amplifikasyonlarinin, herhangi bir hastalifa yatkinlik veya
hastalik genlerinde anlatimin bozulmasinda etkili ana mekanizmalar oldugu
belirlenmistir. Ancak, giinlimiizde gen anlatimlarinin epigenetik olarak degismesinin de

hastalik gelisiminde ayni oranda etkili oldugu anlasilmistir.

Memelilerdeki ilk epigenetik cesitlilik analizleri transgenik fareler lizerinde yapilmistir.
Bu caligsmalarda tek bir lokustaki epigenetik degisimin fenotipteki etkileri gdzlenmistir.
Buna en iyi 6rnek "Agouti viable yellow (A™)" allelidir. Memelilerde bulunan bir
retrotranspozon olan AP (“intracisternal A particle™), Agouti geninin igine kararli bir
sekilde yerlesir. Bu IAP dizilerindeki metil gruplar1 uzaklastirildigi zaman, fare sari
tiylii olur ve diyabete yatkinlik gosterir. Bu diziler metilasyona ugradigi zaman ise
Agouti geninin anlatim1 yabani tipteki gibi olur ve fare fenotipik olarak normal goriiniir.
Hamile bir fareye uygulanan diyet degisimleri sonucu, yavrularda sari tiiyler de farkli
oranlarda gozlenir. Ornegin annenin beslenmesinde betain, metiyonin ve folik asit gibi
metil dondrleri olarak zengin maddeler bulunuyorsa yavrularin renkleri saridan agoutiye
doner (Waterland ve Jirtle, 2003). Bagka bir ¢calismada, soya siitiinde bulunan genistein

maddesi de buna benzer sonuglar vermistir (Dolinoy ve dig., 2006).

Bitki, fare, Drosophila ve maya gibi c¢esitli organizmalarda epigenetik kaliim
gozlenmis olmasina karsin (Rakyan ve Beck, 2006) insanda epigenetik kalitima dair
kanitlar az sayidadir. Pembrey ve arkadaslar1 2006'da yaptiklar bir ¢alismada, ergenlik
oncesi sigara igen erkeklerin ogullarinda (kizlarinda degil) artmis viicut kitle indeksinin
sigara i¢imi ile baglantili oldugunu gostermislerdir. Yine ayni ¢aligmada, baba
tarafindan olan biiylikbabalarin ergenlik 6ncesi beslenmeleri, erkek torunlarindaki 6lim
risk oranmin1 etkilerken; anne tarafindan olan biiyiikannelerin ergenlik 6ncesi
beslenmeleri, kiz torunlarinin 6liim riski oramiyla baglantili bulunmustur. Bu tip
kusaklar arasi etkiler toplumsal faktorlerle agiklanmasina karsin heniiz epigenetik

bilginin gametler yoluyla dogrudan transferine molekiiler bir kanit bulunamamastir.



Epigenetik degisimleri baglatan ve devam ettiren iic ayri ve birbiriyle Ortiisen
mekanizma tanimlanmistir: (a) siRNA’lar, (b) histon modifikasyonlar1 ve (¢) DNA
metilasyonlar1 (Sekil 2.5). Bu islemler transkript kararliligimi, DNA katlanmasini,

niikleozom yerlesimini, kromatin paketlenmesini ve niikleus organizasyonunu etkiler.

(a) Epigenetik mekanizmalardan biri olan siRNA’lar (“small interfering RNAs”), 21-24
baz ¢ifti uzunlugunda ¢ift iplikli RNA’lardir (Mello ve Conte Jr, 2004). Bunlar tek
iplikli hale gegerek RISC (“RNA-induced silencing complex™) adi verilen protein
kompleksleriyle birlesir ve hedef mMRNA’ya baglanip parcalanmasini saglar. Boylece
mRNA’nin translasyonda kalip olarak kullanilmasi engellenmis olur. Heterokromatin
olusumunun baslamasi icin ¢ift iplikli RNA’lara (dsSRNA) gereksinim vardir. Cesitli
model organizmalarda siRNA mekanizmas: ile ilgili genler mutasyona ugratildig
zaman heterokromatin olusumunun azaldig1 gézlenmistir (Wassenegger, 2005; Grewal
ve Elgin, 2007).

(b) Kromatin yapisint meydana getiren niikkleozomlar, 147 baz ¢ifti uzunlugundaki
DNA’nin histon oktameri gevresinde doniimler yapmasi ile olusur (Campos ve
Reinberg, 2009). Histonlar, kiiresel bir domen ile daha esnek ve yiiklii amino ucundan
olusan kii¢iik bazik proteinlerdir. Her histon (H) oktameri, iki ayr1 H2A-H2B dimerine
tutunmus, bagl iki H3-H4 dimerinin olusturdugu kararli tetramerden meydana gelir.
Her niikleozom 10-60 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA ile birbirine baglanir ve boylece
yaklasik 10 nm capinda kromatin ipligi olusur. I¢ kisimdaki her histon proteininin,
oktamer igindeki histon-histon etkilesimlerini ve niikleozomal DNA’y1 diizenleyen
domenleri ile bazik aminoasit bakimindan zengin, niikleozom yiizeyinden uzanan 20-35
aminoasit bakiyesi iceren amino-terminal domenleri bulunur. Bu histon kuyruklar
denilen boélgeler histon kodunu olusturur ve niikleozomal dizilerin katlanmasinda

onemli rol oynar (Jenuwein ve Allis, 2001).

Histonlar cesitli post-translasyonel modifikasyonlar gecirirler. Bunlar; lizin (K) ve
arjinin  (R) bakiyelerinin asetilasyon ve metilasyonu, serin (S) ve treonin (T)
bakiyelerinin fosforilasyonu, lizin bakiyelerinin ubikitilasyon, sumoylasyon ve
ribozilasyonunu igerir (Berger, 2002). Bu modifikasyonlar histon olmayan proteinlerin

kromatin ipligine baglanmasini kontrol eder. Son ¢aligmalar, 6zgiin histon modifikasyon
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kombinasyonlarinin transkripsiyon, transkripsiyonel baskilama gibi cesitli biyolojik

islevlerle baglantili oldugunu gostermistir.

(c) DNA metilasyonu; gelisim siiresince gen diizenlenmesi, kromatin organizasyonu,
CpG bakimindan yogun boélgelerde transkripsiyonel baskilama, tekrarli ve sentromerik
dizilerde sessizlesme, memelilerde genomik imprinting ve disi memelilerde X
kromozomu inaktivasyonunda onemli bir role sahiptir (Goldberg ve dig., 2007). DNA

metilasyonu kararli ve dolden déle aktarilan 6nemli bir epigenetik mekanizmadir.

2.2.1. DNA Metilasyonu

Intronlara, tekrarlanan elementlere ve aktif olarak yer degistiren dizilere sahip kodlama
yapmayan DNA'nin uzun siireli sessizlestirilmesi i¢in etkili mekanizmalar gereklidir.
Memeliler bunun i¢in sitozin metilasyonunu kullanir (Jones ve Takai, 2001). Sitozin
metilasyonu, S-adenozil-L-metiyonin’i metil dondrii olarak kullanan metiltransferazlar
tarafindan gergeklestirilir (Sekil 2.6). Genler metillenmemis promotorler yardimiyla,
bitisiklerindeki anlatim1 yapilan ve yapilmayan bolgeler metillenmis olmasina ragmen
anlatim yapabilir. Bagka bir deyisle kodlama yapmayan bolgeler baskilanmis halde iken
gen promotorleri kullanilip anlatim diizenlenebilir. Metilasyon ayn1 zamanda X'e bagli

ve imprint halde bulunan genlerin de uzun siireli sessizlestirilmesinde kullanilir.

NH2 NH2
S-ﬂ(lellL‘PZIl']'__--llletIyL‘rlllll N ;l\ N S-adenozil-L-homosistein N’/’J\ N
NN /H: 3
LY ge
i i
//! st PPN St— 0
8 1/‘\, \_- O\ . 'L AU
NH,' CH, f NH," f
OH OH OH OH
~H2 = /T H2 CH
— H - 3
N/’T VY
- s
o~ l\N"'-HJ\S—Enz " N
DNA Sitozin DNA 5'-metil sitozin

Sekil 2.6: Sitozin bazinin 5’-metil sitozine doniisiimii. CpG diniikleotidlerindeki sitozinin
metilasyonu S-adenozil-L-metiyonin’i metil dondrii olarak kullanan metiltransferazlar
tarafindan gerceklestirilir.
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Belirli bir bolgeye 6zgii DNA metilasyonu, biitiin canlilarda gozlenen bir epigenetik
olaydir. Archaea ve Eubacteria domenlerinde ¢esitli sekilde metillenmis niikleotidlere
rastlanir: N4’-metil sitozin (4mC), 5’-metil sitozin (5mC), N6’-metil adenin (6mA)
(Pomraning ve dig., 2009). a-proteobacteria’da GATC dizilerinde gozlenen 6mA, tek
hiicreli canlilarda en iyi incelenmis DNA modifikasyonlarindan biridir. Genomun
korunmasi, DNA yanlis eslesme onarimlari, DNA replikasyonu ve gen anlatiminin
diizenlenmesinde is goriir (Marinus, 1987). Tetrahymena cinsi gibi baz1 6karyotlarda da
6mA bulunmasma karsin 5SmC, 6karyotlarda en yaygin, en ¢ok ¢alisilan ve en 1iyi

anlasilmis olan DNA modifikasyonudur (Ratel ve dig., 2006).

Cogu okaryotta DNA metilasyonunun, DNA-protein etkilesimlerini degistirerek DNA
anlatimini1 diizenledigi diisiiniilmektedir. Metilasyon seviyeleri farkh tiirlerde gesitlilik
goOsterir. Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe ile Caenorhabditis
elegans genomlarinda DNA metiltransferaz genlerine benzer diziler bulunmakla birlikte
(Colot ve Rossignol, 1999), ¢esitli yontemler denendigi halde DNA metilasyonu
saptanamamistir (Volpe ve dig., 2002). DNA metilasyon arastirmalar1 i¢in en ¢ok
kullanilan iki fungi, Neuraspora crassa ve Ascobolus immersus’ta biitiin olasi
bolgelerde heterojen SmC modifikasyonu bulunmaktadir. Bu tiirlerde metilasyonun,
genomun disaridan gelen transpozisyon yapan dizilerden korunmasi i¢in yapildig:

diisiiniilmektedir (Selker ve dig., 2003).

Arabidopsis thaliana’da 5SmC modifikasyonu, CpG, CpHpG ve CpHpH (H: A, C veya
T’yi temsil eder) bolgelerinde simetrik veya simetrik olmayan sekilde yogun olarak
gozlenmektedir. Genom boyutunda yapilan metilasyon haritalar1 caligmalarinda,
perisentromik heterokromatin, tekrarlanan diziler ve siRNA olusturan dizilerin yogun
bir sekilde metillendigi ortaya ¢ikmistir. Anlatim yapan genlerin 1/3’linden fazlasinda
gen i¢inde yogun metilasyon gozlenirken, genlerin promotdr bolgelerinin sadece
~%>5’inde metilasyona rastlanmistir. Bununla birlikte; gen i¢inde metilasyona ugramis
genlerin devamli bir sekilde yogun olarak anlatimi yapilirken, promotorleri metillenmis

genlerin dokuya 6zgii anlatim yaptig1 ortaya ¢ikmistir (Zhang ve dig., 2006).

Drosophila melanogaster’in metilasyona ugramadigi diistiniilirken genomlarinda DNA

metiltransferaza benzer bir gen bulunmustur (Hung ve dig., 1999) ve CpG’den ¢ok CpT
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adalarinda diisiik seviyede SmC’lere sahip oldugu gézlenmistir (Gowher ve dig., 2000).
Bunlarla birlikte omurgali genomlar1 en yiiksek oranda SmC modifikasyonuna sahiptir.

Metilasyon, genomun biiyiik ¢ogunluguna dagilmistir (Bird, 2002).

Insan somatik hiicrelerindeki toplam DNA bazlarmin ~%1’ini 5SmC’ler olusturur ve bu
metillenmis sitozin bazlar1 genomdaki biitiin CpG dintikleotidlerinin %70-80’ini etkiler.
Omurgalilarda, organizmalardaki tiirler aras1t DNA metilasyonunun farkli gorevlerde rol
oynamasi sonucu ¢esitli metilasyon oranlar1 gézlenebilmektedir (Bird, 2002). Farelerde
embriyonik gelisim sirasinda somatik hiicrelerde genel olarak gozlenen metilasyon
oraninda ~%30’luk ani bir azalma meydana gelir (Kafri ve dig., 1992). Fareler ve biiyiik
olasilikla diger memeliler i¢in de embriyonik demetilasyon ve ardindan gelen de novo
metilasyon, somatik DNA metilasyon profillerinin olusturulmasi i¢in biiyiik 6nem tasir.
Metilasyonda genom diizeyinde bir diisiis, proliferasyon evreleri sirasinda onciil germ

hiicrelerinde de gozlenmektedir (Reik ve dig., 2001).

2.2.2. DNA Metiltransferazlar

Memeli gelisiminde DNA metilasyonu ¢ok énemli bir role sahiptir. Yapilan ¢aligmalar
sonucu 4 tane aktif DNA sitozin metiltransferaz bulunmustur: DNMT1, DNMT2,
DNMT3a ve DNMT3b (Okano ve dig., 1998). DNMT1 geni, sempanze, kopek, inek,
fare, sican, tavuk, zebra balig, Arabidopsis thaliana ve piringte korunmustur

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1786?log$=activity 08.12.2009).

DNA sentezi sonrasi sitozinlerin 5' pozisyonlarina metil grubunun eklenmesi ile DNA
sarmalindaki biiylik olugun goriinlimii degisir ve bu oluktan DNA'ya baglanan
proteinler, baglanamaz hale gelir. DNA {izerindeki bu epigenetik isaretler, DNA sentezi
sonrasinda kopyalanabilir ve kromatin yapisindaki kalitilabilir degisiklikleri olusturur.
CpG'ce zengin promotorlerin metilasyonu memeliler tarafindan transkripsiyonun
baslamasimi engellemek, inaktif X kromozomundaki genlerin, imprint genlerin ve
parazit DNA'nin sessiz kalmasini saglamak i¢in kullanilir. Metilasyon, transkripsiyonun
baslamasini engellerken, memelilerde transkriptin uzamasini engellemez (Jones, 1999).
Ancak Neurospora'da transkriptin uzamasi engellenir (Rountree ve Selker, 1997).
Metilasyonun bu 6zelligi, memeli hiicrelerinin genomlarina giren ve memeli genlerinin

diizenlenmesine miidahale etmeyen parazitlerde transkripsiyonun engellenmesine
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yardimci olmaktadir.

2.2.2.1. DNMT1

DNMTI1, DNA replikasyonu sonrasindaki yari yariya metillenmis DNA’ya afinite
gosterdigi i¢in koruyucu metilaz olarak isimlendirilmektedir (Pradhan ve dig., 1999).
Yeni sentezlenmis bir DNA molekiiliindeki metillenmemis zincirin, replikasyondan
onceki metilasyon motifini siirdiirmesini saglar. DNMT1’in olmamas1 Oliimciildiir;
DNMT]1 sentezleyemeyen fare embriyolari, genom boyutunda demetilasyona ugradigi
icin gastrulasyon asamasindan sonra Olmiistiir (Li ve dig., 1992). DNMT1’in asir

anlatimi1 ise kanser hiicre hatlarinda CpG adalarinda de novo metilasyona yol agmigtir

(Rhee ve dig., 2000).

2.2.2.2. DNMT2
DNMT2’nin tam gorevi anlagilamamistir. Sitozin metiltransferazlarin korunmus motifi-
ni igermesine karsin, in vitro aktivitesi gozlenememistir (Okano ve dig., 1998b).

Sentromerik bolgeleri kontrol ettigi diisiiniilmektedir (Warburton, 1999; Dong ve dig.,
2001).

2.2.2.3. DNMT3a ve DNMT3b

DNMT3a ve DNMT3b, de novo metiltransferaz aktivitesi gosterir ve erken
embriyogenez sirasinda Onemli rol oynarlar (Okano ve dig., 1999). Farelerde
dollenmeden sonra zigot genomu, belli baz1 imprint bolgeler disinda demetilasyona
ugrar. Genom boyutunda de novo yeniden metillenme DNMT3a ve DNMT3Db ile olur ve
normal memeli gelisimi i¢in gereklidir (Reik ve dig., 2001). DNMT3a ve DNMT3b
enzimleri olmayan farelerde anormal morfoloji ve gastrulasyondan kisa bir siire sonra
Olim gozlenmistir. De novo metilasyon olmamasina karsin bu mutantlarin daha onceki
metilasyon motiflerini korumalar1t DNMT]1 aktivitesine baglanmistir. DNMT3a veya
DNMT3b enzimlerinin sadece birini sentezleyebilen farelerde farkli gelisimsel

bozukluklar ve yagam siireleri gozlenmistir (Okano ve dig., 1999).

2.2.3. Epigenetik Yeniden Programlama

Insan viicudundaki her tip hiicre; genotipi, gelisimsel ozellikleri ve cevresel etkileri
yansitan kendine Ozgili bir epigenetik profile sahiptir. Bu ozellikler hiicrenin ve
organizmanin fenotipinde de gozlenir. Viicuttaki ¢ogu hiicre tipi i¢in bu epigenetik

isaretler hiicreler farklilasmasini tamamladigi veya hiicre dongiisinden ¢iktig1 andan
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itibaren sabitlenir ve degismez. Ancak normal gelisim veya hastalik durumlarinda bazi
hiicreler niikleustaki epigenetik igaretlerin silinmesi ve farkli igaretlerin kaydedilmesi

gibi epigenetik yeniden programlamaya ugrarlar (Morgan ve dig., 2005).

Baslica yeniden programlama nciil germ hiicrelerinde gozlenir. Bu hiicrelerde parental
imprintler silinir ve totipotensi korunur. Kanser hiicreleri gibi farklilagsma 6zelligini
yitiren hiicrelerde de yeniden programlama olur (Feinberg ve Tycko, 2004). Déllenme
sirasinda ¢ogu gametik isaretler silinip embriyonik gelisim ile toti- veya pluripotensi

icin gerekli embriyonik isaretler eklenir (Sekil 2.7).

Gametogenes Pretmplantasyon geligitm

tnaternal proqibklens
metillenmiz TR A

aametler s G modifiye histonlar
P ’J_ \hl\ o
~ g i paternal profuikleus
;. =\ o altif DA detnetilasyonn
F hipomaodifive histonlar

. i 3 ,
de nowo metilasyon / = N
! \

.." \ pasif DNA metilasyonu

\ | de novo DMA metilasyonu

. A

\ o 'J_f'

"\\ Ny " }-'

DA demetilasyonu L% _ I metllenmiy DNA
' " modifiye histonlar

o ICM

Sekil 2.7: Epigenetik yeniden programlama dongiisii. Epigenetik modifikasyonlar yagsam
boyunca iki kere yeniden programlanir: gametogenez ve preimplantasyon gelisimi sirasinda.
TE: Trofektroderm. ICM: “Inner cell mass”

Ebeveyn genomlar1 hiicre dongiisiinlin farkli asamalarinda bulunur ve c¢ok farkl
epigenetik isaretlere ve kromatin organizasyonuna sahiptirler. Paternal genom, olgun
sperm tarafindan tek kopya halinde alinir. Genetik bilgi histonlar yerine ¢ogu yerde
protamin tarafindan yogun olarak paketlenir. Buna karsin maternal genom metafaz I1

asamasinda durmus olarak bulunur ve iki kopyali halde histonlar tarafindan paketlenir
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(Morgan ve dig., 2005). Doéllenme sonrasi, sperm kromatinindeki protaminler

histonlarla hizl1 bir sekilde yer degistirirken, maternal genom da mayozu tamamlar.

Yapilan calismalar sonucunda paternal kromatinle iliskili H3 ve H4 histonlarinin
maternal kromatindekilerden daha fazla asetillenmis halde oldugu saptanmistir (Santos
ve dig., 2002). Farelerle yapilan indirekt immiinofloresans ile tek gen ve tekrarlarin
bisiilfit dizilenmesi arastirmalari, histon kazanimindan sonra paternal genomda, genom
capinda DNA metilasyon kaybi oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Fulka ve dig., 2004; Lane
ve dig., 2003). Demetilasyon, paternal proniikleusta DNA replikasyonundan Once
meydana gelir. Ancak, bu asamada sentromer icinde ve ¢evresinde bulunan
heterokromatin diziler, IAP retrotranspozonlar1 ve paternal metillenmis imprint genler

demetilasyona ugramazlar.

2.2.4. DNA Metilasyonlariin Hastaliklarla iliskisi

2.2.4.1. Kanser

CpG diniikleotidlerindeki DNA metilasyonunun kaybolmasi, kanser hiicrelerinde
tanimlanan ilk epigenetik anormalliktir (Feinberg ve Vogelstein, 1983). Kanserlerin
daha ¢ok ileri yaslarda ortaya ¢iktig1 diisiintildiiginde, DNA metilasyon profillerinin
yasa bagl olarak degistiginin gozlenmesi ile kanser ve DNA metilasyonu arasinda bir
baglant1 oldugu 6ne siirtilmiistiir (Piyathilake ve dig., 2003). Kanser tiirlerinin ¢gogunda,
genomda tekrarlanan DNA dizilerinde ve intronik dizilerde yaygin hipometilasyon
gozlenmektedir (Weber ve dig., 2005). Kanser hiicreleri iyi huylu formdan metastatik
forma dontisiirken hipometilasyon seviyelerinde artis gozlenir (Fraga ve dig., 2004).
DNA hipometilasyonu ile kanser arasindaki iligkinin 3 mekanizma ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir: (a) genomik instabilitenin artmasi, (b) transpozisyon yapan dizilerin
reaktivasyonu ve (¢) imprinting’in ortadan kalkmasi (Esteller, 2008). Rahim kanserinde,
HPV (Human Papilloma Virus) genomunun hipometilasyon sonucu aktive olmasi da
s6z konusudur (Badal ve dig., 2003). Insanda de novo metiltransferaz olan
DNMT3b’nin is gorememesi durumunda kanser hiicrelerinde andploidi artist

gozlenmistir (Karpf ve Matsui, 2005).

Genom boyutunda yaygin hipometilasyonla beraber, kanser hiicrelerinde genomun bazi

bolgelerinde de novo hipermetilasyon da gozlenmektedir (Mulero-Navarro ve Esteller,
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2008). Ogzellikle timér baskilayict ve hiicre farklilasmas: ile ilgili genlerin
hipermetilasyon ile inaktivasyonu, kanser baglangicini tetikleyebilir. CpG adalarindaki
hipermetilasyon, kanserde  O0nemli  diizenleyici mikroRNA  (miRNA)’larin
sessizlesmesine de neden olabilir. miRNA’lar kisa, 18-22 niikleotid uzunlukta kodlama
yapmayan RNA’lardir. Hiicre cogalmasi, programli hiicre 6liimii ve hiicre farklilasmasi
gibi hiicresel olaylar1, 6zgiin hedef genleri transkripsiyonel olarak baskilayarak diizenler

(Calin ve Croce, 2006).

2.2.4.2. Gelisimsel hastaliklar

Erken gelisim evrelerinde embriyo demetilasyona ugrar ve neredeyse tim CpG
metilasyonlar1 kaybedilir (Reik ve dig., 2001). Hizli hiicre ¢cogalmasi sirasinda genomik
metilasyon profilinin yeniden olusturup korunabilmesi i¢in beslenme ile saglanan yeterli
diizeyde metil dondrlerine (6rnegin metiyonin) ve kofaktorlere (6rnegin folik asit)
ihtiya¢ vardir (Waterland ve dig., 2006). Diinyada farkli bolgelerdeki kitlik zamaninda
dogan bireyler incelenerek, bu donemdeki yetersiz folat aliniminin, genom
metilasyonunu azaltarak (Castro ve dig., 2003), kisilik bozukluklar1 ve merkezi sinir
sisteminde konjenital anomaliler gibi ¢esitli hastaliklara yol ag¢tig1 saptanmustir (Susser

ve dig., 1998; St Clair ve dig., 2005).

DNA metilasyonundan sorumlu genlerdeki bozukluklar da hastalik gelisimine neden
olabilir. Ornek olarak, imprinting kaybi sonucu zeka geriligi ve davranissal
bozukluklarla karakterize edilen Prader-Willi sendromu ve Angelman sendromu
verilebilir. Ilgili genlerin diger allellerinde, delesyon veya de novo metilasyon olusmasi
sonucu hastalik gelisir. DNA metilasyonu ile baglantili diger hastaliklar ise tekrarli
dizilerin instabilitesi sonucu gozlenir. Frajil X sendromu, erkeklerde kalitilan zeka
geriligine yol acar. Bu X’e bagli bozuklukta, FMR1 (frajil X mental retardasyon 1)
geninin 5° UTR bolgesindeki polimorfik CGG tekrarlart hipermetilasyona ugrayip genin

sessizlesmesine neden olur (Crawford ve dig., 2001).

2.2.4.3. Otoimmiin hastaliklar
Otoimmiin hastaliklar, bir organizmanin kendi hiicrelerine veya dokularina kars1 tirettigi
immiin cevap ile karakterize edilir. DNA metilasyonu ile otoimmiin bozukluklar

arasindaki baglant1 en iyi romatizmal hastaliklarda tanimlanmistir (Rahman ve Isenberg,

2008).
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2.2.5. insan Epigenom Projesi (HEP)

Insan Epigenom Projesi, Insan Epigenom Kurulu tarafindan yiiriitiilen hem kamusal
hem o6zel bir isbirligidir. Biitiin insan genlerinin ¢ogu dokuda genom boyutundaki
metilasyon profillerini tanimlamayi, kataloglamay1 ve yorumlamayr amaclamaktadir.
Metilasyonun, genom, hastalik ve ¢evre arasindaki tam olarak ¢oziilememis baglantiy1
kurdugu diistiniilmektedir (http://www.epigenome.org/index.php?page=project
13.10.2009). Metillenmis sitozinler, doku tiplerine ve hastalik durumlarina 6zgii farkli
motifler gosterir. Bu gibi degisken metilasyon pozisyonlart (MVPs = “methylation

variable positions”), yaygin epigenetik markerlardir.

Pilot bir calisma olarak insanda 6. kromozomda (6p21.3) bulunan ‘“Major
Histocompatibility Complex (MHC)”in DNA metilasyon haritas1 ¢ikarilmis ve sonuglar
2004 yilinda yayinlanmistir (Rakyan ve dig., 2004). MHC, insanda en yogun gen
oranina sahip olmakla birlikte, ¢ogunlukla bagisiklikta rol oynamak iizere ¢ok cesitli
farkli fonksiyonlara sahip genler igerir. Pilot ¢alisma 1999 yilinda baslatildigi zaman
MHC bdlgesinin tam olarak dizilenmis olan birka¢ bolgeden biri olmasi, genomdaki en
polimorfik bolge olmasi ve bir¢ok hastalikla dogrudan iligkili olmasi, bu bdlgenin
calisma i¢in secilmesinde etkili olmustur (Rakyan ve dig., 2004). Calismada, farkl
kisilerden alinmis 34 Ornekte beyin, meme, akciger, karaciger, yag, kas ve prostat
dokularinin metilasyon profilleri karsilagtiritlmis ve amplikonlarin %10’unun dokular

arasinda farkli metilasyon profili olusturdugu gozlenmistir.

Insan Epigenom Projesi kapsaminda 2006 yilinda yapilan bir baska ¢alismada, insanda
6, 20 ve 22. kromozomlarin metilasyon profilleri incelenmistir. Bu ¢alismada 42 farkli
ornekte, 12 farkl saglikli doku karsilastirilmistir (Eckhardt ve dig., 2006). Dokular arasi
(Sekil 2.8) ve bireyler arasi karsilastirmalarin yani sira, bazi ortolog amplikonlarda
tiirler aras1 (insan ve fare) metilasyon profillerinin korunma derecesi de arastirilmistir.
2009 yilinda ise insana ait B hiicresinin metilom analizi sonuglar1 100 baz ciftlik
¢Oziiniirliikle yaymlanmistir (Rauch ve dig., 2008). Bu c¢alisma sonucunda, gen i¢indeki
bolgelerin metillenmis olmasiin transkripsiyonu azaltmayip arttirdigi ve bolgesel

duplikasyonlarin ¢cogunlukla metillenmis durumda bulunduklar1 anlasilmastir.
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Sperm
Fetal karaciger
CD4+ lenfositleri
CD8+ lenfositleri
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Sekil 2.8: Cesitli hiicre tipleri ve dokular1 arasindaki metilasyon farkliliklar1 oranlari. Oranlar
ikili karsilagtirmalar sonucu elde edilmistir. Mavi renkten kirmiziya dogru degisim, metilasyon
farki ylizdesinde %5 ten %20’ye dogru degisimi temsil etmektedir.

2.3. MOLEKULER MARKER ANALIiZ YONTEMLERI

Molekiiler veya genetik marker; genellikle tanimlama, siniflandirma, genom haritalama,
molekiiler evrim arastirmalari, kimliklendirme veya teshis i¢in kullanilan, genomda
hangi kromozomda ve bélgede bulundugu bilinen bir DNA parcasidir. Bu parca bir gen
veya bilinen higbir fonksiyonu olmayan bir dizi olabilir. Molekiiler marker analizleri
genel olarak 3 temel yontem ile yapilir: (a) Restriksiyon enzimi kullanimi, (b)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), (c) Restriksiyon kesimi sonrast1 PCR uygulamasi.

Bu temel yontemlerden ¢esitli analiz yontemleri gelistirilmistir (Sekil 2.9).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknigi; ¢coklu amplifikasyon iiriinlerinin kalip DNA
baz alinarak, kisa dizili oligoniikleotidler (primer), DNA polimeraz enzimi ve 4 ¢esit
niikleotid kullanim ile in vitro olarak sentezlenmesine dayanir. islem basamaklarinda
kullanilan sicaklik degerleri ile primer uzunluklariin/niikleotid igeriklerinin

degistirilmesi ve baska islemlerin eklenmesi ile farkli PCR yontemleri gelistirilmistir.
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Sekil 2.9: DNA temelli baz1 molekiiler marker teknikleri.
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Minisatellit (M-Sat) yontemi, DNA markerlar1 arasinda ilk gelistirilen sistemdir.
Yontemde ardisik tekrarli DNA dizilerinin bir bolimi prob olarak kullanilarak
genomlar arasindaki minisatellit farkliligi belirlenmektedir. Southern hibridizasyon ve
izotop veya floresan etiketleme gerektirir. Kaliteli ve bol miktarda genomik DNA’ya
gerek duyulur ve bu sistemde genellikle es-baskin markerlar iiretilir. Bu yontemin yeni
bir versiyonu olan DAMD (“Directed Amplification of Microsatellite DNA”), PCR
tabanli olmakla birlikte; southern hibridizasyon, izotop veya floresan etiketleme

gerektirmemektedir.

SSR (“Simple Sequence Repeats”), genomda bulunan ardisik tekrarli (diizenli veya
degisken) mikrosatellit alanlar1 iistten ve alttan g¢evreleyen 6zel primer cgiftleriyle
cogaltarak ardisik tekrar sayisindaki polimorfizmi belirler. Bu yontem PCR tabanli olup
az miktarda DNA’ya gerek duyar ve oldukca yaygin kullanimi olan es-baskin marker
sistemidir. Bu yoOntemde mikrosatellit alanlarindaki polimorfizm, marker olarak
kullanilmakla  birlikte, 6zellikle son donemlerde bu yontem kullanilarak
mikrosatellitlerin genomdaki dagilimlari, islevleri ve gen anlatimi iizerindeki etkileri de

calisiilmaktadir.

I-SSR (“Inter-Simple Sequence Repeats™), genomda bulunan ardisik tekrarli DNA
kisimlar1 arasindaki uzunluk farkini belirler. PCR tabanli olup az miktarda DNA’ya
ithtiyac duyar ve genellikle baskin marker iiretir. Bu yontemin olusturdugu polimorfizm,
iki mikrosatellit alan1 arasindaki biiyiikliik farki ile ortaya c¢ikmaktadir; ancak SSR
kadar giivenilir bir yontem degildir. Agaroz jel elektroforez ayrim teknigini kullanmasi
ve lizerinde ¢alisilan organizmanin genomik dizilerinin bilinmesine gerek duymamasi

nedeni ile bazi arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir.

RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism”), bir veya daha fazla DNA probu
kullanilarak, genomlar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi temeline dayanan bir
marker teknigidir. Southern hibridizasyon, izotop veya floresan etiketleme gerektirir.
PCR tabanli olmamasi nedeniyle, oldukca kaliteli ve de bol miktarda genomik DNA’ya
gerek duyulur. Bu marker sistemi genellikle es-baskin marker iiretmekle birlikte, baskin

markerlar da elde edilebilmektedir.
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AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism’), RAPD ve RFLP ydntemlerinin
birlesmesi ile olusturulmus bir marker sistemidir (Vos ve dig., 1995). Bu teknikte
genomik DNA genellikle iki 6zel restriksiyon enzimi ile kesilir. Kesim noktalarina 6zel
adaptorler baglanir ve bu adaptér DNA dizisine baglanabilen primer ciftleri ile segici
olarak ¢ogaltilmis olan DNA parcalariin olusturdugu polimorfizme dayanir. Genellikle
poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis nitrat etiketleme yontemi ile analiz edilir. Bu
yontem giiniimiizde kapiller jel elektroforezi ile kullanilmaktadir. Genellikle baskin

marker vermesi ve karmasik bant profili olusturmasi1 dezavantajlarindandir.

2.3.1. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”); genomik DNA kullanilarak segilen
organizmanin polimorfik profillerinin olusturulmasinda kolay ve kisa siiren bir
yontemdir. Bu yontemde 10 niikleotidlik tek bir primerin genoma rastgele
baglanmasiyla farkli boyutlarda DNA pargalart olusur (Williams ve dig., 1990).
Amplifikasyon i¢in primerlerin tamamlayici dizileri ile hibridize olmalar1 ve karsilikli
iki primer arasindaki mesafenin 3-4 kb’den uzun olmamasi gerekmektedir (Sekil 2.10).
Iyi secilmis primerlerle farkli bireylerden farkli profiller elde edilebilir. Primerlerin
%40-60 oraninda GC igermesi ve tekrarli dizilerin veya palindromlarin olmamasi

onemlidir (Roux, 1995).

DA lealiby l 5CR

E

Sekil 2.10: RAPD tekniginde DNA’nin tek primer ile cogaltilmas1

Olusan DNA profilleri bireyler arasinda; (1) primer baglanma bdlgelerinin olup
olmamasina, (2) baglanmanin tam komplementer olup olmamasma, (3) primer
baglanma bolgeleri arasindaki uzakliga gore farklilik gosterebilir. Ozellikle primer
baglanma bolgesinin 3’ ucundaki nokta mutasyonlari, inversiyon, delesyon, adisyonlar

veya biiyiik kromozomal yeniden diizenlenmeler primer baglanma bolgelerini ya da
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aralarindaki uzaklig1 degistirerek farkli bant goriinmesine neden olur; bir bant kazanilir
veya gozlenen bir bant kaybedilir. Farkli molekiiler agirliga sahip RAPD bantlari, ayri
lokus olarak ve bant olup olmamasina gore (+/-) degerlendirilir (De Wolf ve dig., 2004).

RAPD yonteminin hizli ve kolay olmasi, genomik haritalama icin yiiksek sayida marker
olusturmasi, genomik dizi bilgisine ihtiya¢ duymamasi1 ve az miktarda kalip DNA’ya
ihtiya¢c duymasi1 gibi dstlinliiklerine ragmen, yontemin tekrarlanabilirlik yoniinden
duyarhilig1 ¢esitli kosullarin aynmi olmasma baglidir: DNA’nin konformasyonu ve
kalitesi, primer/kalip DNA orani, primer baglanma sicakligi, PCR tamponundaki katyon
konsantrasyonu ve magnezyum miktart (Ellsworth ve dig., 1993). Bu kosullarin yani
sira farkli ticari firmalardan alinan polimerazlar ile farklt PCR aletlerinin kullanim1 da
farkli bant olusmasina neden olabilir (Meunier ve Grimont, 1993). Diploid
organizmalarda gozlenen tek dominant bant oldugu i¢in, genomik allelin homozigot ya

da heterozigot oldugunun anlagilmasi giictiir (Dassanayake ve Samaranayake, 2003).

2.3.2. DNA Metilasyon Markerlar:

Bolim 2.3’te anlatilmis olan benzer tekniklerle iki grup DNA arasindaki metilasyon
farkliliklar1 da saptanabilir. Klinik 6rneklerin karsilagtirilmasiyla, arastirilan hastaliga
ait metilasyon markerlar1 elde edilebilmektedir. Bir kanser hastasina ait kanserli
hiicreler ile normal hiicrelerin metilom analizi ile kansere yatkinlik belirlenebilir. Aym
dokuya ait, hastalik gelisen hiicrelerin hastaligin farkli evrelerinde (normal hiicreden
metastatik hiicreye doniisiim) analizi ile evreye 6zgiil metilasyon markerlar1 bulunabilir.
Ornegin, kolorektal kanser gdzlenen bireylerin kan hiicreleri de dahil olmak iizere
normal hiicrelerinde, kontrol gruba kiyasla genomik imprinting kayb1 gézlenmistir (Kim

ve dig., 2010).

2.4. DNA METILASYON PROFILLERININ ANALIZi

Feinberg, bir hiicredeki DNA metilasyon modifikasyonlarinin tamamini belirtmek icin
“metilom (“methylome™)” terimini 6ne siirmiistiir (Feinberg, 2001). Metilom analizleri,
genom ve hastaliklar ile toplumlardaki polimorfik ¢esitliligin anlagilmasinda 6nemlidir.
Bu analizler i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Biitliin bu yontemler temel 3 teknikten

birine dayanmaktadir (Zilberman ve Henikoff, 2007): (1) bisilfit doniisimi, (2)



23

metillenmis DNA’nin afinite ile saflastirilmasi ve (3) metilasyona duyarli restriksiyon

enzimi ile kesim.

2.4.1. Bisiilfit Doniisiimii

Metillenmis sitozin ile metillenmemis sitozin, standart dizileme yontemleri ile ayirt
edilemez; ancak genomik DNA denatiire edilip sodyum bisiilfit uygulandiginda, uygun
kosullar altinda, metillenmemis sitozin deaminasyona ugrayarak urasile doniisiirken
(Sekil 2.11), metillenmis sitozin aynen kalir. Bisiilfit uygulamasindan sonra DNA’nin
PCR ile ¢ogaltimi sonucu urasil, timine doniisiir (Sekil 2.12). Burada dikkat edilmesi
gereken nokta DNA’nin artik tamamlayici olmadigidir. Bu yiizden istenilen DNA
dizisinin metilasyon durumunu belirleyebilecek primerler tasarlanmalidir. PCR
tirtinlerinin analizi Sanger dizileme (Eckhardt ve dig., 2006) veya mass spektrofotometri

(Ehrich ve dig., 2008) ile yapilip her bir sitozinin metilasyon durumu saptanabilir.
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Sekil 2.11: Metillenmemis sitozinin sodyum bisiilfit uygulamasi sonucu urasile doniistimii. [C]:
sitozin, [U]: urasil
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—&c—cGe—

l PCE
l =odyum bislfit uygulamas

m _ o —CG—TG—+
— CG—UG— Metillenmemis sitozinin +— GC—AC—
urasile démigimi

Sekil 2.12: Bisiilfit doniisiimii. DNA denatiire edilir ve sodyum bisiilfit uygulamasi ile
metillenmemis sitozinler urasile doniisiir. Urasil de PCR sonucu timine doniisiir.
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2.4.2. Afinite Saflastirmasi

Metillenmis DNA parcalarinin elde edilmesinde kullanilan en yeni ve zahmetsiz yontem
afinite saflastirmasidir (Zilberman ve Henikoff, 2007). Metillenmis CG bolgelerine
baglanan metil baglanma domeni (MBD) ile metillenmis DNA elde edilebilir (Zhang ve
dig., 2006). Bunun i¢in E. coli’de anlatim1 yapilan isaretlenmis bir MBD kullanilir.
Bunun yani sira ticari olarak bulunabilen ve metillenmis sitozini tantyan monoklonal
antikorlar da metillenmis DNA’nin elde edilmesinde kullanilabilir (Weber ve dig.,

2007) (Sekil 2.13).

CH. Genomik DM A parcalart

CH! ?IT
"HD
l Denatiirasyon
CHa Ant-5mC oantibori veva metil
_ EEE—— kaglatnma domend (MBI e
'CHy, — afinite saflagtirtnast
CH,
Metillentmig DITA
CH,

Sekil 2.13: Metillenmis DNA’nin afinite saflagtirma yontemi ile elde edilmesi. Genomik DNA
denatiire edilir, kolona eklenmis uygun antikor (yesil) veya MBD proteini (kirmizi) ile
metilenmis DNA’nin ayrigmasi saglanir.

2.4.3. Metilasyona Duyarh Restriksiyon Enzimleri ile Kesim

Restriksiyon endoniikleazlari, bakteriler tarafindan yabanci DNA’larin kesilmesi i¢in
savunma amach {retildigi diisliniilen enzimlerdir. Bu enzimler ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin seker-fosfat omurgasinda iki kirik yaparak kiit veya yapiskan ug
olugmasint saglar. Bakteri, kendi DNA’sim1 metilleyerek kendi iirettigi enzimin

kesimine kars1 korunur.

Metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri, metilasyon analizlerinde siklikla kullanilir.

Karsilastirmalar genellikle: a) tek veya birka¢ enzim kesimi yapilmis 6rnek ve hig
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enzim uygulanmamis kontrol arasinda; b) metilasyona duyarli bir enzimle kesilmig
ornek ve metilasyona duyarsiz olan izosizomeri ile kesim yapilmis kontrol arasinda
(Sekil 2.14) veya c) iki farkli doku ya da mutant ve yabani tip gibi iki deney 6rnegi
arasinda yapilabilir.
m m

cCaG—CCGG—CCGG—CCGa

GGCC—GGEC—GGEC—GGCC

Hpall kesimi / \ Msp] kesim

o
X

N/

BEityiik élpekh analiz

Sekil 2.14: DNA metilasyonunun metilasyona duyarli restriksiyon enzimleri ile saptanmasi.

Metil grubu (m) baglanmis DNA bdlgesi, Hpall (solda) ve Mspl (sagda) enzimleri ile kesilir.

Metillenmemis DNA kesime ugrayacagi igin PCR ile ¢ogalmaz. PCR sonrasi, Hpall kesimi
olan 6rnekte, Mspl kesimi olan 6rnekten daha fazla metillenmis DNA parcalar1 bulunur.

2.3.3.1. Hpall ve Mspl enzimleri

Hpall enzimi, Moraxella tiirlerinden, Mspl enzimi ise Haemophilus parainfluenzae’dan
elde edilir. Iki enzimin de tanima dizileri aymidir: 5°-CCGG-3’. Restriksiyon kesimi iki
sitozin niikleotidi arasinda olur. 5’ ucundaki sitozin metillenmis oldugu zaman iki
enzim de kesim yapamazken, i¢ taraftaki sitozin metillenmis oldugu zaman sadece
Hpall bloke olur, Mspl her durumda kesim yapar (Sekil 2.15). Omurgali genomlarinda
metillenmis CpG bdlgeleri oldugu i¢in, Hpall kesimi sonrasi daha az ve daha uzun

fragmentler olusurken; Mspl kesimi sonrasi daha ¢ok ve daha kisa fragmentler olusur.

AT B9
y— GG ——% F CCGG —%
GGCC 5 GGCC §

: b

,

el M B

Sekil 2.15: Restriksiyon enzimi tanima bolgelerindeki sitozin metilasyonlarinin enzim kesimi
tizerine etkisi. Metillenmis sitozinler kirmizi olarak (C) gésterilmistir.

.,.-;'.-
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3. MALZEME VE YONTEM

Calismada, molekiiler diizeydeki analizlere baslanmadan once ikizlerin farkli yasam
standartlarinin olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in bir analiz formu olusturuldu (Ek 1).
Form olusturulurken yas, cinsiyet, sigara ve devamli ila¢ kullanimi gibi DNA

metilasyon diizeyini degistirebilecegi diisiiniilen etmenlerin sorgulanmasi amaglandi.

3.1. KAN ORNEKLERININ TOPLANMASI

Yas ve cinsiyet farki gozetmeksizin, 16 adet tek ve 8 adet ¢ift yumurta ikizlerinden kan
ornekleri EDTA’l1 tiiplere alindi. Goniilliilerden analiz formunu doldurmalari istendi ve
bilgilendirildiklerine dair imzalari alindi. 18 yasindan kiiclik goniilliilerin formlar
velileri tarafindan imzalandi. Kan 6rneklerinden, her 6rnek igin 0.5 ml kan kullanilarak
genomik DNA izolasyonu yapildi. Kalan kanlar, EDTA’l1 tiiplerin i¢inde -20°C
dondurucuda saklandi. Gerektigi durumlarda 6rnekler ¢oziindiiriilerek yeniden DNA

izolasyonu yapildi.

3.2. ORNEKLERDEN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Kan 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu “SpinKlean Genomic DNA Miniprep Kit”
(Biomatik Corporation, Katalog No: K5125) kullanilarak, firmanin 6nerdigi protokole
gore yapildi. Her 6rnek i¢in 500 pl kan, 1 ml otoklavlanmis distile suya eklendi ve
ornekler 5000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Coken beyaz kan hiicreleri 200 ul TE
soliisyonu iginde siispansiyon haline getirildi. Ornek soliisyonuna kitin i¢inde bulunan
sindirim soliisyonundan 400 pl ve Proteinaz K’dan 3 pl eklendi ve karistirildi. Soliisyon
55°C°de 20-40 dakika inkiibasyona birakildi. Ornekler 10 dakika 10000xg’de santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar yeni eppendorf tiiplere aktarildi. Tiiplere 200 pl B
sollisyonu eklendikten sonra karistirildi ve karistm 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilen
SpinKlean kolonuna eklendi. Oda sicakliginda 6000xg hizda 1 dakika santrifiijlendikten

sonra alt kisma gegen siv1 uzaklastirilip kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildi. Ornege



27

500 pl yikama soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 6000xg’de 1 dakika santrifiij
edildi. Alt kisma gegen sivi uzaklastirilarak yikama islemi tekrarlandi. Ornekler
6000xg’de ek olarak 2 dakika daha santriflij edilerek yikama soliisyonu kalintilarinin
kolondan toplama tiiplerine gegmesi saglandi. Toplama tiipleri atilarak, kolonlar yeni
eppendorf tiiplere yerlestirildi ve kolonlarin merkezine dénceden 37°C’ye 1sitilmig TE
tamponundan 30 ul eklendi. Ornekler 2 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi.
DNA’nin kolondan ayrilmasi i¢in 6000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. izole edilen
genomik DNA’larin kalitesi %0.7’lik agaroz jelde 80 V’de 20 dakika ytiriitiilerek
gozlendi. DNA miktar1 ise spektrofotometri ile belirlendi. Genomik DNA ornekleri -
20°C’de saklanda.

3.3. DNA’NIN KALITE VE MiKTARININ BELIRLENMESI

3.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi ile inceleme

Calismadaki biitiin elektroforez basamaklart yatay agaroz jel -elektroforezinde
gerceklestirildi. Kullanilan biitiin boyalarin ve tamponlarin igerikleri Tablo 3.1°de
verilmistir.  Jellerde tampon olarak TAE (Tris-Asetat EDTA) ve farkh
konsantrasyonlarda agaroz kullanildi. Kullanilan jel konsantrasyonlarna gore

agaroz:tampon:etidyum bromiir (EtBr) oran1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1: Elektroforezde kullanilan tamponlar ve boyalar

Adi icerigi
10X TAE tamponu 400 mM Tris, %1.2 glasiyel asetik asit, 10 mM EDTA (pH:8.0)
1X TAE tamponu 100 ml 10X TAE tamponu, 900 ml dH,O (pH:8.0)

EtBr stok soliisyonu 10 mg etidyum bromiir, 1 ml dH,O

10 mM Tris (pH:7.5), 60 mM EDTA (pH:8.0), %0.3 bromofenol
mavisi, %60 gliserol

6X yiikleme tamponu

Tablo 3.2: Arastirmada kullanilan farkli jel konsantrasyonlari ile farkli agaroz:tampon miktarlari

konsan‘]t(le'lasyonu Agaroz (9) > '{r?]rlr)lpon EtBr (ul)
%1 0.4 40 2
% 1.2 0.48 40 >
% 1.8 0.72 40 >
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Jel hazirlanirken, agaroz 1X TAE tamponu i¢inde berraklasana kadar mikrodalga firinda
1s1t1ldi. Ardindan 50-55°C’ye kadar sogutuldu. Jele 10 mg/ml stok EtBr soliisyonundan
(jelin 1 ml’sinde 0.5 ug EtBr olacak sekilde) eklendi ve jel elektroforez kasetine
dokiildii. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar1 olusturmak igin tarak yerlestirildi ve jel
oda sicakliginda polimerize olmasi igin 30 dakika bekletildi. Ornekler 6X yiikleme
tamponu ile Karstirild: ve jele yiiklendi. Ornek boyutlarinin anlasilabilmesi i¢in bir
kuyucuga marker (Fermentas GeneRuler 1 kb DNA Ladder #SM0311/2/3) yiiklendi

(Sekil 3.1).
bp ng/0.5 pg %

10000 300 6.0

/8000 300 80
=1 5000 200 10
Y/ 2000 300 6.0
=15 B 9
— 2500 250 50
g~ 2000 250 50
] — 1500 250 50
d — 1000 60.0 12,0
B 750 250 50
— 500 250 5.0

— 250 250 50

Sekil 3.1: Elektroforezde kullanilan marker’in %1°lik agaroz jeldeki, ticari firmasinin belirttigi
bant goriintiisii ile bantlarin biiyiikliik ve konsantrasyonu

Izole edilen DNA’larin kalitesinin belirlenmesi i¢in %1°lik agaroz jel hazirlandi. 3 ul
genomik DNA, 1 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi.
Agaroz jel elektroforezinde 70 V’ta 45 dakika yiiriitiilen ornekler, UV 151k altinda

gorlntiilendi.

3.3.2. Spektrofotometri ile DNA Miktarinin Belirlenmesi

Izole edilen DNA’nin miktarinin belirlenmesi icin spektrofotometrik 6lgiim yapildi.
Steril distile su ile 1/200 oraninda sulandirilan genomik DNA orneklerinin 260 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri, 200 ul hacimde ¢oklu plate iginde uQuant (Bio-
Tek Instruments, Inc.) cihazi ile 6lgiildii. Elde edilen absorbans degerleri ile ¢ift zincirli
DNA molekiiliiniin  konsantrasyonu, Formiil 3.1 kullanilarak hesaplandi. Enzim
kesiminde gereken DNA konsantrasyonu (0.25 pg/ul) i¢in, DNA nin uygun sulandirim

oranlari belirlendi.

DNA miktar1 (ng/ul) = OD2gp x 50 x sulandirim orani (200) (3.2)
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3.4. RAPD-PCR OPTIMIiZASYONU

3.4.1. Primer Secimi

Ikizler arasinda genom diizeyindeki polimorfizmin belirlenmesi i¢in RAPD-PCR’da
kullanilmak iizere 20 farkli primer denendi (Tablo 3.3). Uriinler, %1.8’lik agaroz jelde
(Tablo 3.2) incelendi.

Tablo 3.3: RAPD-PCR’da kullanilan primerlerin niikleotid dizileri

Prri:;er Pr;rdnler Primer niikleotid dizisi Pr,i\lrger P'lr;]ler Primer niikleotid dizisi
1 OPA1l 5’-CAG GCCCTT C-3° 11 OPC18 5’-TGA GTG GGT G-3’
2 OPA15 5’-CAA ACG TCG G-3° 12 OPC20 5’-ACT TCG CCA G-3’
3 OPA22 5’-TGC CGA GCT G-3° 13 GAO05 5’-AGG GGT CTT G-3°
4 OPB12 5’-CCT TGA CGC A-3’ 14 GAO09 5’-GGG TAACGC C-3°
5 OoPB22 5>-TGATCC CTG G-3° 15 GAll 5’>-CAATCG CCG T-3’
6 OPCO03 5’-GGG GGT CTT T-3° 16 GAl7 5-GACCGCTTGT-3’
7 OPCO05 5’-GAT GACCGC C -3’ 17 GA18 5-AGGTGACCGT -3
8 OPCO08 5’-TGG ACCGGT G -3 18 GBO07 5’-GGT GACGCAG -3’
9 OPC12 5’-TGT CATCCCC -3 19 GBO08 5’-GTCCACACGG-¥
10 OPC13 5-AAGCCTCGTC-3 20 GBO09 5’-TGG GGG ACT C -3’

En uygun primerlerin belirlenmesi igin rastgele segilen bazi ¢ift yumurta ikizlerinin
DNA’lart kalip olarak kullanildi. En iyi bant veren 7 numarali primer ile diger

optimizasyon caligsmalar1 gerceklestirildi.

3.4.2. Magnezyum Iyenu Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Uygun Mg** konsantrasyonunun belirlenmesi icin en uygun bant profili veren primer ile
farkli konsantrasyonlarda (1.5 mM, 2 mM, 2.5 mM) MgCl, kullanilarak RAPD-PCR
yapildi. Uriinler, %]1.8’lik agaroz jelde (Tablo 3.2) incelendi. 2.5 mM MgCl;
konsantrasyonu ile RAPD-PCR kosullarinin optimizasyonu gergeklestirildi.

3.4.3. RAPD-PCR Kosullarinin Optimizasyonu

En iyi kalite ve sayida bant profili veren primer ve MgCl, konsantrasyonu kullanilarak
RAPD-PCR kosullar1 optimize edildi. Bunun i¢in farkli denatiirasyon ve primer
baglanma siireleri (0.5-1 dakika) denendi. Uriinler, %1.8’lik agaroz jelde (Tablo 3.2)
incelendi. En iyi bant profili veren kosullar CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme
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Digestion-Random Amplification” / Cift Restriksiyon Enzimi Kesimi ve Rastgele

Cogaltim) analizinde kullanildi.

3.5. CRED-RA YONTEMI iLE iKiZ DNA’LARININ ANALIZi

3.5.1. DNA’larin Restriksiyon Enzimleri Ile Kesilmesi

Metilasyon farkliliklarinin gozlenmesi i¢in Mspl (Fermentas #ER0541) ve Hpall
(Fermentas #ER0511) enzimleri kullanildi. Ayn1 bireye ait DNA igin her iki enzimin
kesim reaksiyonu farkli mikrosantrifiij tiiplerinde son hacim 20 pl olacak sekilde
gerceklestirildi (Tablo 3.4). DNA’nin enzimatik kesimi i¢in, tiipler iretici firmanin
onerdigi gibi 37°C’deki su banyosunda 16 saat inkiibe edildi. Kesim sonunda
enzimlerin inaktivasyonunun saglanmasi igin Mspl iceren tiip 80°C’de, Hpall igeren tiip
ise 65°C’de 20 dakika inkiibe edildi.

Enzim inaktivasyonu sonrasinda kesim sonucu elde edilen iiriinlerden, kontrol amacli 5
pl alinarak, 1 pl 6X yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra %1.2°lik agaroz jele
yiiklendi (Tablo 3.2). Ornekler, 70 V’ta 45 dakika yiiriitiildiikten sonra UV 1s1k altinda
incelendi.

Tablo 3.4: Enzim kesiminde kullanilan bilesenler ve konsantrasyonlari

Reaksiyon bilesenleri | Kullanilan hacim (ul) | Son Konsantrasyon
Tampon (10X) 2 1X
DNA (0.25 pg/ul) 2 25 ng/ul
Enzim (Hpall, Mspl) 1 10U
dH,0 15
Toplam 20 pul

3.5.2. Kesim Sonras1 DNA Uriinlerinin RAPD-PCR ile Cogaltilmasi

Optimizasyon g¢alismalari ile belirlenen PCR kosullari, ikiz DNA’larinin enzim kesimi
sonrasinda RAPD-PCR analizleri yapilmasi ic¢in kullanildi. PCR bilesenleri ve
konsantrasyonlar1 Tablo 3.5’te, PCR basamaklarinin sicaklik ve siireleri Tablo 3.6°da

verilmistir.
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Tablo 3.5: RAPD-PCR bilesenleri ve konsantrasyonlari

Reaksiyon bilesenleri | Kullamlan hacim (ul) | Son Konsantrasyon
Tampon 25 1X
MgCl, 2.5 25mM
dNTP 2 10 mM
DNA polimeraz 0.2 05U
RAPD primeri 1 10 uM
DNA (25 ng/ul) 2 2 ng/ pl
Steril dH,0 14.8 -
Toplam 25 ul
Tablo 3.6: RAPD-PCR kosullari
derllgaatsiil::sg;ﬁnu Denatiirasyon bapg":anslifla Uzama qu;r?]a Rezlo(riigon
Sicaklik (°C) 94 94 34 72 72 10
( diﬁiria) 2 0.5-1 0.5-1 2 15 .
Dongii sayisi 1 40 1 1

3.6. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI.

Tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizi bireyler kendi aralarinda karsilagtirildi. Bireylerin
Hpall kesimi sonrast RAPD iiriinleri ve Mspl kesimi sonrast RAPD firtinleri kendi
icinde degerlendirildi. Hpall enzimi metilasyona duyarli oldugu i¢in bu enzimle kesilen
DNA’larin RAPD fiiriinlerindeki farkliliklar metilasyon degisimleri; MspI kesimi sonrasi
RAPD iiriinlerindeki farkliliklar ise genomik polimorfizm olarak kabul edildi (Khulan
ve dig., 2006). RAPD diriinlerinin elektroforezi sonrasi gozlenen homomorfik ve
polimorfik bantlar sayilarak tablo halinde gosterildi. Bu degerlerden yararlanilarak

polimorfizm oranlar1 hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. DENEKLERIN ANALiZ FORMLARININ DEGERLENDIRILMESI

32 tek yumurta ikizi ve 16 ¢ift yumurta ikizi bireylerinin doldurduklar1 formlara gore,
yasantilarina dair 6nemli olan bilgiler tablo seklinde degerlendirildi (Tablo 4.1 ve Tablo
4.2).

Tablo 4.1: Cift yumurta ikizlerinin anket formlarinin degerlendirilmesi

3 3} wé’;"?’-‘ m§§ %EE;% 2 §= m§=
X 2| #| 88258 Bo2% |888%%| 59ES S ES
5 S|~ |ZgS5E8| TELF Egs3f| ETsSF | FEF
a o i -Sr-ld g3 VAR E 2 E z
Cr/‘gt E(i)geg Evet | Haywr | Evet | Hayir | Evet | Hayir | Evet | Haywr | Evet | Hayir
C0l | K |11 X X X X X
! ¢C02 | K |11 X X X X X
¢C-03 | E | 36 X X X X X
2 C-04 | E | 36 X X X X X
¢C-05 | E | 23 X X X X X
3 ¢C-06 | E | 23 X X X X X
¢C-07 | E |12 ] X X X X X
4 ¢C-08 | E |12 ]| X X X X X
C-09 | K| 20 X X X X X
S C-10 | E | 20 X X X X X
C-11 | K | 25 X X X X X
6 C-12 | E | 25 X X X X X
C-13 | K | 46 X X X X X
! C-14 | E | 46 X X X X X
¢C-15 | K | 35 X X X X X
8 ¢-16 | K | 35 X X X X X

K: Kadin, E: Erkek
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Tablo 4.2: Tek yumurta ikizlerinin anket formlarinin degerlendirilmesi

enw
JoAriueny
eJebis

Hayir

Evet

¢hw
JoATIueny
et
A1q IPRInS

Hayir

Evet

PALII
Ipui[ey znaew
eaejuele
Jipfeohpel
/ reseAwny|

Evet | Hayir

Juu
Jea Aaaiq
ue|o Jasuey|
9pallvY

Evet | Hayir

PALLIIR TN

Aa11q uejo

ngnpnzoq
M1euab
3ps|IvY

Hayir

Evet

Sex

24
24

20
20
39
39
28
28
40
40
38
38
17
17
40
40
57

57

32

32

25
25
25
25

14
14

30
30

1AIsUID

J8pjausQ

Birey
kodu

T-01
T-02
T-03
T-04
T-05
T-06
T-07
T-08
T-09
T-10
T-11
T-12
T-13
T-14
T-15
T-16
T-17
T-18
T-19
T-20
T-21
T-22
T-23
T-24
T-25
T-26
T-27
T-28
T-29
T-30
T-31
T-32

Cift
no

10

11

12

13

14

15

16




34

4.2. GENOMIK DNA’NIN KALITATIF VE KANTITATIF ANALIiZi

Tek ve ¢ift yumurta ikizlerinden izole edilen DNA’lar %1’lik agaroz jelde kontrol
edildi. Ikizler Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°deki numara siralarna gore jele yiiklendi (Sekil
4.1, 4.2). Jel goriintiilerine gore elde edilen genomik DNA’lar CRED-RA y6nteminde
kullanilmasi i¢in yeterli bulundu. Jel goriintiisii elde edilmeden 6nce DNA’lar uzun bir

stire -20°C’de bekletildigi i¢in kirtlmistir.

M c_% C-02 ¢-03 %4 C-05 C-06 C-07 C-08 C-09 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14 C-15C-16
(v o] bl bl b el b N W W e B e

—

Sekil 4.1: Cift yamurta ikizlerinden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jelde UV 151k
altindaki gortiniimleri, M: 1 kb marker

M T-01 T-02 T-03 T-04 T-05 T-06 T-07 T-08 T-09 T-10 T-11 T-12 T-13
H-.‘d\-d\-.-uh......H,q.u-a-

e
AT

T-16 T-17 T-18 T-19 T-20 T-21 T-22 T-23 T-24 T-25 T-26 T-27 T-28
~uuuuuuﬂuu_-

M T-29 T-30 T-31 T-32
| I S

L
—

Sekil 4.2: Tek yumurta ikizlerinden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jelde UV 151k
altindaki goriiniimleri, M: 1 kb marker
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Elde edilen genomik DNA’larin miktarlari, spektrofotometrik dl¢iim sonucu 0.65 pg/pl
ile 1.4 pg/ul arasinda hesaplanmistir. Enzim kesiminde gereken DNA konsantrasyonu

(0.25 pg/ul) igin, her 6rnek uygun oranda sulandirilmistir.

4.3. RAPD-PCR OPTIMIiZASYONU BULGULARI

PCR sonucu en ¢ok bant veren primerlerin secilmesi igin ¢ift yumurta ikizlerine ait
genomik DNA kullanildi. Denenen 20 primerden, 6 tanesi (primer no 5, 12, 14, 15, 16,
17) hi¢ bant olusturmadi. Diger 14 primerden sadece 7 numarali primer (OPCO0S5)
sonuclarin degerlendirilebilmesi agisindan yeterli miktarda ve kalitede bant olusturdugu

i¢in bu primer ile CRED-RA deneylerine devam edildi (Sekil 4.3).

G-13 G-14 G-13 G-14 G-13 G-14 C01 G02 G-01 G-02 G-01 G-02 M

B —

—_— —
—

Primer 2 Primer 7 Primer 8 Primer 6 Primer 8 Primer 18

T-15 T-16 T-21 T-22

C.

Sekil 4.3: Bazi farkli primerler ile yapilan RAPD-PCR sonucu jelde gbzlenen bantlar. M:
Marker, C: Cift yumurta ikizi, T: Tek yumurta ikizi. Cift yumurta ikizi DNA’larimin farkl
primerlerle rastgele ¢ogaltimi sonucu elde edilen bantlar (a, b) ve tek yumurta ikizi DNA’larinin
7 numarali primerle ¢ogaltimi sonucu elde edilen bantlar.

RAPD-PCR calismalarinda en iyi sonu¢ veren 7 numarali primer ile farkli MgCl;
konsantrasyonlari denendi; bunun sonucunda 2.5 mM MgCl, son konsantrasyonun en
kaliteli bantlar1 verdigi gozlendi. Ayrica, RAPD-PCR sirasinda denatiirasyon ve primer

baglanma siiresinin 30 saniye olmasi uygun gorildii.
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4.4. CRED-RA ANALIZi BULGULARI

4.4.1. Restriksiyon Enzim Kesimi Bulgular:

Her bir bireye ait genomik DNA’lar hem Hpall hem Mspl ile ayr1 ayr kesildi. Hpall
enzimi, tanima dizisinde metilasyon oldugu zaman kesim yapmadigi i¢in bu enzimle
kesilen DNA’lar, beklenildigi gibi jelde daha kalin bir bant gosterdi (Sekil 4.4 — 4.9).
Mspl enzimi metilasyona duyarli olmadig: i¢in daha fazla kesim yapt1 ve jelde “smear”

seklinde bir bant profili verdi.

C-01 C-02 C-03 G-04 C-05 C-06

Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl
-

—~ -

Sekil 4.4: C-01 — C-06 DNA’larinin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker

M C-07 C-08 C-09 C-10 M C-11 C-12 C-13 C-14
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

J— - —
=
——

Sekil 4.5: C-07 — C-14 DNA’larinin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker
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M T-01 T-02 T-03 M T-04 T-05 T-06
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl|  — Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

— -

-

Sekil 4.6: T-01 — T-06 DNA’larimin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker

M T-07 T-08 T-09 T-10 T-11 T-12
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

- T
-
- -

Sekil 4.7: T-07 — T-12 DNA’larinin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker

M T-13 T-14 T-15 T-16 T-17 T-18
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

Sekil 4.8: T-13 — T-18 DNA’larinin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker



38

T-19 T-20 T-21 T-22 T-23 T-24
Hpall Mspl Hpsll Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

i — o - - -

Sekil 4.9: T-19 — T-24 DNA’larinin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker

T-25 T26 T27 _T28 _T29 T30 T3 [
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl LD M e

—— - - [e—

Sekil 4.10: T-25 — T-32 DNA’lariin Hpall ve Mspl ile kesimi sonucu elde edilen jel goriintiisii.
M: 1 kb marker

4.4.2. CRED-RA Analizi Kapsaminda RAPD-PCR Bulgulari

Restriksiyon enzimleri ile ayr1 ayr1 kesilmis orneklerin, OPCO5 primeri ile rastgele
cogaltimi sonucu, ¢ift yumurta ikizlerinin profillerinde belirli farklar gozlenmistir. Sekil

4.11°de 1 numarali ¢ifte ait jel fotografi verilmistir.

CRED-RA yontemi uygulanan bazi tek yumurta ikizlerinde farkli bantlar elde edildi.
Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da farkli bant gbzlenen bazi1 tek yumurta ikizlerine
ait CRED-RA analizi sonucundaki jel goriintiileri verilmistir. Belirgin olarak farkli
bantlar beyaz ok ile belirtilmistir. Biitiin ¢iftlere ait jel goriintiilerindeki bantlarin sayisi
Tablo 4.3 ve 4.4’te verilmistir.
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C-01 C-01 C-02 ﬁ:
H M \
,_, vl

—
—

—

Sekil 4.11: 1 numarali ¢ift yamurta ikizlerinin (C-01 ve C-02 bireyleri) DNA’lar1 ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. ilk kuyuda 1 kb DNA Ladder, H: Hpall kesimi yapilmig
ornek, M: Mspl kesimi yapilmig 6rnek.

T-03 T-03 T-04 T-04
H M H M
- >

—

Sekil 4.12: 2 numarali tek yumurta ikizlerinin (T-03 ve T-04 bireyleri) DNA’lar1 ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. ilk kuyuda 1 kb DNA Ladder, H: Hpall kesimi yapilmis
ornek, M: Mspl kesimi yapilmis 6rnek.

T-05 T-05 T-06 T-06
M H

Sekil 4.13: 3 numarali tek yumurta ikizlerinin (T-05 ve T-06 bireyleri) DNA’lar1 ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. ilk kuyuda 1 kb DNA Ladder, H: Hpall kesimi yapilnus
ornek, M: Mspl kesimi yapilmis 6rnek.
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T-09 T-09 T-10 T-10
H M H M

- &
- -

Sekil 4.14: 5 numarali tek yumurta ikizlerinin (T-09 ve T-10 bireyleri) DNA’lar1 ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. H: Hpall kesimi yapilmis 6rnek, M: Mspl kesimi
yapilmig 6rnek.

T-11 T-11 T-12 T-12
M H I\ |

Sekil 4.15: 6 numarali tek yumurta ikizlerinin (T-11 ve T-12 bireyleri) DNA’lar1 ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. ilk kuyuda 1 kb DNA Ladder, H: Hpall kesimi yapilmig
ornek, M: Mspl kesimi yapilmis 6rnek.

T-19 T-19 T-20 T-20
H | 5| M

« «

Sekil 4.16: 10 numarali tek yumurta ikizlerinin (T-19 ve T-20 bireyleri) DNA’lari ile yapilan
CRED-RA sonucu elde edilen bantlar. ilk kuyuda 1 kb DNA Ladder, H: Hpall kesimi yapilnus
ornek, M: Mspl kesimi yapilmis 6rnek.
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Tablo 4.3: CRED-RA analizi sonucu tek yumurta ikizlerinde gozlenen bant sayilart

Hpall Mspl Toplamdaki Toplamdaki
. ) Kesimi Kesimi Polimorfik Homomorfik % Polimorfizm
Cift | Birey Sonrasi Sonrasi Bant Sayisi Bant Sayisi
No | Kodu Toplam Toplam
Bant Sayist | Bant Sayist Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl

T-01 8 6

1 1 0 7 6 12.5 0
T-02 7 6
T-03 3 5

2 1 2 3 4 25 33
T-04 4 5
T-05 8 4

3 3 1 5 4 37.5 20
T-06 6 5
T-07 8 5

4 6 0 6 5 50 0
T-08 8 5
T-09 7 2

5 2 0 5 2 28.6 0
T-10 5 2
T-11 9 7

6 0 2 9 5 0 28.6
T-12 9 5
T-13 10 8

7 1 1 10 7 9.1 12.5
T-14 11 7
T-15 8 5

8 0 1 8 5 0 16
T-16 8 6
T-17 13 6

9 4 0 9 6 30.7 0
T-18 9 6
T-19 9 7

10 4 2 5 5 44 28.6
T-20 5 5
T-21 8 5

11 0 2 8 4 0 33
T-22 8 5
T-23 13 10

12 1 0 12 10 7.7 0
T-24 12 10
T-25 7 4

13 2 0 7 4 22 0
T-26 9 4
T-27 10 4

14 1 0 9 4 10 0
T-28 9 4
T-29 12 8

15 0 0 12 8 0 0
T-30 12 8
T-31 13 9

16 T2 1 8 1 1 12 8 7.7 11
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16 ¢ift tek yumurta ikizine ait CRED-RA analizleri sonucunda giftlerin 12’sinde Hpall

kesimi sonrast degisik oranlarda polimorfizm goézlendi. Ciftlerin 8 tanesinde Mspl

kesimi sonrast polimorfizm saptandi. 9 ¢iftte Hpall polimorfizmi, MspI’e oranla daha

yiiksek gozlenirken; 6 ¢iftte ise Mspl polimorfizminin Hpall’ye oranla daha yiiksek

oldugu bulundu.

Tablo 4.4: CRED-RA analizi sonucu ¢ift yumurta ikizlerinde gézlenen bant sayilari

Hpall Mspl Toplamdaki | Toplamdaki %
Bire Kesimi Kesimi Polimorfik | Homomorfik Polimorfizm
Cift No Kodz Sonrasi Sonrasi Bant Sayisi Bant Sayisi
Toplam Toplam
BantpSay1s1 BantpSay1s1 Hpall | Mspl | Hpall | Mspl | Hpall | Mspl
C-01 10 9
1 02 - . 3 1 7 8 30 11
C-03 9 6
2 o1 m 5 4 0 8 6 25 0
C-05 9 6
3 06 - 5 2 0 7 6 22 0
Cc-07 12 7
4 08 m 5 1 1 11 6 8.3 14.3
C¢-09 5 4
5 10 5 p 0 0 5 4 0 0
c-11 8 6
6 o1 0 5 2 0 8 6 20 0
C-13 9 5
7 1 1 8 4 11.1 20
C-14 8 4
C-15 8 7
8 16 s 5 0 1 8 6 0 14.3

8 ¢ift yumurta ikizine ait CRED-RA analizleri sonucunda ciftlerin 6 tanesinde Hpall

kesimi sonrast degisik oranlarda polimorfizm gozlendi. Ciftlerin 4 tanesinde Mspl

kesimi sonrast polimorfizm saptandi. 4 ¢iftte Hpall polimorfizmi, MspI’e oranla daha

yiiksek gozlenirken; 2 ¢iftte ise Mspl polimorfizminin Hpall’ye oranla daha yiiksek

oldugu bulundu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Epigenetik degisimler, DNA dizisinde degisim olmadan meydana gelen kalitilabilir
modifikasyonlardir. Bu degisimleri baslatan ve koruyan temel molekiiler mekanizmalar
histon modifikasyonlari ve DNA metilasyonlaridir. Bu mekanizmalar birlikte ¢alisarak,
DNA’nin kromatin halinde paketlenmesini ve bdylece genlerin anlatimini diizenler
(Jaenisch ve Bird, 2003; Bjornsson ve dig., 2004). Kompleks organizmalarda genetik
bilgi tiim hiicrelerde ayni iken epigenetik degisimler dokulara gore farklilik gdsterir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda bu degisimlerin sadece yavru hiicrelere degil, sonraki
jenerasyonlara da aktarildigi gozlenmistir (Rakyan ve dig, 2002; Anway ve dig, 2005;
Pembrey ve dig, 2006).

Bu tez calismasinda 32 tek yumurta ve 16 ¢ift yumurta ikizinde DNA metilasyonlar1
CRED-RA “Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification” ydntemi
ile karsilastirmali olarak incelendi. 20 adet rastgele se¢ilmis primer igerisinde RAPD
caligmalarinda iyi yanit veren OPCO05 (5’-GATGACCGCC-3’) primeri, DNA’nin Hpall

ve Mspl kesimi sonrast RAPD analizinde kullanild.

Analizler sonucunda 4 tane ¢ift yumurta ikizinde (1, 2, 3 ve 6 numaral ¢iftler), Hpall
kesiminde polimorfizm, Mspl kesimine oranla belirgin derecede farkli bulunmustur
(Sekil 5.1). Cift yumurta ikizlerinde bu beklenen bir durumdur. Bu ikizler farkl
zigotlardan olustuklart i¢in; hem genomik polimorfizmin hem de epigenetik
polimorfizmin, tek yumurta ikizlerine oranla daha yiiksek derecede olmasi
beklenmektedir. Elde edilen sonuglar, bu ¢ift yumurta ikizleri arasindaki metilasyona
bagli epigenetik degisikliklerin, niikleotid degisimlerinden kaynaklanan genomik
polimorfizmden daha yiiksek olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte; diger 3 ¢ift
yumurta ikizinde (4, 7 ve 8 numarali giftler) Mspl kesimindeki polimorfizm orani
Hpall’ye oranla daha yliksek saptandigindan dolayi, bu ¢iftler arasindaki metilasyona
bagli epigenetik polimorfizm, genomik polimorfizmden daha diisiik oranda meydana

gelmis olabilir. 5 numarali ¢ift yumurta ikizinde ise hi¢ polimorfizm gdézlenmemistir.
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Bunun nedeni, sonuglarin degerlendirilebilmesi icin yeterli sayida bant olugsmamasi

olabilir. Bu sonug¢ deneysel bir hata olarak yorumlanabilir.

35,00
30,00
25,00 4+
20,00 H [ ] @ Hpall
15,00 1 @ Mspl
10,00 H
5,00 H
0,00 : : : : : : :

11 12 20 23 25 35 36 46

Yas

% Polimorfizm

ekil 5.1: Cift yumurta ikizlerinde yasa gore % polimorfizm oranlari
yu yasa g p

Tek yumurta ikizlerinde genomik bilgi ¢ok yiiksek oranda benzerlik gostermesine
karsin 16 tek yumurta ikizi ciftinden 9’unda (%56.2) belirgin sitozin metilasyonu
farkliliklar1 gozlendi (Sekil 5.2). 80 tek yumurta ikiz cifti ile yapilan bir galismada,
ikizlerin yaklasik %33’linde DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu farkliliklarinin
saptandigi belirtilmistir (Fraga ve dig., 2005). Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar
da ikizler arasindaki sitozin metilasyonlarinin belirgin olarak farkli oldugunu
gostermistir. Fraga ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada bulduklar1 polimorfizm
oraninin bizim sonuglarimizdan diisiik olmasinin nedeni denek sayisinin fazla

olmasindan kaynaklaniyor olabilir.

60
50
40
30 -
20 -

i = nls 5

6 9 14 17 20 24 25 25 28 30 32 38 39 40 40 57
Yas

_ m Hpall
O Mspl

% Polimorfizm

Sekil 5.2: Tek yumurta ikizlerinde yasa gore % polimorfizm oranlart
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Bu tez ¢alismasinda yapilan analizler sonucunda, 6 tek yumurta ikizi ¢iftinde (2, 6, 7, 8,
11, 16 numarali ciftler) Mspl kesimi sonucunda gozlemlenen polimorfizm, Hpall
kesimi sonucunda gézlemlenen polimorfizmden daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglar,
bu bireyler arasindaki genomik polimorfizmin epigenetik polimorfizmden daha yiiksek
olabilecegini gdstermektedir. 7 numaral ikiz ciftinin anket formundaki degerlen-
dirmelere gore bireylerden biri (T-13) kimyasal ajana maruz kalirken, digeri
kalmamistir. Bu kimyasal ajana maruz kalinmasi sonucunda, enzim tanima bolgesinde
olusan bir mutasyon sonucunda kesim yapilamamis ya da metilasyon azalmasi meydana
gelmis olabilir. Yapilan caligmalarda, metilasyon azalmasmin kanser olusumunu

tetikledigi saptanmustir (Ehrlich, 2002; Eden ve dig., 2003).

1, 3, 4,5,9, 10, 12, 13 ve 14 numaral tek yumurta ikizi ¢iftlerinde, Hpall kesimi
polimorfizmi, Mspl kesimi polimorfizmine oranla daha yiiksek gozlenmistir. Bu
bireylerde metilasyona bagli epigenetik polimorfizmin, niikleotid degisimlerine bagh
genomik polimorfizmden daha yiiksek oranda oldugu soOylenebilir. En yliksek
polimorfizmin goriildiigii bireyler (4, 5, 9, 10 ve 13 numarali giftler) sigara, ilag
kullanim1 ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi ¢evresel kosullar bakimindan farklilik
gostermektedirler. Sigara kullaniminin metilasyon diizeyini etkiledigi daha Onceki
caligmalarda da kanitlanmistir (Kim ve dig., 2001). Bizim sonuglarimiz da bu bulgulari
desteklemektedir. 4, 5 ve 10 numarali giftlerin bireyleri arasinda ila¢ kullanimi
bakimindan farklilik goriilmektedir. Bu ¢iftlerin bireylerinden biri siirekli bir ilag (2
yildan fazla) kullaniyor iken, digeri kullanmamaktadir. Kullanilan ilaglarin etken
maddeleri farkli olmasina ragmen, metilasyon seviyelerinde diger deney ciftlerine gore
daha ¢ok farklilik gozlendi. Cesitli madde kullanimmin metilasyon seviyesinde
degisikliklere neden oldugu bilinmektedir. Ornegin 5-azasitidin (Vidaza) ve 5-aza-2’-
deoksisitidin (Decitabine), DNA metiltransferazlara baglanarak inhibe eder (Goffin ve
Eisenhauer, 2002) ve metilasyon azalmasi ile birlikte apoptoz gelisimi gozlenir
(Kiziltepe ve dig., 2007). Bu ilaglar kanser tedavilerinde de kullanilmaktadir
(Christman, 2002). Tez ¢alismasindaki bireylerin kullandigi ilaglarla daha Once
metilasyon diizeyindeki degisiklikleri saptamaya yonelik analizler yapilmamis oldugu

i¢in elde edilen sonuglarin dogrulugu literatiir bilgileriyle desteklenememektedir.
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Tek yumurta ikizleri ayni genotipi tasimalarina karsin degisik fenotipik durumlar;
ornegin hastaliklara yatkinlik farkliliklart gosterirler. Yapilan bir c¢alismada, tek
yumurta ikiz ¢iftlerinden biri saglikli iken digerinde bir gendeki imprinting
bozuklugunun Beckwith-Wiedemann sendromuna yol agtig1 saptanmistir (Weksberg ve
dig., 2002). Bu farkliliklarin ¢esitli agiklamalar1 olabilir; bunlarin en 6nemlilerinden biri
epigenetik farkliliklarin olugmasidir. Bu calismada tiim genom diizeyinde lokus
Ozgiinligii olmadan gozlemler yapilmistir. Lenfositlerden elde edilen genomik
DNA’larda sitozin metilasyonlarinda farkliliklar izlenmistir. Fraga ve dig., (2005) tek
yumurta ikizleri iizerinde yaptiklar1 calismalarda yasa bagli olarak metilasyon profili
farkliliklarinin arttigini saptamislardir. Bu tez galismasinda denek olarak 6-57 yas
arasinda 14 erkek ve 18 kadin tek yumurta ikizi kullanilmistir; ancak yasa bagli olarak
artan bir farklilik gozlenememistir. Bununla birlikte, Eckhardt ve digerlerinin (2006)
yaptig1 baska bir ¢alismada, 2 farkli yas grubu ile ayni yastaki kadin ve erkek
grubundaki DNA metilasyonu farkli dokularda (karaciger, iskelet kasi ve kalp kast)
karsilagtirilmis ve yas veya cinsiyetin metilasyon farklilig1 {izerine anlamli bir etkisinin
olmadigr saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglarla beraber, DNA metilasyonu
arastirmalarinin genom diizeyinde veya tek bir gene 6zgli yapilmasinin ve kullanilan

yontemin duyarliliginin metilasyon farkliliklarini saptamada etkili oldugu sdylenebilir.

Epigenetik degisimleri etkileyen faktorler arasinda maruz kalinan kimyasallar, beslenme
bigimi, sigara tiikketimi ve benzeri i¢ ve dis faktorler sayilabilir. Bu etkilesimler sonucu
her bir doku ve hiicre 6rneginde farkli metilasyon profilleri olusabilir. Kaminsky ve
dig., 2009°da insandaki kompleks hastaliklar iizerinde ¢alisirken 114 tek ve ¢ift yumurta
ikizlerinde lenfositler, ag1z i¢i epitel hiicreleri ve gut biyopsilerinde karsilagtirmali array
temelli epigenetik analizler yapmislardir. Analizler sonucunda, 6000 bdlgede epigenetik
metastabilite gozlemisler ve tek yumurta ikizleri arasindaki en biiyilk metilasyon
farklihigini agiz i¢i epitel hiicrelerinde izlemislerdir. Dolayisi ile epigenetik analizlerde
elde edilen sonuglar hiicre, doku ve organ tipine gore de farkliliklar gosterebilmektedir.
Caligma, bireysel epigenomlarin her bir zigot i¢in farklilik gdsterdigini de kanitlamistir.
Bu tez ¢alismasinda da ikizlere ait lenfosit hiicreleri, metilasyon farkliliklar1 bakimindan
her birey igin ayr1 ayr1 incelendi ve ¢alisilan primer ile tek yumurta ikizlerinin

%56.2’sinde epigenetik farklilik gézlendi.
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Bu ¢alisgmadan elde edilen sonuglar gesitli literatiir bilgileri ile benzerlik gostermesine
karsin; bazi ¢iftlerde beklenmeyen sonuglar gdzlenmistir. Ornegin, baz1 tek yumurta
ikizlerinde genomik farklilik epigenetik farkliliktan daha yiiksek gézlenirken, bazi c¢ift
yumurta ikizlerinde genomik farklilik daha az g6zlenmistir. Bu durumun ¢esitli
nedenleri olabilir. Calismada kullanilan yontem, restriksiyon enzimi temellidir. Sadece
restriksiyon enziminin tanima bdolgesindeki metilasyon durumuna goére sonug
verebilmektedir. Genomda bagka bolgelerde daha farkli metilasyon oranlar
gozlenebilir. Enzim kesimi sonrasi uygulanan RAPD yontemi de tekrarlanabilirligi
diisiik oldugu i¢in hatalar verebilmektedir. Bunlarin disinda, DNA’nin kirilmast veya
pipet hatalar1 gibi deneysel hatalar da olmus olabilir. Deneyde tek yumurta ikizleri
kullanilirken genomik bilgileri ayn1 olarak kabul edilmistir; ancak yapilan
arastirmalarda tek yumurta ikizlerinde tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ve DNA
kopya sayis1 farkliliklart (CNV) bulundugu saptanmistir (Bruder ve dig., 2008). Bunun
yant sira, analizler i¢in ikizlerin tam zigositesi, monokoryonik olup olmadigi ve

ikizlerin ayrilma zamanlar1 da epigenetik degisimler agisindan 6nemlidir.

Bu calismanin, ikizler arasinda goriilen diskordansin anlasilmasina ve hastaliklarin belli
fenotipinin olusmasindan sorumlu epigenetik faktorlerin aragtirllmasina katkilar
saglamasi beklenmektedir. Calismanin devaminda, daha ileri tekniklerle, ikizlerden
veya tek bireylerden farkli zamanlarda ornekler alinarak, zaman igindeki epigenetik
degisimler ve fenotipik farkliliklar karsilagtirilabilir. Normal ve hastalikli dokulara 6zgii
metilom analizleri ile hastaliklarin epigenetik temeli arastirilabilir. Bu konudaki

caligmalar, epigenetik tedavi yollar1 gelistirilebilmesi i¢in de 6nem tasimaktadir.
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