MUSBED 2014;4(3):182-192
DOI: 10.5455/musbed.20140826121007

Derleme / Review

Klotho Geni, Yaslanma ve DNA Metilasyonu

Elif Caglayan', Kadir Turan?

'Kartal Kosuyolu Yiiksek ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi, istanbul - Tiirkiye
Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri B&limij, istanbul - Tiirkiye

Yazisma Adresi / Address reprint requests to: Kadir Turan
Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, Temel Eczacilik Bilimleri Boliimii, 34668, Uskiidar, istanbul - Tiirkiye
Elektronik posta adresi / E-mail address: kadirturan@marmara.edu.tr
Kabul tarihi / Date of acceptance: 26 Agustos 2014 / Augst 26, 2014

OzET
Klotho geni, yaslanma ve DNA metilasyonu

Dogal bir stire¢ olan yaslanma, zamanin akisi icerisinde canli organizma-
da gorilen anatomik ve fizyolojik degisiklikler olarak kendini gosterir.
Yaslanma stirecinde hem ¢evresel hem de genetik faktorler etkili olur.
Genetik faktorler arasinda farkli metabolik yolaklari kontrol eden birgok
gen yer alir. Bu derlemede ele alinan Klotho (kl) geni bunlardan sadece
biridir. KI geni ilk kez farelerde saptanmis ve bu genin islev gérememesi
halinde erken yaslanma belirtilerinin ortaya ¢iktigi ve farelerin kisa 6mdr-
10 oldugu gorulmistir. Yakin tarihli calismalar kI geni anlatiminin DNA
metilasyonu ile epigenik olarak kontrol edildigi yoniinde sonugclar ortaya
koymaktadir. Heniiz yayinlanmamis bir calismamizda da DNMT enzim-
lerinin insan kI geni anlatimi (zerinde baskilayici etkiye sahip oldugu
saptanmistir. insan kl geninin isleyis mekanizmasinin aydinlatiimasinin,
Kl proteininin anlatim diizeyine bagh olarak ortaya cikabilecek saglik
problemlerinin gideriimesinde daha giivenilir ydntemlerin izlenmesine
olanak saglayacagi kanisindayiz.

Anahtar sozciikler: Klotho, yaslanma, DNA metilasyonu, DNMT enzimleri

ABSTRACT
Klotho gene, aging and DNA methylation

Aging is a natural process, which shows itself as anatomical and
physiological changes in living organisms in the course of time. There
are both environmental and genetic factors affecting the aging process.
Within the genetic factors, several genes controlling different metabolic
pathways involve in the aging process. Klotho (ki) gene, that is the
subject of this review, is just one of genetic factors. KI gene was first
identified in mice and it was shown that dysfunction of this gene causes
premature aging symptoms and short-lived of the mice. Recently, it
was reported that kI gene could be epigenetically controlled by DNA
methylation. In our unpublished study, we showed that DNMT enzymes
have down-regulatory effects on human kI gene expression. We believe
that elucidating the regulation mechanism of the human k/ gene allows
us more reliable methods to be followed for eliminating health problems
that may arise due to low expression of Kl protein.
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GiRiS

Yaslanma, zaman icerisinde canlinin gevre ile olan iligki-
lerinde dengelerinin ¢evre lehine sonuclandigi bir strectir.
Bu stirecin ilerleyis hizi canlinin cevre ile olan etkilesimi ve
kendi kalitsal 6zelliklerine bagl olarak degisir. Bu nedenle,
yaslanma olayi ortalama belirli bir siireg icerisinde ilerlese
de, s6z konusu cevresel ve kalitsal faktorlere bagl olarak
kimi bireyler daha hizli, kimisi ise daha gec yaslanir. insanlar
icin yaslanma sirecini etkileyen cevresel faktorlerin basin-
da beslenme aliskanligi ve kalitesi, icki ve sigara aliskanhg,
yasanilan ortamin kalitesi (hava ve su gibi) gelmektedir.
Genetik faktorler ise oldukga karmasiktir. Farkli metabolik
yolaklarla ilgili bircok gen bu siireci pozitif ya da negatif
yonde etkilemektedir. Genetik faktorler insan dmriind yak-
lasik %25 oraninda etkileyebilmektedir. Bu da 60 yil olan
minimal yasam limitinin 75 yila ctkmasi anlamina gelmekte-
dir (1). Yasam siiresinin uzamasinda etkili olan genleri; lipid-

protein metabolizmasinda rol alan proteinleri kodlayan
genler (Apolipoprotein E-APOE geni), biiylime faktorii/insi-
lin-benzeri buyime faktérd 1/insilin (GH/IGF-1/INS) sinyal
yolaginda is goren genler, DNA hasari sinyalizasyonu ve
onarimi ile ilgili genler ve pro/antioksidan yolaklarinda is
goren genler olarak gruplandirmak mimkindr (2).

Gesitli hayvan modelleri ile yapilan ¢alismalar sonucun-
da GH, GPX1, Foxo, KL, GHRHR, POLB, RAD52, INS ve TP53 gibi
aday genlerin ekspresyonundaki artis ya da azalmanin
organizmanin émriini etkiledigi ortaya konmustur (3-11).
insanlarda, bazi genetik varyasyonlarin insan émrii ile iliski-
li oldugu rapor edilmektedir. Bu genler GH/IGF-1/INS yolagi
ile iliskili IGF1R, GHR ve FOXO3A; DNA hasari sinyali ve ona-
rim yolagu ile iliskili WRN, MLH1 ve TP53 ve pro/antioksidan
yolagu ile iliskili SOD1, SOD2 ve PONT gibi genlerdir (12-18).
Yaslanma siireci ile iliskili olabilecek genler Tablo 1'de veril-
mistir. Bu derlemede, yaslanma ile ilgili oldugu saptanan
genetik faktorlerden sadece K/ geni ele alinmistir.
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Tablo 1: Yaslanma siireci ile dolayli ya da direkt iliskilendirilen genler

Gen Sembolleri Genlerin Agik Adi

APOE Apolipoprotein E

DNMT DNA Metil Transferaz

FGF23 Fibroblast Blytime Faktorii 23 / (ing. Fibroblast Growth Factor 23)

FGFR Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptorii / (ing. Fibroblast Growth Factor Receptor)
FOXO (ing. Forkhead Box O)

GH Buylime Hormonu / (ing. Growth Hormone)

GHR Biiyiime Hormonu Reseptorii / (ing. Growth Hormone Receptor)

GHRHR Bliylime Hormonu Serbestlestirici Faktor Reseptorii / (ing. Growth Hormone Releasing Hormone Receptor)
GPX1 Glutatyon Peroksidaz 1/ (ing. Glutathione Peroxidase 1)

IGF-1 instilin Benzeri Biiylime Faktérii 1/(ing. Insulin-like Growth Factor 1)

IGF1R insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii 1 Reseptérii / (ing. Insulin-like Growth Factor 1 Receptor)
INS insdilin

KI Klotho

MLH (ing. MutL Homolog)

POLB Polimeraz Beta

PON Paraoksonaz / (ing. Paraoxonase)

PTH Paratiroid Hormonu

RAD52 (ing. Radiation Sensitive 52)

SAM S-Adenosil Metiyonin

SOD Suiperoksit Dismutaz

TP53 TUimor Protein 53

WRN Werner Sendromu (ing. Werner Syndrome)

Klotho Geni ve Bu Gen Uzerinden Kodlanan
Proteinler

Kl geni ilk kez 1997 yilinda Kuro-o ve arkadaslari (19)
tarafindan farelerde tanimlanmistir. Bu gen bakimindan
kusurlu ve Klotho olarak tanimlanan bu fareler 3 haftaya
kadar normal gelisme gostermekte daha sonra gelismeleri
yavaslamakta ve yaslanma belirtilerindeki artisla birlikte 8-9
hafta icerisinde 6lmektedir. Klotho fareler, tipik yaslanma
fenotipleri olan ateroskleroz, ektopik kalsifikasyon, pulmo-
ner amfizem, deride atropi ve osteoporoz gibi 6zellikler
gostermektedir (19). Molekiler diizeyde yapilan analizler,
farelerde bu fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢cikmasinda 5. kro-
mozom (zerinde lokalize olan genin (k/ geni) normal islevi-
ni yapamadigini gostermistir (19). Bu gen, Yunan mitoloji-
sinde Ui¢ kader tanricasindan biri olan ve hayat ipligini egi-
ren Klotho'dan esinlenerek k/ geni olarak isimlendirilmistir
(19). Eski Yunanlilara gore, kisi dogar dogmaz kader onun
omir ipligini bikmeye baslar, giiniin birinde de keser ve o
anda da kisi 6lur. Zeus ile Themis'in kizlan olan kader tanri-
calarn Moira'lar (Moira: pay ya da pay veren anlamina gelir)
olarak adlandirilir (Sekil 1). Ug kiz kardes olan kader tanrica-
larindan birincisi Klotho'dur. Klotho sézcligu fiil olarak
“yasam ipligini egirmek” anlamina gelir. ikincisi Lakhesis'tir
ve anlami “yazgi"dir. Uglinclisii Atropos ise “geri adim

(http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fates_tapestry.jpg)
Erisim tarihi: 10.04.2014
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Sekil 2: insan kI geni (A) ve bu gen iizerinden alternatif islenme sonucu kodlanan memran bagli Kl proteini (B) ve salgilanan Kl proteini (C) yapisi.

Klotho geninin lokasyonu ‘LocusID-NCBI'a gore verilmistir.

atmaz’, “bildiginden sasmaz’, “bikilmez” anlamlarina gelir.
insanda, fare kI geni ile homoloji gésteren genin,
genomda 13. kromozomun g kolunda yer aldigi saptanmis-
tir (20). Bu gen tarafindan kodlanan insan Kl proteini fare
proteiniile % 86 oraninda ayni amino asitlerden olusmakta-
dir (20). Giinimuze kadar bu bdlge ile baglantil olarak her-
hangi bir erken yaslanma sendromu tanimlanmamistir.
Bununla birlikte insan yasam uzunlugu ve koroner arter
hastaligini da kapsayan yas ile ilgili hastaliklarin kI geni poli-
morfizmi ile baglanti gosterdigi rapor edilmistir (21,22).
insan kI geni 5 ekzon ve 4 introndan olusmakta ve 13.
kromozom lizerinde yaklasik 50 kilobaz cift'lik (kbg) bir bol-
geyi isgal etmektedir (20) (Sekil 2A). Kl geni lzerinden sen-
tez edilen mRNA’larin alternatif islenmesi sonucunda
membrana bagli ve salgilanan formda iki farkli KI proteini

sentez edilir. Bunlardan membrana bagli Kl proteini 130 kD
agirhginda 1012 amino asitten olusan tek-gecisli bir memb-
ran proteinidir. Digeri ise hiicrelerden ekstraseliler bélgeye
salinan ¢ozilinlr formda Kl proteinidir (20,23,24) (Sekil 2B ve
2C). Coziinir formda Kl proteini 549 amino asitten olusur ve
yaklasik 70 kD agirhgindadir. Membran Kl proteini amino-
terminalinde kisa bir sinyal dizisi, karboksi-terminalinde ise
transmembran bdlgesi tasir. Bu proteininin yaklasik 980
amino asitlik bir kismi ekstraseliiler bolgeyi olusturur. Hiicre
icerisinde kalan intraseliiler bolge ise sadece 21 amino asit-
lik kisimdir (19). Kl proteinin ekstraseliiler kismi, KI-1 ve KI-2
olarak adlandirilan iki internal tekrar bolgesinden olusur.
KI-1 ve KI-2 bolgeleri bakteri ve bitkilere ait -glukuronidaz
enzimlerine homolog dizilere sahiptirler (25). KI-1 ve KI-2
tekrarlari arasinda kalan bdlgede doért bazik amino asitler-

184 Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 4, Say: 3, 2014 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 4, Number: 3, 2014 - http://musbed.marmara.edu.tr




E. Caglayan, K. Turan

FGFR1c

Sekil 3: Transmembran Kl proteinin ekstraseliler bolgesinin ADAM metaloproteaz enzimleri tarafindan kesilmesi sonucu ¢6zliniir formda Kl
proteininin olusmasi (A). FGF23 hormonu icin Kl proteinin ko-faktor olarak islev gérmesi (B).

den olusan (Lys-Lys-Arg-Lys), proteolik kesim icin potansi-
yel hedef dizi yer alir (26).

Kl proteinin salgilanan formu ekstraseliiler KI2 tekrari,
transmembran bdélge ve intaseliiler bolgeyi tasimaz. Yapi-
lan son ¢alismalarda kan ve serebrosipinal sivilarda alterna-
tif islenme sonucu olusan ¢oézlinir formdaki Kl proteinine
go6re daha buyuk bir KI proteini saptanmistir (27). Bunun
membran Kl proteininin ekstraseliiler bélgesinin ADAM10
ve ADAM17 metaloproteaz enzimleri tarafindan kesilmesi
sonucu olustugu rapor edilmistir (26) (Sekil 3A).

Cesitli immiinolojik testler ile Kl proteinlerinin farkh
organ ve doku hicrelerindeki ekspresyonlari ve viicut sivi-
larindaki varliklar arastinlmistir. Farelerde yapilan calisma-
lar sonucunda, Kl proteininin baskin olarak bobrek hiicrele-
rinde ve beyinde koroid pleksus epitel hiicrelerinde sentez
edildigi, bununla birlikte hipofiz bezi, plasenta, iskelet kasl,
idrar kesesi, pankreas, testis, yumurtalik ve kolon hiicrele-
rinde de dislk diizeyde eksprese edildigi saptanmistir
(19,28,29). insan Kl proteininin de bébrek dokularinda bol
miktarda sentez edildigini, diger taraftan plasenta, prostat
ve ince bagirsak dokularinda da k/ gen ekspresyonunun
gerceklestigi ortaya konmustur (26). KI proteinin alternatif
islenme ya da ADAM metaloproteaz enzimleri ile kesim
sonucu olusan salgi formu serebrosipinal sivida, kanda ve
Urede tespit edilmistir (30).

Klotho Proteininin Fonksiyonlar

Arastirma sonuglari kI geninin, memelilerde yaslilk
sirecinde ve yaslanma ile ilgili hastaliklarda énemli rol

oynadigini gostermistir. Kl proteini seviyesinin azalmasi ile
yashlik benzeri fenotipler ortaya ¢ikar (19). KI geninin fazla
eksprese edilmesiyle yasam siireci %20-30 oraninda art-
maktadir (6). ilginc olan ise kI geni sinirli sayida dokularda
sentez edilmesine ragmen k/ geni hasar butiin doku ve
organlarda, bircok yaslilik benzeri fenotipin ortaya ¢ikmasi-
na sebep olmaktadir (19). Kl proteininin fazla miktarda sen-
tez edilmesi anlamli olarak oksidatif strese diren¢ kazandi-
rarak yaslanma siirecini yavaslatmakta ve yasam siiresini
uzatmaktadir (31).

Kl geni Uzerinden alternatif islenme sonucunda sentez
edilen transmembran Kl ve ¢6ziiniir formdaki Kl proteininin
farkli islevlere sahip oldugu saptanmistir. Transmembran Kl
proteini hiicre membranlarinda bulunan fibroblast bly-
me faktorii reseptorii (FGFR) ile kompleks olusturarak fib-
roblast blyiime faktori-23 (FGF23) hormonu icin ko-faktor
gorevi goriir (32,33) (Sekil 3B). FGF23 hormonu fosfat meta-
bolizmasindan sorumlu FGF protein ailesinin bir Gyesidir.
Kemik-iyon homeostazinda, paratiroid hormonu (PTH)/D
vitamini ekseninin temel diizenleyici etkenidir. Fakat son
bulgular FGF23-kemik/bdbrek ekseninin de iyon homeos-
tazinda bliyuk 6nem tasidigini ortaya koymustur. FGF23 en
fazla kemik iligi hiicrelerinde sentez edilmektedir. Buna ek
olarak timis bezi, beyin, dalak ve kaslarda da 6nemli dl¢lide
FGF3 eksprese oldugu saptanmistir (34). FGF23 hormonu
ylksek dlizeyde 1,25-dihidroksikolekalsiferol’e (kalsitriol)
tepki olarak 6zellikle kemik hiicreleri tarafindan salgilanan
FGF23 hormonu, renal fosfat atilimini hizlandirarak ve 1,25
dihidroksi vitamin D3 (1,25 - (OH) 2VD3)'lin serum diizeyini
dusirerek negatif fosfat dengesine yol acar. Bu noktada
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kemik hiicreleri (osteositler) de mineral dengesi agisindan
onemli bir islev Gstlenirler. FGF23 islev gorebilmesi icin
fonksiyonel ko-faktér olarak membran bagl Kl proteinine
bagimhdir. Dolayisiyla Kl proteini ya da FGF23 hormonu
sentezi ile ilgili defektler farelerde fosfat birikimine ve buna
bagli gelisen iyon dengesinin bozulmasi sonucunda erken
yaslanmaya ve 6lime yol agmaktadir (35).

Yapilan calismalar, dolasim hormonu gibi davranan
¢6zlnir formdaki Kl proteinin de degisik islevlere sahip
oldugunu ortaya koymustur. Céziinlr Kl proteininin iyon
transportu (36,37), Wnt sinyal yolagi (38), anti-renin/anjiyo-
tensin sistemi (39) lizerinde etkili oldugu, yaslanmayi énle-
yici (40) ve anti-oksidan (41) 6zellik tasidigi ileri stirilmekte-
dir. Bunlara ek olarak, bobreklerde 1a-hidroksilazi baskila-
yarak bobreklerde kalsiyum metabolizmasinin diizenlen-
mesinde (42) ve paratiroid bezinde PTH sentezinin diizen-
lenmesinde (43) de rol almaktadir.

Klotho Geni ve Metilasyon

Ozellikle farelerde yapilan arastirmalar Kl proteininin
etki mekanizmalari hakkinda énemli ipuglari vermistir.
Diger taraftan Kl proteinini kodlayan kI geninin isleyisini
dizenleyen mekanizmalar hakkindaki calismalar son yillar-
da hiz kazanmistir. Bu baglamda, Turan ve Ata'nin (44) yap-
tig1 calismada, lusiferaz ve yesil floresan protein (GFP) gen-
lerinin insan kl geni promotdr bolgesini de kapsayan yakla-
stk 2 kb¢'lik yukari bolgesinin kontroliinde klonlanarak
belirte¢ (reporter) vektorler olusturulmus ve bu modeller
Uzerinde hiicre disi faktorlerin (iyon konsantrasyonundaki
degismeler, cesitli blyiime faktorleri ve hormonlar) ve 6zel-
likle apoptozda rol alan hiicre ici faktorlerden p16, p21 ve
p53 proteinlerinin kil gen anlatimina etkileri arastirimistir.
Bununla birlikte kI geninin regiilasyonu hakkinda ¢ok fazla
bilgi mevcut degildir. Yakin tarihte yayinlanan bir ¢alisma-
da, CpG adalari bakimindan ¢ok zengin olan promotor bol-
gesinin metilasyonu ile epigenetik olarak bu genin kontrol
edilebilecegi yoniinde bulgular rapor edilmistir (45). Bu
bakimdan k/ geninin reglilasyonunda DNA metil transferaz
(DNMT) enzimlerinin énemli olacagi distiniilmektedir.
Buna karsin somut olarak hiicre icerisinde DNMT enzimleri-
nin aktivitesinin arttirilmasinin k/ gen anlatimini etkileyip
etkilemedigini ortaya koyan bir calismaya rastlanmamistir.
Bu konudaki eksikliklerin giderilmesine katki saglayacak bir
Yiksek Lisans tez calismasi tarafimizca gerceklestirilmistir

(46). Bu calisma kapsaminda, yaslanma ile iligkisi kanitlan-
mis 6nemli bir genetik faktor olan kI geni anlatimi Gizerine
epigenetik faktorlerden DNMT3A ve DNMT3B enzimlerinin
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amag dogrultu-
sunda, DNMT3A ve DNMT3B enzimlerinin insan orijinli HEK-
293 hiicrelerinde, kI geni anlatimina etkileri arastiriimistir.
Calisma sonucu elde edilen veriler, DNMT enzimlerinin kro-
matin halinde organize olmus k/ geni promotori lzerinde
baskilayici etkiye sahip olduklarini ortaya koymustur.

Epigenetik, DNA'da niikleotid dizilerinde degisiklige yol
acmadan, kalitim yoluyla aktarilabilen genlerin aktivitele-
rindeki degisiklikleri ifade eder. Cok hticreli canlilarda, her
bir hiicredeki DNA'nin yapisi ve niikleotidlerin dizilisi ayni-
dir. Hiicreler arasindaki farkhliklarin temel sebebi, gen anla-
timindaki farkliliklardir. Gen anlatimi iki temel mekanizma
ile kontrol edilir. Bunlar, transkripsiyon diizeyinde, genlerin
RNA kopyalarinin cikartilmasi ya da baskilanmasi ve trans-
kripsiyon sonrasi devreye giren kontrol mekanizmalaridir.
Kromatinin yapisini olusturan histon proteinlerinin kova-
lent modifikasyonlari transkripsiyon sonrasi gen anlatimini
kontrol eden mekanizmalar kapsaminda degerlendirilebilir.
Bunlarin disinda gen anlatiminin kontroliinde etkili olan bir
Uglinci mekanizma olarak DNA molekiillerinde gerceklesti-
rilen kovalent modifikasyonlar sayilabilir. Ozellikle histon
proteinleri ve DNA molekiillerinde meydana gelen kovalent
degisiklikler, gen anlatimi tizerinde etkili olan epigenetik
faktorlerdir.

Waddington 1942 yilinda, epigenetigi genotiplerin
fenotipi gelistirmesi olarak tanimlamistir (47). Gliniimiizde
DNA dizisindeki degisimlerle agiklanamayan, mitoz ve/veya
mayoz boliinme ile dollere aktarilabilen, gen fonksiyonla-
rindaki degisiklikler olarak tanimlanmaktadir. Son zaman-
larda yapilan calismalarla, epigenetik olaylarin 6zellikle yiik-
sek organizasyonlu canlilarda etkili oldugu ortaya konmus-
tur. Epigenetik mekanizmalar iki yonliidir, degisebilir ve
yeni olusan profili bir sonraki nesle aktarabilir. Epigenetik
olaylar, canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerle-
yen gelisim strecinde hiicre farklilasmasinin temelini olus-
turan gen anlatimlarinda degisikliklere neden olur. Ayni
ortamda biiyliyen ve ayni genetik bilgiye sahip olan iki bire-
yin farkli fenotipik 6zellikler tasimasi epigenetik ile acikla-
nabilmektedir. Kardes kromatitler lizerindeki epigenetik
farklihklarin gen anlatiminda farkhliklara sebep oldugu
dustnilmektedir. Son calismalarda epigenetik faktorler
cesitli kanser tirleri ile de iliskilendirilmistir (48-55). Epige-

186 Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti Dergisi Cilt: 4, Sayr: 3, 2014 / Journal of Marmara University Institute of Health Sciences Volume: 4, Number: 3, 2014 - http://musbed.marmara.edu.tr




E. Caglayan, K. Turan

SAM
(@]
H3iN
OH NH;
N =t
(T )
S P
H3C o. NN
OH OH

SAH
o]
HiN
‘J)DH -
N Y
a
€ an
o N’)
OH OH
NH,
H,C s TSN

DNA metil transferaz : |a . K

Sekil 4: DNA Metilasyonu. DNA metil transferazlar, DNA'daki sitozin bazinin 5. karbon atomuna SAM’den metil grubunun transferini kataliz
eder, 5-metil sitozin ve SAH olusur. SAM; S-adenosilmetiyonin, SAH; S-adenosilhomosistein.

netik mekanizmalarin basinda DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlari gelmektedir.

ilk kesfedilen ve (izerinde en fazla calisilan epigenetik
mekanizma DNA metilasyonudur (56,57). DNA metilasyonu
uzun siireli gen suskunluguna neden olur. Molekiiler diizey-
de histon proteini ve DNA molekiiliindeki sitozin bazinda
metilasyonlar ve niikleozomdaki pozisyon degisiklikleri
genellikle epigenetik mekanizmalarin siirdiriilmesi olarak
kabul edilmektedir. Bunlar temel olarak bir¢ok hiicresel
siirecin dlizenlenmesinde, DNA-protein etkilesimleri, hiic-
resel farklilasma, embriyogenez, X kromozomu inaktivasyo-
nu ve genomik imprinting gibi durumlarda etkilidir. Epige-
netik faktorler ile gen anlatiminin kontrolliniin temelini
transkripsiyon faktorlerinin DNA'ya ulasmasini engelleye-
cek ya da kolaylastiracak etkiler olusturmaktadir. Bu etki
geri donlisimli olmasi agisindan mutasyonlardan farklidir
(48).

Yiksek organizasyonlu canlilarda tipik olarak DNA meti-
lasyonu sitozin bazinin 5. pozisyonundaki karbon atomunda
(C-5) gergeklesir. Metil grubu eklenen sitozin bakiyesini
¢ogunlukla bir guanin bakiyesi takip eder (CpG dinUkleotid-

leri) (58,59). Genellikle genlerin 5’-ucunda kiimelenen CpG
bolgeleri,"CpG adalan”olarak adlandirilir ve bu bélgeler gen
anlatiminin diizenlenmesi agisindan buyiik dnem tasir (60).

Genel olarak hiicrelerde DNA metilasyonu iki sekilde
gerceklesir. Bunlardan birincisi, hi¢ metillenmemis bir DNA
molekillniin yeniden metillenmesi, “de novo metilasyon”,
digeri ise metillenmis olan DNA bélgelerinin replikasyon
sonrasinda da devam ettirilmesi, “siirdirme metilasyonu”
ya da diger bir ifade ile “hemi-metilasyondur” (61). DNA'nin
metilasyonu, “metil transferaz” olarak adlandirilan trans-
etkili enzimler tarafindan gerceklestirilir. Metillenecek DNA
molekiliniin durumuna gore ya de novo metillenir, ya da
yari-metillenmis ise komplementer zincir de metillenir. Bili-
nen tim DNMT enzimleri sitozin bakiyelerini C-5 pozisyo-
nuna metil grubu transfer etme yetenegine sahiptirler. DNA
metilasyonu, tim canlilarda goriilen ve cok genis bir yelpa-
zede biyolojik islevlerde etkili olan bir olaydir.

Bilinen tim DNMT enzimleri metil grubu vericisi olarak
S-adenosilmetiyonin (SAM) molekilini kullanir (62). SAM
hiicrelerde metiyonin adenosil transferaz enzimi katalizor-
ligiinde metiyonin lzerinden sentez edilir. insanlari da
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kapsayacak sekilde memeli organizmalarda (g farkli DNMT
enzimi karakterize edilmistir. Bunlar; DNMT1, DNMT3A ve
DNMT3B enzimleridir. Bu enzimler SAM'den gelen metil
gruplarinin DNA'da CpG dizilerinde sitozin bazinin 5. kar-
bon atomuna aktarilmasini katalize ederler. Reaksiyon
sonucunda 5-metilsitozin (m5C) ve S-adenosilhomosistein
olusur (Sekil 4).

1982 yilinda Greunbaum ve arkadaglari (63) tarafindan
memelilerde karakterize edilen ilk DNA metil transferaz
enzimi DNMTT1 olarak adlandiriimistir. Memelilerde baskin
olarak bulunan DNMT1 enzimi, beklenenin aksine de novo
metilasyon aktivitesi yari-metillenmis DNA'lari metilleme
aktivitesine gore 10-100 kat daha disiik bulunmustur.
Dolayisiyla, DNMT1 enzimi daha ¢cok mevcut metilasyon
kalibinin stirdirilmesinden sorumlu olan enzimdir (64).
DNMT1 geni lizerinden kodlanan mRNA'larin alternatif
islenmesi sonucunda hiicrelerde dort farkli DNMT enzim
varyanti sentez edilmektedir. Bu enzimler; DNMT1s,
DNMT10, DNMT1b ve DNMT 128 enzimleridir (64,65).

DNMT3A ve DNMT3B enzimleri hem de novo hem de
yar-metillenmis DNA'lari metilleme aktivititelerine sahiptir-
ler (66). insanda DNMT3A ve DNMT3B enzimlerini kodlayan
genler, genom (izerinde 2 ve 20 no'lu kromozomlar {izerin-
de yer almaktadir (Sekil 5A). DNMT3A geni 23 ekzon ve 22
introndan olusur ve 2 no’lu kromuzomun kisa (p) kolunda,
p23.22 segmenti tizerinde yer alir. Genom lizerinde yaklasik
115 kb¢'lik bir alani kapsar (67). Bu gen lizerinden alternatif
islenme ile olusan mMRNA molekiillerinden bilinen dort fark-
I DNMT3A enzim varyantlari sentez edilir. insan DNMT3B
geni, 20 no'lu kromozomun uzun kolunda (q) p11.22 seg-
mentinde yer almaktadir. Bu gen de 23 ekzon ve 22 intron
bolgesinden olusur (Sekil 5B). Genom (izerinde yaklasik 47
kbg¢'lik bir alan kaplamaktadir (67). DNMT3B geni lizerinden
tim ekzonlari kapsayan 853 amino asitlik DNMT3B-v.1 poli-
peptidi kodlanir, DNMT3B enzimi 6zellikle embriyonik kok
hiicrelerde fazla miktarda sentez edilir. Farkhilasma ile bu
enzimin sentez diizeyi dlser (67). Eriskinlerde DNMT3B
enzimi testis, kemik iligi ve tiroid bezi disindaki bir ¢cok
organda diisuk seviyede sentez edilir (67). DNMT3B genin-
den alternatif islenme sonucunda bilinen sekiz farkl
DNMT3B varyanti sentez edilmektedir.

insan kl geninin yukari (upstream) bélgesi incelendigin-
de bu bélgenin CpG dizileri bakimindan ¢ok zengin oldugu
gorilir (45). Bu durum, kl geni anlatiminin kontrollinde epi-
genetik faktorlerin etkili olabilecegini akla getirmektedir.

Diger taraftan, DNA metilasyonunun kanserlesmede 6nem-
li oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (49,50, 52-55).
Son zamanlarda yapilan ¢alismalar k/ geninin, IGF-1 yolunu
inhibe ederek kanser gelisimini etkileyebilecegini géster-
mistir (68). Klotho'nun insan serviks ve meme kanserinde
timor baskilayici oldugu ileri stirilmektedir (45,68). Mide
kanseri olan hastalarla yapilan bir calismada, kanser hasta-
larinin% 46’sinda k/ geni promotdriinde metilasyon gozle-
nirken, kanser olmayan kontrol grubunda normal mide
dokusunda metilasyona rastlanmamistir (69). Bu sebeple
mide kanserinde k/ geni, inaktive edilmis yeni epigenetik
timor baskilayici gen olarak tanimlanmustir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda rahim, serviks,
mide mukozasi, kolon ve meme bezlerinde normal hiicreler-
de kl geni promotor metilasyonu normal iken malign donii-
sim sirasinda metilasyon oraninin arttigi gérilmastir
(45,51,69,70). Sun ve arkadaslari (71) Gremik hastalar Gizerin-
de yaptiklan bir calismada, tiremik toksinlerdeki artisa para-
lel olarak DNMT enzimlerinde artis oldugunu ve k/ geninin
CpG adaciklarindaki metilasyon oranindaki artisa bagli ola-
rak da Kl protein sentezinin azaldigini rapor etmislerdir.
Timor baskilayict genlerin DNMT enzimleri ile epigenetik
olarak anlatim diizeylerinin diistriilmesi ya da inaktivasyo-
nu kanser gelisiminde 6nemli bir etken olarak karsimiza ¢ik-
maktadir (72). Cesitli kanser turleriile iliskilendirilen ve eksik-
liginde yaslanmaya benzer belirtilerin ortaya ¢ikmasina
neden olan Kl proteininin sentezinin reglile edilmesi bir
kisim hastaliklarin tedavisine olanak saglayabilir (73-75).

insan beyninde yasa bagli olarak protein sentezinde
meydana gelen degisikliklerin arkasinda yatan mekanizma-
lardan biri, gen anlatiminin kontroliinde kilit rol oynayan
promotor bolgenin metilasyonudur (76,77). Kl geni, meti-
lasyon sonucunda beyinde ekpresyonu azalan genler ara-
sinda yer almaktadir (78). Yaslanmaya bagl olarak genlerin
anlatimlarinda degisikliklere yol agan mekanizmalarin daha
iyi anlasilmasi, normal yaslanma ve norolojik hastaliklarin
gelisimi arasindaki iliskinin belirlenmesinde ve bu tir hasta-
liklarin 6niine gecilmesinde biyiik 6nem tagimaktadir (78).

Sonug olarak, yaslanma, bilinen tiim yasam formlarinda
oldugu gibi insanlar icin de kaginilmaz bir strectir. Bu stire-
cin ilerleyis hizini belirleyen temel faktérler canlinin cevre
ile olan etkilesimi ve kendi kalitsal 6zellikleridir. ilk kez fare-
lerde ortaya konan k/ geninin, yaslanma ile yakindan iligkili
en 6nemli kalitsal faktorlerden biri oldugu saptanmistir. Bu
genin kodladigi KI proteininin hiicrelerde sentez edilme-
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mesi ya da dislik dlizeylerde sentezlenmesi ateroskleroz,
osteoporoz, deride atropi gibi bircok yaslanma benzeri
fenotipin ortaya cikmasina yol agmaktadir. Son yapilan
calismalarda k/ geni gesitli kanser tiirlerinin gelismesi ile de
iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla, insan k/ geni diizenlenme
mekanizmasi konusunda elde edilecek bulgular bu protei-
nin anlatim diizeyine bagli olarak ortaya ¢ikacak hastalikla-
rin tedavisinde alternatif yaklasimlar sunabilir. Bununla bir-
likte kI genin kontroliine dayali yaglanmayi geciktirici ve
yasam kalitesini arttirici etkenlerin gelistirebilmesi icin

molekdler diizeyde ilgili genlerin diizenlenme mekanizma-
larinin ortaya konmasi biytik 5nem tagimaktadir.
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