EPIGENETIK

Hafta 2: Epigenetik mekanizmalar 1

DNA metilasyon mekanizmalari
Memelilerde metil-CpG taninmasi ve demetilasyon
Histon modifikasyon mekanizmalari
Kodlamayan RNA epigenetigi



Memeli hiicrelerinde transkripsiyon baslangici ana olarak 3 sinifa ayrilir:

1) Promotor glici ve cekirdek transkripsiyon diizeneginin mevcudiyeti/kullanilabilirligi
2) Promotor spesifik transkripsiyon faktorlerinin hareketleri

3) Kromatin yapisinin degistirilerek DNAnin ulasilabilirliginin kontrol edilmesi ( Histonlarin
transkripsiyon sonrasi modifikasyonlari ve replikasyon sonrasi DNAnin modifikasyonu
son zamanlarda yogun bir bicimde calisiimaktadir)

Nukleozomlar 6karyot kromatinin temel yapi taslarindandir ve histon oktameri etrafina
iki kez sarilmis 146 b¢ DNAdan olusurlar. Histonlar agirlikh olarak N-terminallerinden
pek cok histon modifiye edici enzimle isaretlenirler.

Memeli ve diger omurgalilarda DNA metilasyonu sitozinin C5 pozisyonunda,
cogunlukla CpG diniikleotidlerinde, gerceklesir. DnmT enzimi korunmus bir mekanizma
ile bunu gerceklestirir. S-adenosil-metionindeki metil grubu sitozindeki aktive edilmis
C5e kovalent olarak baglanir.

Bu epigenetik etki etki pek ¢ok biyolojik slirecin idamesi icin gereklidir: genomik
imprinting, gen susturulmasi, X-kromozom inaktivasyonu, transfer edilen cekirdekteki
yeniden programlama, bazi karsinogenez temelleri, DNA tamiri, sekstiel dimofizm, hiicre
bolinmesi , memeli genomundaki pek cok transpozon ve retroviral elementin
baskilanmasi



Memeli DNA Metil transferazlar:

Memelilerde DNMTlar iki ailedeki birbiri ile fonksiyonel ve yapisal olarak farkli olan 3

uyeden olusmaktadir.

Dnmt3a ve Dnmt3b de novo olarak ilk CpG metilasyon paternini olustururken, Dnmtl
kromozom replikasyonu ve tamir sirasinda bu paterni idame ettirir. idame
metiltransferaz olan Dnmtl’in hemimetile bolgelerde 30-40 kat daha fazla tercih edilir.
Ancak Dnmtl aktivitesi bazen non CpG bdlgelerdeki de novo metilasyon icin de gerekli
olabilmektedir.

Dnmt3 ailesi iki aktif de novo Dnmt (Dnmt3a ve Dnmt3b) ve bir dizenleyici proteinden

(DnmtL) olusmaktadir. Dnmt3a ve Dnmt3b benzer motif yapilariniigerir.



Dnmt3L de novo DNA metilasyonu icin gerekli bir diizenleyici proteindir. Dnmt3a ve
Dnmt3L C-terminal motifleri Classl Ado-Met bagimli metiltransferazlarin karakteristik
yapisini gostermektedirler. Ancak bu iki proteinin olusturdugu aktif kompleksteki

katalitik birim Dnmt3adir.

Dnmt3a-DnmtL C-terminal kompleksi yaklasik 16 nm buyukliktedir ve 11 nm olan
nikleozom capindan buyuktir. Bu komplekste 2 Dnmt3a, 2 DnmtL bulunur ve iki
3L-3a ve 1 3a3-3a arayuzi olustururlar.  Buradaki anahtar katalitik rezidularin
degistiriimesi enzimatik aktiviteyi etkiler.



UHRF1in SRA alani DNA heliksten 5-metilsitozini ¢ikarir

UHRF1 (ubiquitin-like,containing PHD and RING finger domains 1), hemimetile replikasyon
catallari ve tamir edilen yerlerde Dnmtli hedefleyen bir adaptor proteindir. Fare ortologu
NP95, insan ortologu ICBP90 olarak adlandiriimistir.

UHRF1de yer alan SRA (SET ve RING associated ) domain ve hemimetile CpG iceren DNA
yapisinin kristalografisi bilgisine gore, SRA alani 5-mCi DNA heliksten tamami ile ¢ikarir.

Base flipping (baz c¢ikarimi) DNA metitransferazlar, DNA tamir enzimleri ve RNA
modifikasyon enzimleri tarafindan sikca kullanilir.

Bakteriyel 5mC Mtase Hhal ve UHRF1 ayni isi yapmalarina karsin tamami ile farkli
yapidadirlar.

5mC baz c¢ikarimi metile paternal ipligi demetile yavru iplikten farkli oldugunun anlasiimasi
saglar, ki bu da DNA replikasyonu sirasinda tamir icin 6nemlidir. Nitekim insan ortologu olan
ICBP90In ifadeinin kanserde deregilile oldugu gozlenmektedir. SRA-DNA interaksiyonu
UHRF1i hemimetile CpG bolgelerinde tutarak idame metiltransferaz olan Dnmtli buralara
yonlendirir.

PDB ve Tudor alani histon ile interaksiyonu saglar.



DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari replikasyon iliskili
siireclerle beraber gerceklesir

UHRF1 polipeptidi, Gzerinde hem DNA sessizlestirme isaretlerini (SRA) hem de histone
sessizlestirme isaretlerini taniyan (Tudor and/or PHD) alanlar yeraldigindan bu isaretlerin
kalitlanmasi igin hiicredeki temel bilesendir.

* Hidroksilasyon ile DNA demetilasyonu

* Glikozilasyon ile DNA demetilasyonu

* Dnmt2...



* Prolin izomerizasyonu (Prolinin izomer olusturmasi H3P30 ve H3P38, bu konformasyonel
degisim H3K36 metilasyonu icin gereklidir)

*Sumolasyon (Small Ubiquitin-related Modifier protein) SUMO, ubikitinasyon gibi kovalent
olarak eklenir, 100aa lik bir molekuldir. Histon sumolasyonuasetilasyon ve ubikitinasyon gibi
isaretlerile etkileserek transkripsiyonu baskilar

*Ubikitinasyon (76 aalik molekil) post-translasyonel modifikasyon, mono, di, tri olabilir.

Poliubikitinasyon protein yikimi icin isaretken, monoubikitinasyon protein fonksiyonunu
dizenler (H2A; H2B ubikitinasyona ugrayabilir. trasnkripsiyonel aktivasyonda rol
oynayabilir , H3K4)

* ADP-ribozilasyonu , post translasyonel modifikasyondur. Tim nuve histonlar ve H1 histon
genotoksik stres veya hucre siklusu sirasindaki fizyolojik degisimler veya farkilasma sirasinda
mono-ADP-ribozilasyona ugrar.

* Fosforilasyon. Histonlar genelde serin bazen de tirozin aalerinden fosforile olur. Pek cok
farkli protein kinaz tarafindan gerceklestirir. Trankripsiyonun diizenlenmesi, DNA hasarinin
tamirinde rol oynar

*Metilasyon: Histon metilasyonu arginin ve lizinlerde gerceklesir. 3 grup histon
metiltransferaz mevcut (HMT) , farkli aaleri metillerler. Histon metilasyonu trasnkripsiyonel
regulasyonda rol oynamaktadir. H3K4me, me2,me3 aktif promotorlarda yer alirken,
H3K36me2/me3 transkripsiyon elongasyonu ile iliskilidir vb. DNA tamirinde de rol oynar



e Asetilasyon:  Transkripsiyon, DNA hasar tamiri ve replikasyon. HAT enzimlerince
gerceklestirilir. Bu enzimler iki farkli seilde siniflandirilir (Nukleer-sitoplazmik ve

fonksiyonlarina gore) Fonskiyonlarina gore bazi alanlarin ( zinc finger, kromodomain,
bromodomain) varligi 6nemlidir. GNAT ailesi, MYST ailesi, p300/CBP, HAT kompleksleri

*Histon deasetilazlar, (HDAC) iki aileden olusur (SirT vb) transkripsiyonel ragulasyon ve DNA
tamirinde rol alirlar

Kovalent modifikasyonlar ve bazi histon
varyantlari spesifik biyolojik gorevlere isaret eder

Histon kodu farkli anlamlara gelmektedir



Non-coding RNA genlerden transkribe olan ancak
proteine cevrilmeyen RNAlardan olusur. Pek cogu
diger RNAlarin islenmesi ve dizenlenmesinde rol

oynar.



Non-coding RNA genlerden transkribe olan ancak proteine ¢evrilmeyen RNAlardan
olusur. Pek cogu diger RNAlarin islenmesi ve diizenlenmesinde rol oynar.
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miRNAIlar ve imprinting

IG-DMR boélgesinin metilasyonu (Paternal kromozom) Rtl1 antisense
transkriptinin baskilanmasina ve sonrasinda Rtl1 transkriptinin ifade olmasina
yol acar.

Metilasyon olmazsa (Maternal iplik), Rtl1 antisense iplikten miRNAlar

sentezlenir ve Rtl1 transkriptine kismi baglanarak Rtl1’in yikimina sebep

olurlar



(A) XClI 6ncesi, Tsix yuksek seviyede sfade olur ve kendisinin ve Xist geninin H3-
K4 dimetilasyonunu indikler, boylelskle Xist ve Tsix aktif transkribe olur.
Rasgele XCl baslamasina yolacar.

(B) XClI sirasinda, Xist in 1. intronundan pluripotency faktorlerinin
uzaklastiriimasini takiben Xist ifadesi artar. Xist RNA Xi bolgesini kaplayarak
kromatin baskilayici kompleksi (CRC) Xi ye yonlendirir. Xist RNAsi Tsix ile de
RNA duplex olusturur, Dicer tarafindan 24-42 nt lik XiRNAlara ceuvrilir.
XiRNAlar H3K27me3 ve H4K20me olusumunda rol oynar. Xi statist PCr2
polycomb repressive kompleks tarafindan idame ettirilir.

(C) Xa ‘daise Tsix Dnmt3a ile birlesir ve Xist Xist promotorunda metilasyonu

saglar. Boylece X bagimli genler ifade olur.



