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Anormal katlanan proteinler hastaliklara
neden olacak sekilde topaklanabilir:

PrP proteini proteaza direncli hale gelerek katlanir
(capraz beta iplikcikleri), normal katlanmis PrP
molekullerine de bulasarak onlari da ayni formata
donusturir. PrP* yoklugunda PrP’nin anormal forma
donduridlmesi oldukca zordur (Prion, BSE)



1) Yapisal kalitim
- S.cerevisiae ve P.anserina prionlari
- Mitokondri saperonini Hsp60in kendi kendine olusumu
- Sil ve diger kompleks yapilarin sitotaksisi

2) Karisik kalitim: Kovalent oto-aktivasyonla idame olan bir
prion

3) Regiulator (Diizenleyici) kalitim
- Laktoz operonu ve pozitif feedback cevabi
- Filamento6z fungusta kendi kendine sirdurtlebilir ve
mitotik olarak kalitlanan Crippled bluyumesi
- Candida albicans’ta beyaz/opak anahtari: transkripsiyon
seviyesindeki epigenetik anahtar



1) Yapisal kalitim

Proteinaceous infectious particle : Prion terimi Prusiner tarafindan
bazi TSE hastaliklari (transmissible spongiform encephalopathies)
(koyunda scrapie, insanda Kuru ve Creutzfeldt-Jacob hastaligi) aciklamak
icin Onerildi.

Protein iki farkli konformasyona donusebilir ve bu formalardan biri
digerini o hale donusturebilir. Prion proteinleri genelde monomerik veya
oligomerik durumda olurlar, protein monomerik formdan oligomerik
forma kendiliginden c¢ok nadir donuistr. Oligomerler monomerlerin
oligomer olusturmasini tetikler ve bdylece enfeksiydz hale gecerler. Bu
otokatalitik siirecte monomerler oligomer olarak agregat olusturur.
TSEler PrP¢nin enfeksiyoz form olan PrP>¢ ye katlanmasi ile olusmaktadir.



Prion terimi artik sadece TSE ajanlarim1 tanimlamak i¢in degil, enfeksiyoz
konformasyon alan tiim proteinler i¢in kullanmilmaktadir. Prion gecisi
proteinin  fonksiyonunu ve nihai olarak hiicrenin fenotipini
degistirmektedir. Agregat halindeki form hem enfeksiy6z hem de
nesilden nesile mayoz ve mitozla aktarilmaktadir.

Hiicresel bir proteinin prion davranisi i¢in pek ¢ok genetik kriter vardir:

1) Prion tedavi/tamir edilebilir, ancak tekrar edebilir ¢iinkii enfeksiyoz
duruma yol acan konformasyon hala mevcut olabilir

2) Prion olusturabilecek bir proteinin fazla ifadesi de novo prion olusmasi
sansini artirabilir

3) Prion fenotipi proteinin normal formunun yokolmasindan kaynakli ise
genin null mutanti da aym fenotipi olusturur, bu gen prionun idamesi
icin gereklidir.

Agregat halindeki prion saflastirilabilir ve transmisyon deneylerinde
kullanmilabilir

Prion domain, Q/N zengin bolgeler gibi yapisal 6zellikler...



1) Yapisal kalitim

- S.cerevisiae ve P.anserina prionlari

Kriterlere uyan ilk prion proteinleri maya eRF3 ve Urep2dir, eRF3iin prionu
olan Sup35 translasyon terminasyon verimini etkilemektedir. URE3,
Urep2nin prionundur ve nitrojen katabolizmasini etkiler .

CPEB translasyonel diizenleyicidir.



1) Yapisal kalitim

- Mitokondri saperonini Hsp60in kendi kendine olusumu
Prionlar anormal proteinler gibi algilansa da, S.cerevisiae Hsp60 chaperonin
kendi katlanmasi ve yapilanmasini katalizleyen net bir 6rnek olatak
ortaya cikmaktadir. Monomerlerin dogru yapilanmasi icin 6nceden

varolan dogru katlanmis oligomerlerin varliginin gerekliligi
gorulmektedir.

Prion ve Hsp60 tek proteinin homopolimerleridir

- Sil ve diger kompleks yapilarin sitotaksisi

Cilia yapisi pek cok protein ve kofaktorden olusabilir ve bu formlarin 800
jenerasyon boyunca devam ettigi gosterilmistir. Paramecium,
Tetrahymena ve Chlamydomonas gibi canlilarda pek ¢cok deney yapilmis
ve sil sitotaksisi sayesinde dnceden olusmus bir sil yapisinin diger silin
ayni yonde yapilanmasi icin 6nemli oldugu gosterilmistir.



2) Karisik kalitim: Kovalent oto-aktivasyonla idame olan bir
prion ornegi.

Maya proteaz B (PrB) subtisilin/furin sinifi bir serin proteazdir ve katalitik
inaktif formu PRB1den olusur. Pro-enzim PrBnin olgunlasmasindaki son
asamalar lizozom benzeri maya vakuollerinde gerceklesen seri
kurlmalardir. Bu islem proteaz A (PrA) ve PrBnin kendisi tarafindan
katalizlenir. Olgun PrB diger vakuol hidrolazlarini aktive eder.

Bu surec bir proteazin oto-katalitik kirilmasinin kalitlanmasina érnektir.



3) Regiilator (Diizenleyici) kalitim

Bazi durumlarda cevresel ajanlara verilen cevaplar bistabil durumlarin
nesiller boyu idamesini saglayabilir
- Laktoz operonu ve pozitif feedback cevabi

Besin durumuna gore htcrelerin aktif veya diger durumlara hemen
gecmemesi. Hucreler ayni besin miktarinda kdken aldiklari (monostable

induklenmis veya monostabil indiklenmemis) hicreler gibi
davranmaktadirg

- Filamentoz fungusta kendi kendine surdurulebilir ve

mitotik olarak kalitlanan Crippled bluyumesi

Crippled biyumesi (CG) dejeneratif bliyimedir, bazi bolgeler farkl
bliyumektedir. Normal bliiyimenin aksine cevresel sinyallerle daha
pigmentli, diz ve steril olarak blylime gozlenir ve kalitlanir.



3) Regiilator (Diizenleyici) kalitim

- Candida albicans’ta beyaz/opak anahtari: transkripsiyon

seviyesindeki epigenetik anahtar

Bu diploid fungusta mating tipi homozigot oldugunda bu degisim gorulur.
Huicreler iki farkli morfoloji gelistirebilir, btuyuk yuvarlak ve beyaz
koloniler ile opak olan daha uzun hiicreler. insanda mycosis e neden
olan C.albicans’taki bu genetik anahtar sayesinde farkli ortamlara adapte
oldugu bilinmektedir.

WOR1/TOS9 transkripsiyon faktori sadece opak hiicrelerde
yveralmaktadir (transkriptom,ChlP data), beyaz hiicrelerde yoktur. Kendi
promotoruna baglanip aktive eder. Mekanizma tam olarak
anlastimamistir.



Polikomb mekanizmasi ve gen aktivitesinin
epigenetik kontrolii

Polycomb group (PcGs) proteinleri makromolekiiler kompleks
olustururlar. Bu kompleks, epigenetik gen susturulmasi ve bir cok
gelisim yolaginin regiilasyonunda kritik fonksiyona sahiptir.

Polycomb grup (PcG) proteinleri ilk defa Drosophila’nin homeotik
genlerinde ve bu genlerin diizenlenmesinde tespit edilmistir.

Drosophila’da PcG fonksiyonun azalmasi, sinegin arka bacaklarin 6n
bacaklarin yoniine transforme olmasi ve bunun sonucu taraga benzer bir
fonksiyonun ortaya ¢ikmasina neden olur.

PcG’lart genom boyunda hiicre farklilastirmasinda katilan genlerin
kontroliiniin mekanizmalarinin bir kismidir.

PcG komplekslerinin ¢ogu hiicre c¢ekirdeginde bulunurlar. Ancak
bunlarin hiicre dongiisiinde mekanizmalari, hedefleri, etkileri, nasil
baskilandiklar1 gibi sorular arastirilmaktadir.



Polikomb mekanizmasi ve gen aktivitesinin

epigenetik kontrolii

e PcG’lar iki multiprotein kompleksten olugsmaktadir:

1- Polycomb baskilayict kompleks 1 ya PRCI
2- Polycomb baskilayicit kompleks 2 ya PRC2

e PRCI alt liniteleri:

Polycomb Protein (PC): methyl-lysine gruplarina baglanan
chromodomain igcermektedir. PC trimetil formdadir (H3K27me3)

Posterior Sex Combs (PSC)
dRING

Polyhomeotic (PH) SPM isimli protein-protein etkilesim alanin
icerir ve PSC ile etkilesimi var.



Polikomb mekanizmasi ve gen aktivitesinin
epigenetik kontrolii

PSC ve dRING halka alanh proteinlerdir ve birlikte H2A nin
ubikitinasyonuna aracilik eder.

Bu bilesenlerin farkli kosullarda birka¢ homologlar1 vardir.

PC homologlar1 (CBX2, CBX4, CBX6,CBX7 ve CBX8) , en az iki PSC
homologu (Bmil ve Mell8), iki RING homologu (Ringl A ve Ringl1B)
ve lic PH homologu (Phcl, 2, 3)



Polikomb mekanizmasi ve gen aktivitesinin
epigenetik kontrolii

* Polycomb baskilayic1 kompleks 2 ya PRC2 kompleksinin katalitik
bileseni Zeste enhancernidir [E(Z)] . Zayif H3K27me3 aktivitesine
sahiptir. EZH2 H3K27me modifikasyonundan sorumlu SET domaini
icerir. BOylece birkag¢ genin baskilayicisidir.

* Enzimatik aktivite i¢in: Zeste-12 supresorii [SU(Z)12], Extra sex combs
(ESC) veya ESCL yakin homologu gerektirir. Histon saperonu
RbAp48°dir.

* In vivo, bu kompleks yapinin hedefi histon H3K27°dir, ve PRC2 tiim
mono, di ve tri metilizasyon pozisyonundan sorumludur.



Polikomb mekanizmasi ve gen aktivitesinin
epigenetik kontrolii

PRCI1 ve PRC2 pek ¢ok genin diizenlenmesinden sorumludur.
Pleiohomeotik (PHO) ve bunun yakin ailesi PHOL(memelilerdeki
homologu, YY 1), DNA’ya baglanan protein olarak, PcG makinesinin
hedef genlerinin diizenlenmesinde 6nemlidir.

PHO (Birden fazla MBT metil-lizin baglama alanmi iceren memeli
SFMBT'nin bir homologu olan dSFMBT ile baglantili), homeotik
genlerin baskilamasinda PcG mekanizmasini kullanir.

Diger genlerin de PcG mekanizmasinda homeotik genlerin
susturulmasindaki rolleri genetik analizlerle ortaya ¢ikmistir.



Polikomb yamit ogeleri (PREler)

PcG mekanizmalar1 PRE bolgeleri sayesinde tanimlanmustir.
PRE bolgeleri birkag yiiz baz ¢iftinden olugsmaktadir.

PRC 1 ve 2 komplekslerinin ikisini de toplayabilir. Boylece komsu
genlerin PcG’ye bagli olarak baskilanabilir.

PREler promotor bdolgelerinden onlarca baz (kb) uzakliktaki,
promotorlarin  yaninda, intronik  bolgelerde  veya  genlerin
downsteam’inde genleri represe edebilirler.

ChIP veya DamlID analizleri bilinen PRE’lerin PcG proteinlerinin
baglanma bdolgeleri oldugunu gostermis ve bu baglanma bolgeleri de
benzer yiizlerce diger genle iliskilidir.

PcG proteinlerinin baglanma profilleri incelendiginde dar kromatin
bolgelerine baglanabildikleri goriilmiistiir.



Polikomb yamit ogeleri (PREler)

PHO DNA baglayici protein olarak gorev yapar.

PHO veya PHO-like (PHOL), dSFMBT ile iliskilidir ve her ikisi de
Drosophila’da homeotik genlerin etkili olarak baskilanmasinda
gereklidir.

In vitro deneylerde, PRE’ye 0zgii baglanmada PHO PRCI ile isbirligi
yaptigi gosterilmistir.

DNA baglayic1 proteinlerden en az li¢ proteininde PRE’ler ile iligkili
oldugu tespit edilmistir bunlar: DSP1, GAF/TRL ve Pigsequeak.



Polikomb yamit ogeleri (PREler)

Hedef genlerde PcG komplekslerinin toplanmasinda protein kiimeleri
birarada calisirlar. Ciinkii tek bir protein yeterli olmayip, heniiz
belirlenemeyen farkli bir takim proteinlerin oldugu da tahmin
edilmektedir.

Drosophilada  baglanma  profilleri ChIP/chip veya ChIP/seq
yontemleriyle tam olarak konumlandirilmaya ¢alisilmaktadir.

Bu bolge PHO/YY1 baglanma bolgeleri ve GAGAG motifleri
icermektedir, bu bolge ve motifler Drosophila DNA baglayici proteini
olan GAF tarafindan taninmaktadir



H3K27 metil isareti

PRC2 kompleksi biitiin H3K27 metilasyonundan sorumludur.
Memelilerde, monometilasyon, Ezhl ve Ezh2'nin uzaklastirilmas: ile
kaldirilmamaktadir; ancak Eed'e bagimlidir.

H3K27me3 PcG represyonunun karakteristik bir 6zelligi iken, PRC2
kompleksinin daha 6nemli bir 6zelligi H3K27me2 dir.

Bu da H3 genomiginin %>50’sinden fazlasin1i olusturmaktadir.
H3K27me3 modifikasyonuna ugrayan ve aktif transkribe bolgelerin
disinda kalan genomun hemen hemen her yerinde mevcuttur.

Bu yaygin metilasyonun fonksiyonu tam bilinmemektedir ve PRC2 nin
baglanmasiyla da iligkilidir ve PRC2 bilesenleri mutasyona ugradiginda
kaybolur.

PRC2, Polycomb-benzer PCL(Memelilerdeki homolog, PHF1)
bilesenin yardimiyla bir trimetil transferaz olarak H3K27me3 isaretler.



H3K27me3 fonksiyonu

PC kromodomainlerinin H3K27me3’e 6zel bir egilimi vardir.

H3K27  trimetilizasyonun PRC1  proteinini  bagladigi  ispat
edilememistir.

Buna gore DNA’ya baglanan PHO proteini PRC2’ni bolgeye ¢ceker ve
PRC2 cevreleyen niikleozomlart H3K27 metiller. Bunun arkasindan
PRCI1 protein, PC kromoalananin H3K27m3 iligkisi ile ortaya geler.

Genomda PcG’larina baglanan bolgeler, H3K27 nin trimetilasyonunun
dagitimmma ve PRCI ve PRC2’nmin oranina gore bolgeden bolgeye
farklidir.

Bazi durumlarda PcG kompleksleri belli kodlanmayan RNA’lara da
baglanabilir (Or. X kromozom inaktivasyonu).



PcG baskilamasi

PcG transkripsiyon mekanizmasinda non-histon elementlerinin
metilasyonu ve iibikiitilasyonla baskilanmasini saglar.

PcG tarafindan baskilanan genler ortamda transkripsiyon faktorleri olsa
da olmasa da «galismiyoruz» modundadir ya da RNA polimeraz II
tarafindan transkribe olamazlar.

PRC1’e baglh H2A ubikutilasyonunun transkripsiyonun baslamasiyla
iligkili oldugu tahmin edilmektedir.



EPjGENETiK IDAME
(HUCRESEL HAFIZA)

Herhangi bir hiicrede potansiyel PcG hedef bolgeleri, PcG proteinleri ile
baglandiginda bunlardan bazilar1 aktif iken bazilar1 baskilanabilir.

Bazi1 genler embriyo doneminde aktif degilken ileri donemlerde aktif
olabilir.

Bazi ¢calismalarda bazi genlerin, PcG proteinleri ve RNA pol II enzimini
bagladig tespit edilmis olup hem represe edici H3K27me3 isareti hem
de aktive edici H3K4me3 isaretinin promotor sekansinda birlikte
bulundugu belirtilmistir.



EPjGENETiK IDAME
(HUCRESEL HAFIZA)

Embryonik kok hiicreler (ES) pluripotent hiicrelerdir, cogu yolaklari
kontrol eden genler ekspresyon gosterme potansiyeline sahiptir.

Pluripotent hiicrelerdeki kritik regiilator genler; oct4, sox2 ve nanog.

Bu genler PcG ile baglantili H3K27me3 ve H3K4me3 belirteglerine
sahiptir. Bu duruma bivalent durum denmektedir.

Bivalent durumdaki bir gen, tamamen aktif ya da tamamen inaktif
duruma ge¢mek i¢in hazirdir.

Differentiation (farklilagsma), ise bivalent durumdaki genlerin
aktivasyonu ve deaktivasyonu ile gerceklesmektedir.



EPjGENETiK IDAME
(HUCRESEL HAFIZA)

Bir¢ok gen, bir siire i¢in baski edilmesi ve daha sonra aktive edilmesi
gerekir.

Bu genler PcG proteinlerinin seviyesine bagli siklus olarak agilir veya
kapatilir.

Bazi genler hem PcG kompelkslerinre hem de RNA pol 11
baglanmasiyla, hem H3K27me3 baskilayici isareti hem de promotorda
H3K4me3 isaretine sahiptir.

PcG mekanizmasi son derece dinamiktir ve kalici baskilama
olusturmaz.



FARKLILASMA

PcG proteinlerinin Embriyonik kok hiicrelerde(ES) artis1 ve farklilasma
yolaklarmi1 kontrol eden ¢oklu hedef genlere baglanmasi PcG baskilamasinin
pluripotent durumunun stirdiiriilmesi i¢cin 6nemli olabilecegini gostermektedir.
Sasirtict PRC2 fonksiyonu eksik olan ES hiicrelerini ¢ogaltmak miimkiin
olmustur. Bu hiicrelerde ¢cogu PcG hedef genlerinin ifadeleri artmis fakat
hiicreler daha az stabil olmalarina karsin pluripotentliklerini stirdiirmiistiir.

Peki bu hiicrelerin dogru bir sekilde farklilasma yeteneklerindeki kusur nedir?
Sayet farklilasma indiiklenirse pluripotency genleri ve diger farklilasma
yolaklar1 i¢in spesifik olan genler uygun sekilde kapanmaz, uygun farklilasma
genleri de dogru sekilde aktive olmaz ve farklilasma basarisiz olur.

PcG kompleksleri, siklin bagli kinazlarin 6nemli inhibitorleri olan Ink4A ve
B’yi diizenler. Normal epidermal farklilasmada, henliz tam olarak
aydinlatilamamig bir mekanizma boyunca PRC?2 elemanlarinin ifadesi kademeli
sekilde diismesi, Ink4A/B nin yeniden baskilanmasina ve nihayetinde epidermal
farklilagma programini baslatan hiicre dongiisiinden ¢ikmasina neden olur.



(")zetle;

Genomda PcG baglanma bolgeleri hepsinde aym degildir. H3K27
trimetilizasyonun da baglanmanin derecesi, yapisi, derecesi, dagilimi ve
proteinlerin nispi miktarlari, 6zellikle PRC1 ve PRC2 arasindaki iligki, bir
bolgeden diger bolgeye gore biiyiik farklilik gosterebilir.

Bazi durumlarda PcG kompleksleri, bazi non-coding RNAlar tarafindan
PRE’ye getirilmektedir.

Non-coding RNA’larin PcG kompleksinde PRE toplamasinin bilinen en iyi
ornegi memelilerde X inaktivasyonudur.



Farkli tipteki kromatinlerin birbirlerine yakinligi gen
cekspresyon seviyelerini pozitif ya da negatif olarak
etkilemektedir.  Dahasi  kromozomlarin  yapisindaki
degisiklikler, DNAnin islenmesini, bazi1 spesifik kromatin
faktorlerinin delokalizasyonu ile degistirebilir.

v" Position Effect Variegation; PEV
v" Chromosomal Position Effect; CPE
v Telomeric Position Effect; TPE



CPE ve TPE, Model Organizmalardan Cikarilan
Dersler

CPE ilk kez sineklerde kesfedilmistir. X-ray ile uyarilmis kromozomal
degisikliklerle Okromatik genlere heterokromatik bolgeler veya
okromatik bolgeler heterokromatinlere yerlestigi gdozlemlenmistir.

1920’lerde; Alfred Sturtevant tarafindan Bar lokusunun duplikasyonu
ile olusan fenotipik degisiklik kesfedilmistir.

Normal disi sineklerde her X kromozomunda 2 kopya bulunan bu Bar
lokusu, Bar mutant disilerde 4 kopya olarak gozlenmis ve bu da
sinegin goz fenotipine yansimistir. Bu degisikliklerin Bar geni
ekspresyonunu etkilediginide goren Sturtevant; bu olay1 «position
effect» olarak isimlendirmistir.



CPE ve TPE, Model Organizmalardan Cikarilan
Dersler

Hemen sonrasinda ise Muller; her bir gozde beyaz (mutant) ve kirmizi
(yabanil) bolgeler oldugunu ve bunlarin X kromozomunda meydana
gelen bir inversiyonla alaca/benekli fenotip ortaya c¢iktigini
kesfetmistir. Bu olaya ise «position effect variegation» adini1 vermistir.



CPE ve TPE, Model Organizmalardan Cikarilan
Dersler

Telomerlerin ¢cofu, Saccharomyces cerevisiae’dan insana kadar,
komsu genleri susturma Ozelli§ine sahiptir. «Telomeric position
effect» (TPE) ilk kez mayalarda kesfedilmistir.

Mayalara telomerik tekrarlarin sonrasina oksotrofik (mutasyon) bir
marker olan URA3 igeren construct verilmistir. URA3 ekspresyonu
urasil icermeyen platelerde hiicrelerin biiyiimesini saglar. Bu aktarim
sonrast hiicreler cogalmamistir. Bu olay telomerlerin URA3’i
susturdugunu gostermektedir.



Kromatin Alanlarinin Siirlarinin Ayarlanmasi

Aktif ve inaktif kromatin bolgeleri siklikla yan yanadir fakat bunlarin
kendi ozellikleri baz1 6zellemis elemanlar tarafindan belirlenerek
ayrilir.

Gecen siirecte bir ¢ok izolator eleman tanimlanmis olsa da su an i¢in
bunlar 2 ana baslikta toplanabilir.

Enhancer-blocking insulators

Barrier insulators



"[zolator elemanlar1" olarak adlandirilan DNA dizilimleri, spesifik faktorleri
hassas bir yere yerlestirir ve kromatin bolgeleri arasindaki siki simirlari
tanimlar. iki tip izolatdr elemani mevcuttur

* boundary elements

Telomerler yakinlarindaki genlerin mekanizmalarint Telomeric Position
Effect denilen mekanizma ile susturabilirler. Bu etki heterokromatin ve
kromatin modifikasyonlarinin telomerden subtelomere yayilmasi yoluyla
olur

ANCAK; STAR (Subtelomeric Antisilencing Regions) denilen elemanlar
subtelomerlere bazi baglanma bolgeleri igerirler ve bu yolla TPE’yi
engellerler. YINE DE; X ve Y’ subtelomerik tekrarlarindaki bazi elemanlar
STAR’1n koruyucu etkisini by-pass ederek TPE’in yayilmasim1 ve devamini
saglayabilir.



Insan Patolojilerinde CPE

CPE; insanda hastaliklara ¢esitli mekanizmalar yoluyla sebep
olur.

) Transkripsiyon birimlerinin hassas diizenleyici
elemanlardan ayrilmasi

U Bir genin bagka bir genin enhancer bolgesiyle yakin/yan
yana olmasi

1 Benzer diizenleyici elemanlarin yarismasi

[ Bir genin yeni bir kromatin ¢evresine hareketindeki klasik
PEV

Bu ve benzeri mekanizmalar sebebiyle CPE-iligkili
hastaliklar, insanda kanserden yapisal hastaliklara kadar bir
cok patolojik durumda goriilebilmektedir.



