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Histon ELISA ve Nicel PCR Testlerinin Birlestirilerek Histon
Metilasyonu ile lliskili Dolasimdaki DNA'nin |zolasyonu ve
Olgiilmesi

Combining Histone ELISA and Quantitative PCR Assays to Extract and Quantify Histone
Methylation-related Circulating DNA
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Amag: Kanserli hastalarin viicut sivilarinda post-translasyonel histon modifikasyonlarinin (PTHM) likit biyopsi bazli 6lctimi, biyobelirteg
arastirmalarinin yeni bir alanini temsil etmektedir. Bu ¢alismada, perisentrik histone 4 lizin 20 trimetilasyonu (H4K20me3) ile ilgili dolasimdaki DNA'yi

cikarmak ve dlcmek icin enzime baglh immiinosorbent testini (ELISA) ve nicel polimeraz zincir reaksiyonu birlestiren bir yaklagimin uygulanabilirligini
test ettik.

Gerec¢ ve Yontem: ELISA kuyularina plazma eklendikten ve H4K20me3 ile ilgili niikleozomlarin antikora baglanmasina izin verildikten sonra,
NaHCO,, SDS ve proteinaz K igeren bir tampon kullanilarak niikleozomal DNA bagisiklik komplekslerinden ayrildi ve saflagtirildi. Kolon kanseri ve
kolon polipleri olan hastalardan H4K20me3 ile ilgili DNA'nin miktarini 6l¢cmek icin kromozom 16 ve 1'in perisentrik bolgelerinden tek kopya ve ¢oklu
kopya dizisi ¢ogaltildi.

Bulgular: H4K20me3 ile iliskili niikleozomal DNA'nin gdreceli plazma seviyesi, kolon kanserli hastalarda kontrollere gore daha diistik gorildii
ve chr16'ya 6zgi hedefte istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (goreceli degerler sirasiyla 0,037'ye karsi 0,073 idi; p=0,008). H4K20me3
ile iliskili niikleozomal DNA'nin kolon kanserinde diisiik seviyelerde bulunmasi, diger teknikler kullanilarak elde ettigimiz dnceki bulgularimizi
dogrulamaktadir.

Sonuc: Sonug olarak, bulgularimiz ELISA bagisiklik komplekslerinden proteine bagh DNA'nin dogrudan cikariimasinin uygulanabilirligini
gostermektedir ve PTHM'lerin veya diger protein-DNA etkilesimlerinin degerlendirilmesinde farkh bir yontem saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Kolon kanseri, histon metilasyonu, dolasimdaki niikleozomal DNA, ELISA

ABSTRACT

Aim: Liquid biopsy-based measurement of post-translational histone modifications (PTHMSs) in bodily fluids of patients with cancer represents
a novel area of biomarker research. Here, we tested the applicability of an approach combining enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA)-
like measurement of histone methylation and quantitative polymerase chain reaction to extract and quantify pericentric histone 4 lysine 20
trimethylation (H4K20me3)-related circulating DNA.

Materials and Methods: After adding plasma into ELISA wells and letting H4K20me3-related nucleosomes bind to the antibody, nucleosomal DNA
was detached from immune complexes using a buffer including NaHCO,, SDS, and proteinase K and purified. A single copy- and a multiple copy-
sequence from pericentric regions of chromosomes 16 and 1 were amplified to quantify H4K20me3-related DNA from patients with colon cancer
or colonic polyps.

Results: Relative plasma level of H4K20me3-related nucleosomal DNA was lower in the patients with colon cancer than in controls for both target
sequences, with a statistically significant difference at the chr16-specific target (relative values were 0.037 vs. 0.073, respectively; p=0.008).
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Conclusion: That H4K20me3-related nucleosomal DNA is present in decreased levels in colon cancer confirms our previous findings attained using
other techniques. In conclusion, our findings indicate the applicability of direct extraction of protein-bound DNA from ELISA immune complexes
and it could provide a surrogate means in the assessment of PTHMs or other protein-DNA interactions.

Keywords: Colon cancer, histone methylation, circulating nucleosomal DNA, ELISA

GIRIS
Gkaryotik hiicrelerde, nikleozomlar, kromatin icindeki DNA
paketlemesinin temel fonksiyonel birimleridir. Her niikleozom,
etraflarinasariimig DNA ile dort cekirdek histondan (H3, H4, H2A
ve H2B) olusan bir oktamerden olusur'. Kromatin baglaminda
depolanan genetik bilgi, iki ana tip epigenetik modifikasyona,
yani DNA metilasyonu ve c¢esitli histon modifikasyonlarina
tabidir. Nikleozomlardan ¢ikinti yapan histon proteinlerinin
N-terminal kuyruklarinin post-translasyon modifikasyonlar,
kromatin yapisini etkiler, bu nedenle diizensizlikleri gen
ekspresyonunu etkiler ve epigenetik, transkriptomik ve
fenotipik dedgisikliklerin indlksiyonu yoluyla onkogeneze
katkida bulunan, insan kanserlerinde ortak bir mekanizmayi
temsil eder?.

Ug seviyede (mono-, di- veya trimetilasyon) histon
metiltransferazlar ~ tarafindan  katalize  edilen  histon
metilasyonu, esas olarak histon H3 ve H4'lUn lizin kalintilari
lizerinde gerceklesir ve gelisim ve farklilasmada kilit rolleri olan
dinamik bir stirectir. Bu modifikasyonun sonuclari biyiik élctide
kontekste baglidir ve transkripsiyonel represyon veya aktivasyon
ile iliskilendirilebilir. H4K20'nin metilasyonu, metilasyon
durumlarina bagh olarak hem transkripsiyonel aktivasyon hem
de represyon ile iliskilidir. PR-Set7 tarafindan katalize edilen
H4K20me1, transkripsiyonel aktivasyon ile iliskiliyken, SUV4-
20H1/2 tarafindan katalize edilen H4K20me2/3, perisentrik
ve telomerik heterokromatini surdiirerek transkripsiyonun
represyonu ile iliskilidir®. H4K20me3 kaybi, kanserin ayirt edici
ozelligi olarak tanimlanmistir®.

PTHM'lerde kansere bagl degisikliklerin sivi biyopsiye dayali
tespiti, grubumuz ve digerleri tarafindan bildirilmistir®=.
Bu calismada amacimiz, dolasimdaki niikleozomal DNA'nin
enzime bagli imminosorbent testi (ELISA) kuyularinda
antijen-antikor komplekslerinden ekstraksiyonunun
uygulanabilirligini gostermekti. Bu, kromatin
imminopresipitasyon (ChIP) tahlillerine benzer, ancak
burada iki yaklasim arasinda goreceli farkhliklar vardir. ChlP
tahlillerinde, protein A/G agaroz boncuklar genellikle ilgili
antikorlari baglamak icin kullanilir ve bu genellikle DNA'nin
veya hedef olmayan proteinlerin boncuklara non-spesifik
baglanmasiyla iliskilendirilir'™®'2 Bu calismada kullanilan
yaklasimda, H4K20me3 ile iliskili dolagimdaki DNA'yi,
test seritleri lzerinde immobilize edilmis anti-H4K20me3
antikorlarina baglanan H4K20me3 iceren niikleozomlardan
dogrudan cikardik. Bu sekilde, bircok arka plan sinyali

hari¢c tutulabilir. Ekstraksiyonun ardindan, kolon kanseri
veya kolon polipleri olan hastalardan alinan H4K20me3 ile
ilgili dolagimdaki DNA'yr 6l¢gmek icin kromozom 16 ve 1'in
perisentrik bdlgelerinden tek bir kopya ve coklu kopya dizisi
amplifiye edildi.
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Calisma Katihmeilan

Calisma kohortu, istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi
Hastanesi Cerrahi Klinigi'nde kolonoskopi islemi uygulanan
bireyleri icermektedir. Kolonda patolojik olarak dogrulanmis
polipleri olan bireyler (kontrol grubu, n=15) ve patolojik
olarak dogrulanmis kolon kanseri olanlar (kanser grubu, n=15)
calismaya alindi. Kolon kanserli hastalarin 6zellikleri Tablo
1'de gosterilmistir. Calisma istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (onay no:
2018/1095) ve her katihmcidan bilgilendirilmis onam alindi.
Yazili bilgilendirilmis onam formlari her hasta tarafindan
okundu ve operasyon dncesi imzali onaylari alind.

Dolasan Niikleozomlarin Kantifikasyonu

Kolonoskopi  prosediirlinden ©once kan o6rnekleri EDTA
tiiplerine alindi ve plazma fraksiyonu elde etmek icin hemen
santrifiijlendi (717 x g'de 10 dakika). Yeniden santrifiijden
sonra plazma, tahlil edilene kadar -80 °C'de alikuotlarda
saklandi. Dolasimdaki niikleozomlarin plazma seviyeleri, daha
once bildirildigi gibi, Cell-Death Detection ELISA kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak belirlendi®.
iki kez 20 puL plazma uyguladik ve optik yogunlukta élgiilen
ortalama sinyal degerleri, rolatif plazma konsantrasyonlari
olarak kabul edildi.

ELISA’da Antikora Bagh Niikleozomlardan H4k20me3 ile
ligili Niikleozomal DNA Ekstraksiyonu

H4K20me3'lin ELISAbenzeridlglimlerinisaglayan, ticari olarak
satilan EpiQuik Global Tri-Methyl Histone Quantification
Kit (Epigentek, Farmingdale, NY, ABD) kullanildi. Ancak
nikleozomal DNA, H4K20me3 olcumi tamamlanmadan
once antikora bagl nilkleozomlardan ekstrakte edildi.
Bunun icin ELISA kuyucuklarina 50 pL plazma ilave edildi ve
H4K20me3 ile ilgili nikleozomlarin 1 saat boyunca antikora
baglanmasina izin verildi. Birkac¢ yikama asamasindan sonra,
bagh DNA asagidaki gibi ekstrakte edildi: ekstraksiyon
tamponu [100 mM NaHCO,, %1 SDS ve proteinaz K (250 ug/
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mL)] H4K20me3-antikor kompleksleri lizerine ilave edildi ve
niikleozomal DNA'nin immiin komplekslerinden ayrilmasina
yol acarak, 15 dakika boyunca 65 °C'de inkiibe edildi. Ayrilan
DNA, tiplere aktarildi, 100 ul'ye seyreltildi ve spin kolonlar
kullanilarak saflastirildi. DNA, 50 ul elliisyon tamponunda
aynstirildi ve saflik kontrol edildikten sonra -20 °C'de
sakland.

Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile
Niikleozomal DNA’nin Kantitasyonu
H4K20me3 perisentrik heterokromatin agisindan zengin

oldugundan, kromozom 1 ve 16'nin perisentrik bdlgelerinden
iki genomik diziyi amplifiye ettik. chr16 icin primerler,
tek bir kopya dizisinin amplifikasyonuna izin verir ve
su dizilere sahiptir: 5'’AATCCAATGGAATCATCGAGT-3" ve
5'-GGTGATTTCATTCAAGTCCATTC-3.

chr1 icin primerler en az 40 kopya amplifiye eder
ve bunlar 5'-GGTTCCATTTGATGATGATTCC-3' ve
5'-ATCGAGTGGAATCGAATGG-3" idi. genomunun
tim genomik bdlgelerinde bulunan ve sentromerlere
yakin zenginlestirilmis LINE1 elementi, hedef
dizileri  normallestirmek icin  referans  dizi  olarak
kullanilmistir.  148-bp amplikon ile sonuclanan LINE1
primer dizileri 5'-AAAGCCGCTCAACTACATGG-3' ve
5'-TGCTTTGAATGCGTCCCAGAG-3' idi. Gergcek zamanh PZR,
talimatlara gore floresan molekiilii olarak SYBR green ile bir
light-cycler 480'de gerceklestirildi. Reaksiyonlar cift olarak
gerceklestirildi ve AACt yontemi kullanilarak perisentrik
dizilerin rolatif konsantrasyonlari hesapland.

Insan

istatistiksel Analiz

Calisma bulgulari medyan, ceyrekler ve toplam araliklar olarak
sunulmustur. Calisma gruplari arasindaki ayrim Mann-Whitney
U testi kullanilarak yapildi. <0,05 olan p-degderleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Hesaplamalar SPSS 21.0 istatistik
yazihmi (IBM Corporation, Armonk, NY, ABD) kullanilarak
yapildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Kolon kanserli hastalardan ve kontrollerden alinan tiim
plazma numuneleri, kanser grubunda biraz daha yuksek
seviyelerle birlikte dolasimdaki niikleozom seviyelerine
sahipti (Sekil 1A). H4K20me3-ELISA immiin komplekslerinden
niikleozomal DNA'nin ekstraksiyonunun ardindan, DNA tiim
numunelerde mevcuttu ve Chr 1 ve 16'dan perisentrik dizilerin
amplifikasyonu icin bir sablon olarak kullanildi. H4K20me3
ile iliskili nikleozomal DNA'nin rolatif plazma seviyesi, her iki
hedef dizi icin de kolon kanserli hastalarda kontrollere gore
daha dustiktt (Sekil 1B ve 1C). Chr1'e 6zgui hedefte, H4K20me3
ile iliskili niikleozomal DNA'nin rélatif degerleri kolon kanserli
hastalarda ve polipli hastalarda sirasiyla 2,74 ve 3,2 (p=0,16)
idi. chr16'ya 6zgu perisentrik bolgede, kolon kanserli hastalar
ile kontroller arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(rolatif degerler: Sirasiyla 0,037 ve 0,073; p=0,008). Bu
bulgular, H4K20me3 ile iliskili dolasimdaki nikleozomal
DNA'nin, premalign duruma kiyasla kolon kanserinde dustik
seviyelerde bulundugunu gostermektedir ve ChlP veya ELISA
benzeri yaklasimlar kullanildiginda dnceki bulgularimizi
dogrulamaktadir®®. Calismadaki hasta sayisi cok az olsa bile,
daha ileri hastaligi olan hastalarda (n=7) lokalize hastalig

Tablo 1. Hasta ozellikleri

Cinsiyet | Yas Tiimor lokalizasyonu | T stage | Lenf nodu metastaz CEA (ng/mL) CA19-9 (u/mL)
Hasta 1 E 50 Sigmoid kolon 2 Hayir 2,81 38,22
Hasta 2 K 57 Sigmoid kolon 3 Hayir 2,49 8,1
Hasta 3 E 60 Sag kolon 3 Hayir 13,96 12,92
Hasta 4 K 54 Sag kolon 3 Evet 3,25 0,84
Hasta 5 K 72 Sigmoid kolon 4A Hayir 23,4 24,42
Hasta 6 E 55 Sag kolon 4A Evet 11,5 134
Hasta 7 K 58 Sag kolon 2 Hayir 1,23 2,45
Hasta 8 E 85 Sag kolon 4A Evet 6,7 3,5
Hasta 9 K 58 Sag kolon 4A Evet 411 0,68
Hasta 10 E 60 Sag kolon 4A Evet 1,42 16,1
Hasta 11 K 56 Sag kolon 4A Evet 3,29 22,2
Hasta 12 E 70 sag kolon 3 Evet 3,79 3
Hasta 13 E 22 Sag kolon 3 Evet 3.1 171
Hasta 14 E 58 Sigmoid kolon 4A Evet 1,98 8,91
Hasta 15 E 56 Sag kolon 2 Hayir 3,17 57,19
E: Erkek, K: Kadin
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olanlara gore her iki hedef sekans diizeyi daha dusiiktii (n=8)
(Chr1'e 6zgii hedef icin 2,26'ya karsi 3,4 ve Chr16'ya 6zgii hedef
icin 0,036'ya karsi 0,049). Genel olarak, H4K20me3 ile iliskili
niikleozomal DNA'nin azalmis plazma seviyelerinin, kanserin
ayirt edici ozelligi olarak tanimlanan kolon tlimorlerindeki
H4K20me3 kaybinin bir yansimasi olmasi muhtemeldir*'3.

Bildigimiz kadariyla bu, dolasimdaki niikleozomal DNA'nin ELISA
immin komplekslerinden c¢ikarilmasinin uygulanabilirligini
tanimlayan ilk rapordur. Calismamiz bu yaklasimm ChlIP ile
dogrudan bir karsilastirmasini icermese de, ChlP deneylerinde
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Sekil 1. Calisma kohortunda ELISA immiin komplekslerinden
ekstrakte edilen dolasimdaki niikleozomlarin ve niikleozomal
DNA'nin plazma seviyeleri. (A) Dolasan nikleozomlar,
talimatlara gore ticari bir kit kullanilarak olctldi. Optik
yogunlukta (QY) olciilen ortalama sinyal degerleri, rélatif
plazma konsantrasyonlari olarak kabul edildi. Cizgi isareti (-)
medyan degerleri gosterir. (B) Chr 1'in perisentrik bélgesinde
ekstrakte edilmis H4K20me3 ile ilgili DNA'nin rélatif plazma
seviyeleri. Plazma, ELISA kuyucuklarina ilave edildi ve
H4K20me3 ile ilgili niikleozomlarin, 1 saat boyunca antikora
baglanmasina izin verildi. Birka¢ yikama adimindan sonra,
bagl DNA, bir ekstraksiyon tamponu (100 mM NaHCO3, %1
SDS ve proteinaz K) kullanilarak immiin komplekslerden
ayrildi ve saflastirildi. Chr 1'in perisentrik bdlgesinden cok
kopyah bir dizi, LINE1 tarafindan normallestirilen qPZR
kullanilarak amplifiye edildi. (C) Chr 16'nin perisentrik
bolgesinde ekstrakte edilmis H4K20me3 ile ilgili DNA'nin
rolatif plazma seviyeleri. H4K20me3 ile ilgili DNA'nin immiin
komplekslerden ekstraksiyonundan sonra, Chr 16'dan
tek kopya bir dizi amplifiye edildi. Gosterilenler, medyan
degerlerle birlikte 25. ve 75. ylzdelik dilimlerdir.

ELISA: Enzime bagl immiinosorbent testi, qPZR: Nicel polimeraz
zincir reaksiyonu

kullanmilan protein A/G agaroz boncuklari DNA ve hedef
olmayan proteinleri non-spesifik bir sekilde bagladigi icin bu
yontem arka plan giriiltl sinyallerini 6nlemede ChIP'den daha
Ustiin olabilir''2,

Hastaligi  olan  bireylerin  viicut siwvilarindaki  PTHM
degisikliklerinin incelenmesi, nispeten yeni bir arastirma alanini
temsil etmektedir. Kanserin ana konu oldugu, dolasimdaki
niikleozomlarda PTHM'lerin 6l¢timii icin, ChIP, ELISA benzeri
Ol¢lim veya daha yakin zamanda kiitle spektrometrisi gibi farkli
teknikler kullanilmistir™®. Simdiye kadar yapilan arastirmalar,
PTHM'lerin vekil kanser biyobelirtecleri olarak sivi biyopsiye
dayali tespit potansiyelini ortaya cikardi. Bununla birlikte,
PTHM'lerin sayisi ve diizenlenmesindeki karmasiklik, pre-
analitiklerin standardizasyonunun olmamasi ve bunlarin &l¢tim
yontemi goz oniine alindiginda, valide edilmis belirteclerin
klinik kullanim icin uygun hale gelmesinden ©nce onemli
arastirmalar gereklidir.

Calismanin Kisithiliklar

Calismamizin kisithhigi hasta sayimizin az olmasidir. Daha fazla
hasta sayisi ile yapilacak baska ¢alismalara ihtiyac vardir.

SONUG

Kandaki veya diger biyolojik sivilardaki biyobelirteclerin
tespiti, minimal invaziv olmalari ve kolay erisilebilir olmalar
gibi bircok avantaj sunar. Burada, protein-DNA etkilesimlerinin
analizi icin basitlestirilmis bir yontemi temsil eden ve sivi
biyopsi dlctiimlerinde PTHM'lerin degerlendirilmesinde ek bir
yol saglayabilen ELISA immiin komplekslerinden niikleozomal
DNA'nin  dogrudan ekstraksiyonunun uygulanabilirligini
gosteriyoruz.
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