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Mesane gen regülasyonunda etkili süper-enhancer’ların 
belirlenmesi

Identification of the super-enhancers involved in bladder gene regulation

Serap ERKEK1

ÖZET

Amaç: Gen ekspresyonunun düzgün bir şekilde 

gerçekleşmesinde hızlandırıcı (enhancer) adı verilen 

genomik bölgeler, transkripsiyon faktörlerini genlerin 

promotor bölgeleri ile bir araya getirir. Enhancer bölgeleri 

genomda histon H3 lizin 27 asetilasyon (H3K27ac) 

sinyaline sahip olmalarıyla tanımlanabilmektedir. Süper-

enhancer’lar genomda yüksek H3K27ac sinyaline sahip 

birkaç enhancer bölgesinin kümelenmesiyle oluşan 

regülatör bölgelerdir. Süper-enhancer’ların hücre-spesifik 

gen ekspresyon profillerinin düzenlemesinde  önemli bir 

rol oynadığı gösterilmiştir. Bu çalışmanın amacı, Roadmap 

Epigenom konsorsiyum kapsamında oluşturulan mesane 

dokusu H3K27ac kromatin immünopresipitasyon dizileme 

(ChIP-seq) verisinin analiz edilerek mesane dokusunu 

regüle eden süper-enhancer’ların tanımlanması ve 

bağlantılı oldukları genlerin ortaya çıkarılmasıdır.

Yöntem: Mesane H3K27ac ChIP-seq verisine 

Roadmap Epigenom veritabanından erişilmiştir. Veri 

Homer ChIP-seq analiz platformunda analiz edilmiştir. 

Süper-enhancer’lar Homer platformunda ‘zirve bulma’ 

fonksiyonunu (findPeaks) ‘super’ modunda kullanılarak 

belirlenmiştir. Belirlenen süper-enhancer’ların genlerle 

ilişkilendirilmesi Homer ‘zirve bölge anlamlandırma’ 

ABSTRACT

Objective: Enhancer elements in the genome 

take a role in establishment of proper gene expression 

patterns via bringing transcription factors together 

with the promoter regions of the genes. Acetylation 

of lysine K27 on histone H3 (H3K27ac) marks the 

enhancer regions in the genome.   Super-enhancers 

are regulatory regions which have unusual high signal 

of H3K27ac and consist of several enhancer elements. 

Super-enhancers play a critical role in setting of 

correct cell-type specific gene expression programs. 

The aim of this study is to identify the super-enhancers 

characterizing normal bladder and associate these 

super-enhancers with the genes via analyzing bladder 

H3K27ac chromatin immunoprecipitation sequencing 

(ChIP-seq) data generated within Roadmap 

Epigenomics Project.

Methods: Bladder H3K27ac ChIP-seq data was 

downloaded from Roadmap Epigenomics server. 

The data was analyzed on Homer ChIP-seq analysis 

platform. Super-enhancers were called using 

‘findPeaks’ function of the platform in ‘super’ mode. 

The identified super-enhancers were associated with 

the genes using ‘annotatePeaks’ function of Homer 
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Tranksripsiyonel regülasyon doğru gen ifade 

profillerinin oluşması ve hücresel farklılaşma 

ve büyümenin gerektiği şekilde olması için çok 

önemlidir. Gen ifadesi için genlerin promotor 

bölgesine bağlanan transkripsiyon faktörleri birincil 

olarak gerekli olmasına rağmen, sadece promotor 

bölgesi regülasyonu genlerin yeterli miktarda 

ifade olması için yeterli değildir (1). Bu bağlamda, 

promotor bölgesi ile tranksripsiyon için etkin diğer 

faktörleri bir araya getiren ve ‘enhancer’ olarak 

tanımlanan genomik bölgeler belirlenmiştir. İlk 

enhancer yaklaşık 35 yıl önce SV40 DNA’sında bir 

bölgenin Hela hücrelerinde β-globin ifadesini ciddi 

oranda artırmasıyla tanımlanmıştır (2). Bu çalışmayı 

GİRİŞ

MESANE SÜPER-ENHANCER’LARI

platform. The visualization of H3K27ac ChIP-seq signal 

and identified super-enhancers was performed using 

UCSC GenomeBrowser. The protein-protein interaction 

networks of super-enhancer regulated genes and the 

pathways involved were determined using STRING 

protein interaction database.

Results: 602 super-enhancers was identified 

in bladder tissue. Among the genes which were 

associated with super-enhancers having the top 100 

highest H3K27ac signal were TBX3, RARA, RXRA, 

RASSF1, DAB2IP. Super-enhancer regulated (max 

distance of the super-enhancer to transcriptional start 

site of gene is 10 kb) genes (n=386) were identified 

to be involved in organ development, epithelial cell 

differentiation, and retinoic acid metabolism.  In 

addition, it was determined that transcription factors 

were significantly (False Discovery Rate (FDR) =1.49e-

07) enriched among the genes regulated by super-

enhancers and those genes had a significant protein-

protein interaction.

Conclusion:  With this study, the super-enhancers 

regulating normal bladder were determined. Given 

the fact that associated genes are involved in the 

maintenance of normal bladder homeostasis and the 

misregulation same set of genes take a role in bladder 

cancer, it is estimated that the results obtained 

with this study will largely contribute to a better 

understanding of bladder biology.

Key Words: Transcription, bladder, histone, 

enhancer

fonksiyonu (annotatePeaks) kullanılarak yapılmıştır. 

H3K27ac sinyalinin ve süper-enhancer bölgelerinin görsel 

olarak sunumu için UCSC GenomeBrowser altyapısından 

faydalanılmıştır. Süper-enhancer bağlantılı genlerin 

etkileşim ağlarını ve rol oynadıkları sinyal yolaklarını 

bulmak için STRING protein etkileşim veritabanı 

kullanılmıştır.

Bulgular: Mesane dokusunda 602 süper-enhancer 

belirlenmiştir. İlk en yüksek 100 H3K27ac sinyal 

değerine sahip olan süper-enhancer’lar aralarında TBX3, 

RARA, RXRA, RASSF1, DAB2IP’nin olduğu genlerle 

ilişkilendirilmiştir. Süper-enhancer-regüle olan (süper-

enhancer’ın gen transkripsiyon başlangıç nokatısına 

uzaklığı max 10 kilobaz) genlerin (n=386) organ gelişimi, 

epitel hücre farklılaşması, retinoik asit metabolizmasında 

görev aldıkları belirlenmiştir. Aynı zamanda mesane 

süper-enhancer’ları ile ilişkili olan genlerin istatistiksel 

olarak anlamlı bir biçimde (yanlış bulgu oranı = 1.49e-07) 

transkripsiyon faktör görevini yapan protein grubunda 

yer aldığı ve etkileşim ağı oluşturdukları belirlenmiştir.

Sonuç: Bu çalışmayla mesane dokusunu regüle 

eden süper-enhancer regülatör bölgeler ortaya 

çıkarılmıştır. İlişkili genlerin normal mesane yapısının 

korunmasındaki rolleri ve söz konusu genlerin mesane 

kanser mekanizmalarıyla bağlantıları göz önünde 

bulundurularak, elde edilen sonuçların mesane 

biyolojisinin daha iyi anlaşılmasına katkı sağladığı 

düşünülmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Transkripsiyon, mesane, histon, 

hızlandırıcı (enhancer)
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takiben farklı hücrelerde genlerin ifadesini regüle 

eden birçok enhancer belirlenmiştir. Enhancer 

genomik bölgeleri gen regülasyonu için önemli 

transkripsiyon faktör bağlanma alanlarına sahiptir (3). 

Fenotip/hastalık bağlantılı mutasyonların enhancer 

bölgelerinde bulunması da enhancer fonksiyonunun 

transkripsiyonel regülasyon için çok önemli olduğuna 

işaret etmektedir (1). 

Geçtiğimiz son 20 yıldan günümüze uygulanmakta 

olan yeni nesil dizileme teknikleri genomda DNA 

düzeyinde meydana gelen değişiklikleri, gen 

ifade profillerini ve kromatin konfigürasyonunu 

yüksek çözünürlükte belirleme şansı yaratmıştır 

(4). Kromatin, DNA’nın histon proteinleri etrafına 

sarmalanmasıyla meydana gelen yapıdır ve histon 

proteinlerinin uç kısımlarında meydana gelen 

kimyasal değişiklikler genom regülasyonu için farklı 

mekanizmaların ortaya çıkmasına yön verir. Ortaya 

çıkan kromatin konfigürasyonu genotipin fenotipe 

yön verme şekli olarak tanımlanan epigenetik kontrol 

sistemini oluşturur (5). Kromatin izolasyonunu takiben 

belirli histon işaretlerine karşı antikorlar kullanılarak 

gerçekleştirilen immünopresipitasyon ve takiben 

yeni nesil dizileme (ChIP-seq), çeşitli hücrelerde ve 

doku türlerinde genomda histon işaretlerinin lokalize 

olduğu bölgeleri belirlemek için kullanılmıştır (6). Bu 

kapsamda özellikle ‘DNA bölgelerinin ansiklopedisi’ 

(The Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE)) (7) 

ve ‘Epigenomik Yol Haritası’ (Roadmap Epigenomics) 

(8) gibi uluslararası konsorsiyumlar tarafından 

gerçekleştirilen çalışmalar ChIP-seq metodunu 

kullanarak 100’den fazla doku türü ve hücre hattının 

epigenetik haritasını çıkarmıştır. Bu anlamda histon 

H3 üzerindeki lizin 27’nin asetilasyonu (H3K27ac), 

genomda aktif enhancer bölgelerini tanımlamak için 

yaygın olarak kullanılmıştır (7, 9, 10).

Enhancer bölgelerinin özellikle H3K27ac ChIP-seq 

yöntemiyle tanımlanmasından sonra enhancer’ların 

fonksiyonlarını ve etkilerini sınıflandırmak için çeşitli 

algoritmalar geliştirilmiştir (1). Enhancer’ların 

sınıflandırılmasıyla göze çarpan en önemli gruplardan 

biri süper-enhancer’lardır. Süper-enhancer H3K27ac 

sinyalinin ve transkripsiyon faktör motiflerinin çok 

yoğun  olarak bulunduğu birkaç alt enhancer bölgesinin 

kümelenmesiyle bir araya gelen regülatör bölge 

olarak tanımlanmaktadır (11). Süper-enhancer’ların 

fonksiyonu ile ilgili en önemli özelliklerden 

biri her hücre/doku türü için belirlenen süper-

enhancer’ların hücre kökeni-spesifik transkripsiyon 

faktörlerin bağlanma bölgelerini barındırmalarıdır 

(3). Örneğin embriyonik kök hücrelerde belirlenen 

süper-enhancer’lar pluripotent hücreleri regüle 

eden transkripsiyon faktörleriyle ilişkilendirilmiştir. 

Yine çeşitli kanser türleri için belirlenen süper-

enhancer’ların onkojenlerin regülasyonu ile 

bağlantıları gösterilmiştir (9, 10, 12). 

Günümüze kadar embryonik kök hücrelerde 

ve kanser hücre hatlarında rol oynayan süper-

enhancer’lar tanımlanmışken sağlıklı dokularda 

süper-enhancer tanımları büyük ölçüde yapılmamıştır.  

Bu çalışmanın amacı mesane dokusunu regüle eden 

süper-enhancer’ları tanımlamaktır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Mesane H3K27ac ChIP-seq verisinin temini

Roadmap Epigenomics konsorsiyum çalışması (8) 

ile oluşturulan  mesane H3K27ac ChIP-seq verisi bed 

formatında ‘http://www.genboree.org/EdaccData/

Current-Release/sample-experiment/Bladder/

Histone_H3K27ac/’ (01.09.18) adresinden temin 

edilmiştir. 

Süper-enhancer’ların belirlenmesi

Mesanede süper-enhancer’ları tanımlamak 

için Homer ChIP-seq analiz platformu (13) 

kullanılmıştır. İlk olarak platformla birlikte sağlanan 

‘makeTagDirectory’ programı kullanılarak mesane 

H3K27ac ChIP-seq verisi süper-enhancer tanımlamada 

kullanılmak için hazır hale getirilmiştir. Hazırlanan 

veri yine Homer platformuyla sağlanan ‘findPeaks’ 

algoritmasıyla (parametreler: - style super - L 1) 
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kullanılarak mesane dokusundaki süper-enhancer’lar 

belirlenmiştir. Bütün enhancer’lar (H3K27ac zirve 

bölgeleri) arasında süper-enhancer’ları grafiksel 

olarak göstermek amacıyla, bütün zirve bölgeleri 

‘findPeaks’ algoritmasında ‘style super -superSlope 

-1000 -L 1’ parametreleri kullanılarak bulunmuştur. 

Süper-enhancer grafiğinin çizimi

‘findPeaks’ algoritması ile ortaya çıkarılan zirve 

bölgelerinin sinyal değerleri R programlama dili  

(https://www.r-project.org/ (10.09.18)) kullanılarak 

sıralamaya konulmuş ve ‘plot’ fonksiyonu ile 

grafik çizilmiştir. Grafik üzerinde ‘süper-enhancer’ 

kategorisinde olan zirve bölgeleri ‘kırmızı’ olarak 

işaretlenmiştir. 

Örnek H3K27ac sinyalinin gösterimi

Mesane H3K27ac verisi wig formatında ‘http://

www.genboree.org/EdaccData/Current-Release/

sample-experiment/Bladder/Histone_H3K27ac/’ 

(01.09.18) adresinden temin edilmiştir. Wig 

formatındaki H3K27ac verisi ve süper-enhancer 

koordinatlarını gösteren ‘bed’ dosyası UCSC 

GenomeBrowser’a (14) yüklenmiş ve örnek grafikler 

ortaya çıkarılmıştır. 

Süper-enhancer bağlantılı genler

Süper-enhancer’ların regüle ettikleri genleri 

belirlemek amacıyla Homer platformunda sağlanan 

‘annotatePeaks.pl’ programı kullanılmıştır. Program 

kullanımı sonrasında ortaya her süper-enhancer’ın 

en yakın olduğu transkripsiyon başlangıç koordinatı 

(TBN), ve TBN’nin ilişkili olduğu geni gösteren bir 

tablo çıkmaktadır. Bu çalışmada, TBN bölgesi süper-

enhancer’lara ± 10 kilobaz uzaklığında olan genler 

(n= 386), sinyal yolağı ve protein-protein etkileşim 

analizlerinde kullanılmıştır. 

Protein etkileşim ve sinyal yolak analizi

Süper-enhancer-regüle genlerin etkileşim ağlarını 

ortaya çıkarmak amacıyla STRING protein etkileşim 

veritabanında (https://string-db.org/ (18.09.18)) 

(15) ‘Multiple proteins’ opsiyonu kullanılmıştır. Ağ 

haritasını çıkarmak için aşağıdaki parametreler 

kullanılmıştır.  

Etkileşim kaynağı: Literatür bilgisi, deneysel veri, 

veritabanı bilgisi, ko-ekspresyon, yakınlık/çevre 

(neighborhood), gen füzyon, birlikte-gerçekleşme 

(co-occurence). 

Minimum etkileşim puanı: 0,7 (yüksek 

güvenilirlikle)

Etkileşim ağ kümelenmesi: kmeans kümelenmesi, 

küme sayısı = 10.

Etkileşim ağ haritası ortaya çıkarılırken, 

bağlantısız nodlar çıkarılmıştır.

İstatistiksel analizler

Süper-enhancer’ların belirlenmesi için 

kullanılan Homer platformuyla sağlanan ‘findPeaks’ 

algoritmasında Poisson dağılışa uygunluk testi 

uygulanmış olup yanlış bulgu oranının (False Discovery 

Rate, FDR) 0,001’den küçük olması esas alınmıştır. 

STRING veritabanı ile gerçekleştirilen sinyal yolak 

analizinde Hipergeometric test uygulanmış olup, p 

değerleri Benjamini and Hochberg metoduyla multiple 

testing için düzeltilip FDR değerleri hesaplanmıştır. 

Bu analizde FDR değerinin 0,05’den küçük olması 

esas alınmıştır.

BULGULAR

Mesane dokusunda süper-enhancer’lar

Roadmap Epigenom projesinde oluşturulan 

H3K27ac ChIP-seq verisi kullanılarak H3K27ac-zirve 

bölgelerinin belirlenmesini takiben mesane dokusunu 

regüle eden 602 süper-enhancer bulunmuştur (Şekil 

1). Şekil 1’de verilen grafiğe göre en yüksek 100 

H3K27ac sinyal değerine sahip süper-enhancer’lar ile 

ilişkilendirilen genler arasında TBX3, RARA, RXRA, 

RASSF1, DAB2IP genleri  belirlenmiştir. Bu genlerden 

bazıları için örnek H3K27ac sinyal durumunun 

gösterimi de Şekil 2’de sunulmuştur. 

 

MESANE SÜPER-ENHANCER’LARI
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Şekil 1. Mesane süper-enhancer’ları

Şekil 2. Süper-enhancer’lar için örnek H3K27ac sinyal dağılımları
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Süper-enhancer regüle genler

Bulunan süper-enhancer’lar genlerin 

transkripsiyon başlangıç noktalarına (TBN) yakınlık 

durumlarına göre filtrelendiğinde, genlerin TBN’lerine 

maksimum 10 kilobaz uzaklığında olan 386 gen 

bulunmuştur. Bu genler için protein-protein etkileşim 

haritası çıkarıldığında, etkileşimin istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu belirlenmiştir (STRING veritabanının 

rapor ettiği protein-protein etkileşim hipergeometrik 

test p-value: 2,59e-06) (Şekil 3). 

Bu genlerin birçoğunun transkripsiyon faktör 

sınıfında olduğu (n=62, Gen Ontoloji terimi 

‘GO:0003700’ zenginleşme yanlış pozitiflik oranı 

(False Discovery Rate (FDR))= 1,49e-07) bulunmuştur 

(Tablo 1). Söz konusu transkripsiyon faktörlerinin 

renal sistem gelişmesi (örneğin SMAD7 (16), ID3 

(17)), retinoik asit metabolizması (örneğin RARA (18), 

RXRA (19)),” epitel hücre farklılaşması (örneğin PITX2 

(20), GATA6 (21)) gibi sinyal yolaklarında görev aldığı 

belirlenmiştir (FDR < 0,05).

Şekil 3. Süper-enhancer ile ilişkilendirilen genlerin protein-protein etkileşim ağları

MESANE SÜPER-ENHANCER’LARI
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Tablo 1. Mesane Süper-enhancer’ları ile ilişkilendirilmiş transkripsiyon faktörleri

TARTIŞMA

Bu çalışmada Roadmap Epigenom konsorsiyum 

çalışması (8) kapsamında oluşturulan H3K27ac 

ChIP-seq verisi kullanılarak, mesane dokusunun 

regülasyonunda etmen süper-enhancer’lar 

belirlenmiştir. Belirlenen süper-enhancer sayısı 

(n=602), daha önceki çalışmalarda bulunan süper-

enhancer sayıları ile aynı aralıktadır (multipl miyelom 

hücreleri: n=308 (22), atipik teratoid rhabdoid tümör: 

n=894 (9), medulloblastom alt grupları: n=600-1100 

(10). 

Mesanedeki en yüksek H3K27ac sinyaline 

sahip süper-enhancer’lar ile ilişkilendirilen genler 

mesane gelişimi ve mesane kanser bağlantılarının 

anlaşılması açısından önemli bilgiler taşımaktadır. 

TBX3, omurgalılarda organ gelişiminde rol oynayan 

transkripsiyon faktörlerinden biridir (23) ve TBX3’ün 

gen ekspresyonu yetişkin mesane ürotelyumunda 

gösterilmiştir (24). TBX3’ün metile olup eksprese 

olamadığı mesane kanseri tümörlerinde progresyon 

olmadan sağkalımın istatistiksel olarak çok daha az 

olduğu gösterilmiştir (25).  RARA ve RXRA genlerinin 

de mesanede süper-enhancer bağlantılı olduğunun 

bulunması önemlidir. Retinoik asit, retinoik asit 

reseptör (RARA) ve retinoik asit reseptör X dimer 

yapısına bağlanarak retinoik asit-cevap bölgesine 

sahip genleri regüle etmektedir (26). Retinoik asit 

sinyal mekanizmalarının normal mesane epitel 

dokusunun kararlı-halde (steady-state) korunması 

için gerekli olduğu gösterilmiştir (27).  Retinoik asit 

sinyal mekanizmalarında meydana gelen bozukluklar 

mesane kanser gelişiminin ortaya çıkmasıyla 

da ilişkilendirilmiştir (28). Ölümsüzleştirilmiş 

ürotelyum hücre hatlarında RARA geninde mutasyon 

olduğu saptanmıştır (29). Diğer bir çalışmada; 

RARB transkript seviyelerinin mesane kanserinde 

azaldığı gösterilmiştir (30). Başka bir çalışmada ise 

dört farklı mesane kanseri hücre hattının retinoid 

türevleriyle ve interferon ile muamele edilmesinin, 

mesane kanser hücre hatlarındaki proliferasyonu 

yavaşlattığını göstermiştir (31).  RASSF1 Ras efektör 

S. ERKEK
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grup ailesine ait olup birçok kanserde genomik 

delesyon ya da yanlış regülasyon sonucu yeteri kadar 

ifade olamayan bir tümör baskılayıcı bir gendir (32).  

RASSF1 gen ekspresyonundaki azalmanın normal 

mesaneden tümorejenik mesaneye geçişte önemli bir 

prognostik faktör olduğu (33) ve mesane kanserinde 

RASSF1 promotor bölge metilasyonun mesane 

kanserinin derecelendirilmesi ve gidişatı açısından 

belirleyici olduğu gösterilmiştir (34). Bu anlamda, 

bu çalışmada RASSF1 geninin süper-enhancer 

regülasyonu ile ilişkilendirilmesi mesane dokusunun 

normal yapısının korunmasında RASSF1 geninin 

rolüne işaret etmektedir. RAS GTP-ase aktive eden 

protein ailesine ait olan DAB2IP geninin de mesane 

kanserinde az eksprese olması prognostik bir faktör 

olarak görülmektedir. DAB2IP gen ifade seviyesinin 

düşük olması mesane kanserinde yüksek patolojik 

evre ve derecesiyle korelasyon göstermektedir (35). 

Ayrıca, DAB2IP gen ekspresyonunun kaybolması daha 

kötü nükssüz sağ kalım ile ilişkilendirilmiştir (36). 

Bu bilgiler doğrultusunda DAB2IP geninin de süper-

enhancer bağlantılı regülasyonu, bu genin normal 

mesane gen ifade ağ regülasyonunda çok önemli 

olduğunu göstermektedir. 

Daha önceden yapılan çalışmalarda, süper-

enhancer-regüle olan genlerin büyük oranda 

transkripsiyon faktörlerden oluştuğu belirlenmiştir. 

Örneğin, embryonik kök hücre için belirlenen süper-

enhancer’lar embryonik kök hücre kimliğini belirleyen 

pluripotent özellik belirleyici transkripsiyon faktörleri 

(Oct4, Nanog, Sox2) ile ilişkilendirilmiştir (11). 

Ayrıca, pediatrik beyin tümörlerinin alt gruplarını 

karakterize eden süper-enhancer’ların da onkojenik 

özellik taşıyan transkripsiyon faktörlerinin (örneğin 

MYC, OTX2, GLI2)  ekspresyonunu regüle ettiği 

gösterilmiştir (9, 10).  Bu çalışmada, süper-enhancer 

ile ilişkilendirilen genlerin istatistiksel olarak 

anlamlı büyük oranda transkripsiyon faktörlerden 

oluşması, belirlenen transkripsiyon faktörlerin epitel 

hücre farklılaşması, organ gelişimi, retinoik asit 

metabolizmasındaki rolleri (16-21) ve söz konusu 

genler için istatistiksel olarak anlamlı etkileşimlerin 

bulunması mesane dokusunda da temel regülasyon 

ağlarının ortaya çıkmasında süper-enhancer’ların 

rolüne işaret etmektedir. 

Sonuç olarak, bu çalışmayla belirlenen mesane 

süper-enhancer’ları, mesane dokusunu düzenleyen 

temel regülatör bölgeleri tanımlamış, ilişkili oldukları 

genlerin ve etkileşim ağlarını belirlemiştir. Elde 

edilen sonuçların normal mesane biyolojisinin daha 

iyi anlaşılarak mesane kanserine yol açan moleküler 

mekanizmaların keşfedilmesine ve deneylerin 

tasarlanmasına yön vereceği düşünülmektedir.

MESANE SÜPER-ENHANCER’LARI
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