EPIGENETIK

Hafta 5: Epigenetik calismalarda kullanilan

model organizmalar |
Okaryot mikroorganizmalarin epigenetigi, Drosophila
epigenetigi



* Okaryotik mo.lar dkaryotik cesitliligin biytk kismini
olusturur

* Bazilari yillardan beri laboratuvarlarda kullanilsa da
biyolojileri ile ilgili bilinenler hayvan ve bitkilerden
daha azdir

* Bu bdlimde dkaryotik mo.larin epigenetigi degil bu
model organizmalarin ozellikle filamentoz
funguslarin (Schizosaccharomyces pombe ve
Neurospora crassa) epigenetik mekanizmalarin
anlasiimasinda ne gibi katkilar sagladigi tartisiimistir



e Susturma fenomeni:

* transkripsiyonel gene susturma (TGS:hedef gen
transkriptinin olusmadigi),

e posttranskripsiyonel gen susturma
(PTGS:transkriptin olustugu ancak translasyon
oncesi spesifik olarak parcalandigi),

 PTGS, hayvanlarda “RNA interference”
bitkilerde “co-suppression” olarak bilinir

e PTGSve TGS fungus ve tek hicreli canlilarda
da (protista) goralur



Post-transkripsiyonel gen susturma

Filogenetik calismalar PTGS nin tum okaryotlarda oldugunu
gostermistir

PTGS nin bulunmadigi bazi organizmalar bu mekanizmanin
hayati olmadigini gostermistir

llk 6karyotik canlilarda PTGS hem siRNA ve iliskili molekdillerle
MRNA yi parcalar hem de histonlari modifiye ederek TGS’ye
sebep olabilir . Okaryotlarda bu iki mekanizma giinimize
kadar cok iyi korunmustur

RNAI, PTGS ve TGS mekanizmalarinin anlasiimasinda
Caenorhabolitis elegans N. crassa, N. crassa 6nemli rolleri
olmustur



Quelling in N. crassa

Baskilama “quelling” funguslarda kesfedilen reversibl
homoloji bagimli gen susturma islemidir.

N. crassa karotenoid biyosentezinde rol alan al-1
geninin homolog al-1 gen transformasyonuyla
susturulabildigini géstermislerdir

DNA-DNA eslesme mekanizmasindan ziyade
transferde rol alan “Difflzible” molekullere bagldir

Bu susturma “wild-type” turuncudan acik sari hatta
beyaza kadar tim transjenik serilerde kolayca
saptanabilir ki beyaz olani al-1 null mutant serilerdir.



Quelling in N. crassa

 “RNA-dependent RNA polymerase” (RdRP)
gibi RNA komponentlerinin PTGS ve RNAi icin
gerekli oldugu ve susturma mekanizmalarinin

evrimsel olarak korundugu gosterilmistir.



N. crassa ‘da mayotik susturma

* N. crassa baskilama “quelling” yani sira
mayozda aktif sekilde ikinci PTGS
mekanizmasini gerceklestirir

* “mayotik transvection” (allellerin eslesmesine
bagli diizenleme) tiim homolog genleri
susturmak icin eslesmemis DNA’yi olusturur.



Diger filamentoz funguslarda PTGS

* Filamentoz funguslarin cogu Dicer gibi
homoloji temelli susturma mekanizmalari olan
tipik RNA susturma proteinlerini icerir.



Silencing S. pombe, when PTGS meets TGS

* S. pombe genis heterokromatin bolge (perisentrik,
subtelomerik bolge, rDNA, sessiz eslesen-tip lokisleri)
heterokromatin model calismak icin en uygun mayadir.

« Okromatin yapi aksine bu bélgeler Swi6 (S. pombe HP1
homolog), Cir4 (the S. Pombe homolog of Su(var)39 histone
methyltransferase), ve hipoasetillenmis H3K9me den
zengindir.

 Heterokromatin yapidaki RNAi yolaklari iyi anlasiimis olsa da
metilasyon, deasetilasyon gibi histon dizenleyici aktivitelerin
ilk basamakta nasil rol aldigi anlasilamamistir bu konunun
aydinlatiimasi tim genomun heterokromatin 6kromatin
olarak boélinmesini anlamamiza yarayacaktir.



Protistlerde PTGS

* PTGS yolaklari silli hticrelerde ¢ok calisiimistir
* Tek hcreli canlilardaki gen susturulmasi kazanimi

— dsRNA (23-24-nt siRNA) liretimine yol acan ve sonrasinda
homolog mRNA parcalanmasina sebep olan 3’ UTRsiz
transgenlerin somatik cekirdek transformasyonu

— dsRNA’nin direk enjeksiyonu

— Hatta ciliate homologous dsRNA eksprese eden bakterinin oral
alimi



Transkripsiyonel gen susturulmasi

* Kromatin ve kromatin bazli gen dizenlenmesi
pek cok okaryotta mevcuttur

* TGS antijen degiskenligi, eslesme tipi
dontsimd, transpozonlara karsi korunma ve
belki gelisim gibi gen ekspresyonunu dlzenler

* PTGS mekazimalarinin aydinlatilmasinda
oldugu gibi TGS de de mantarlarin katkisi

olmustur.



e S. cerevisiae’daki TGS

— eslesme tipi kasetler, telomerin bulundugu
genlerin ifade cesitliligi ve rDNA tekrarlarindaki
rekombinasyonu duzenler

e S. cerevisiae diger 6karyotlarda bulunan ve
heterokromatin paketlenmesinde rol alan HP1
proteini icermez



Metilasyonla duizenleme

DNA methylation sitozin rezidilerine sinirhdir ve gen
ekspresyonunda cok etkilidir

Gen transkripsiyonunda anahtar gibi on-off geri donistimu
bulunur

Gen ekspresyon diuzenleyicisi olarak metilasyon 6zellikle A.
Immersus’ta cok calisilmistir

A. Immersus’da, promotor bélgenin metilasyonu
transkripsiyonun baslamasini 6nlemez ancak duplike gendeki
metilasyon heriki kopyanin da transkripsiyonunu énler.

Henlz bu farkin nedeni aciklanamadi.
MIP genomik hedefin kromatin yapisini degistirebilir



* Metilasyon daginik DNA tekrarlarinin
rekombinasyonunu onleyerek genomik
butlnltgl sagladig) distnudlmektedir.

* Mascl protein MIP islevinde gerekli oldugu
gibi cinsiyet gelisiminde de onemli rol oynar



N. crassa ‘da tekrar dizi ile indiiklenen nokta
mutasyon

N. crassa, baskilama ve mayotik susturma yani sira TGS iliskili
nekanizma RIP’e de sahiptir.

Premayotik susturma islevi MIP gibi bolinmenin dikaryotik
fazinda yer alir

N. crassa genomu unmetiledir, RIP tekrarlari cogunlukla
metiledir hatta bu AT’den zengin bolgeler DNA metilasyonunu
pozitif yonde uyarir.

DNA metilasyonu transkripsiyon blogu icin tek basina yeterli
degildir kromatin remodelingle iliskili diger faktorler RIPed
bolgesini sessiz heterokromatine donustlrebilir



N. crassa ‘da tekrar dizi ile indiiklenen nokta
mutasyon

* N. crassa genomunda RIP mayoz oncesi
mutasyona ugrar ve bu irreversibldir
Reversibilite MIPin da yer aldigi epigenetik
mekanizmalarin cogunda gérilr.

* Vejetatif hayatta 2 6nemli epigenetik
modifikasyon DNA ve H3K9 metilasyonu RIPed
allellerinin susturma islevini strdurur.



Sonug

* Halen tam netlesmese de gen susturma surecinde eldeki
datalar cogu 6karyot mo.larin hayvan ve bitkilerdeki gibi
PTGS ve TGS yolaklarini kullandigini gostermektedir. S.
cerevisiae da HP1, dinoflagellatelarda gercek kromatin
yoklugu gibi farkliliklar gorulebilmektedir. Gen susturma
gen ekspresyonunun klonal diizenlenmesi, genom
savunmasi (RIP-MIP), genom yapilanmasi gibi birbirinden
bagimsiz fizyolojik gérevleri mevcuttur. Bu modellerin ve
mekanizmalarin daha ayrintili ortaya konulmasi
beklenmektedir.



Drosophila Epigenetigi

Heterokromatinin ozellikleri

Heterokromatin hiicre siklusunun interfaz stresince yuksekce
kondanse kromatin fraksiyonudur gen aktivitesi respresedir.

Y kromozomu somatik dokularda heterokromatin

Heterokromatin gec¢ S fazinda replike olur mayotik rekombinasyona
izin vermez

Constituve heterokromatin -Yogun tekrarlayan DNA dizileri, satellit
diziler, telomer, pericentric noktalar, sentromerler

Kromatinin kondanse asla eksprese edilmeyen bolgelerini
tanimlamada kullanilir

Drophosillada sentromerlerde...

Facultative hetrochromatin -Gelisimsel olarak regiile edilen
bolgeler, rRNA genleri, alinan sinyale gore ifade degisim gosterir.
Allelic exclusion, genomik imprinting, X-inactivation



Heterokromatin olusumu

Normalde bu genler heterokromatin ¢evreden kesif cikanildiginda veya bir
okromatik bolgeye cross over ile tekrar relokalize oldugunda wild tip ekspresyonu
korunur.

Kisacasi bu genler degismez.

Bir variegation rearrangement tasiyan Disilere bir Y kromozomu seklinde
heterokromatin ilavesi veya erkeklere ekstra Y kromozom ilavesi mutant sektorlerin
boyut ve varligini azaltmis veya suprese etmistir.

Heterokromatinin delesyonu ornegin;erkeklerin genomundan Y kromozomunun
cikarilmasiyla karsit bir etki meydana gelir.

Supresor of Variegation (Su-V) locusu variegationun olusumuna katkida bulunan
gen

Dosaj bagimh cevap: modifier locuslarin( 6r:Su(var)mutant alleli icin heterozigot )
wild tip allelinin bir dozu variegationu azaltirken 3 dozu variegationu arttirir.
Bunun tersi fonksiyon kayip mutasyonlarn tarafindan identifiye edilmis genler igin
dogrudur.

Position effect modifierleri Heterokromatin formasyonun baglamasi igin gerekli
olan nucleosomal histonlarin covalent modifikasyonlarini saglamak igin fonksiyon
gorur veya heterokromatinin yapisal protein 6gelerini kodlar.



Histon modifiying enzimes=Su (var) genlerinin trinleridir

Su (var)3-S—nbir histon H3 metiltranferaz kodlar (H3K9Sme2 and
H3K9me3),Dimetile form constitive heterokromatinde major olarak
bulunmaktadir.

Su (var)3-9 protein Su (var)3-26 tarafindan kodlanan histon
deasetilaz HDAC1/Rpd3 ile iliskilidir

Suv4-20-- Bir diger histon metiltransferazi kodlar (H4K20me2)
(H3K20me3) HP1'in (heterokromatinde yogun olarak bulunur)
varligina bagimhdir

Pr-Set7 bir histone methyl transferase kodlar (H4K20me).

PR-Set7 mutantlari variegationu suprese eder.
Su(var)3-3 bir amin oksidazi kodlar (H3K4me and H3K4me?2)



Heterokromatin olusumu

Heterochromatin formasyonu HDAC1/RPD3 tarafindan H3K9 un
deasetilasyonu ile takip edilen SU(VAR)3-3 LSD1 demethylase tarafindan
H3K4me2 un demetilasyonu ile baslatilir.

Bu modifikasyonlar SU(VAR)3-9 methyl transferase tarafindan H3K9 un di
ve tri metilasyon icin temeldir

HP1a sinek proteomunun 2 hibrit temelli protein etkilesim haritasindaki

birkac¢ proteinle etkilesimdedir. Bu proteinlerin 4 (i HP1 ile ayni genomik
bolgeye baglanir. HP4, 5, ve 6 mutant alleleleri variegationun dominant
supresorleri olarak hareket eder.

HP1a ayrica histon H4K20 yi di- and trimethylate etmek icin Suv4-20
histone methyl transferase zenginlestirir. Oda DDP1 proteini ile
etkilesebilir. HP1a daki bir ikinci domain kromoshadowdur.

HP2; Nucleosome Remodeling Factor NURF ve the histone chaperone

Nap-1 ile birlikte immunopresitipite olur bu kromatin remodelling
faktorler heterekromatin formasyonunda bulunmaktadir.



Telomeric Heterochromatin

* Drosophila telomerleri bir protein kompleks

tarafindan basliklanmis spesifik
retrotranspozonlarin bir dizisi tarafindan takip

edilen tekrarlanan bir sekans bir bdlgesi icerir.

* HP1 bu basligin integral parcasidir ve onu
direkt olarak DNA'ya baglar

* Telomerler onlarin domainine sokulmus

okaryotik genlerin position effect
variegationunu uretebilir.



Intercalary Heterochromatin

* Intercalary heterokromatin kromozomun
okromatik kollarina serpistirilmis belirgin
bolgelerdir.

* Sentromerik heterokromatinle veya herbiri digeri

ile iliskili bolgeler olarak tanimlanmis intra veya
interkromozomal etkilesimle sekillenen bu
bolgeler sentromerik heterokromatinle
ozelliklerinin bir kismini paylasir ( gec replikasyon,
politenik kromozomlardaki under replikasyon,
radyasyonun uyardigi kromozom kirilmasi ve bazi
histon modifikasyon ve faktorleri.



HP1a and SU(VAR)3-9 repetetive sekanslar iceren 6kromatik
bolgelerde bulunurlar

HPla politen kromozomlardaki uyarilmis puflarda bulunur

DNA replikasyonu, kromozom ayrilmasini iceren hiicre siklus
kompenentlerini regule eden genler larvadaki HP1 tarafindan pozitif
ve negatif olarak regule oldugu bulunmustur.

HP1c dkromatik bolgede dagilim gosterir hem fonksiyonel olarak

iliskisiz bir ka¢ transkripsiyon faktoru ile hemde “co-localization
spots” olarak isimlendirilen cogu genomik bdlgedeki co-activators
veya co-repressorlerle birlikte bulunmaktadir.

Bu spotlar aktif trankript bolgelerinde ve RNAPII tarafindan zengin
bolgelerde hemde histon variant H3.3 te bulunmaktadir.



Regulation of gene expression
developmental regulation by polycomb and trithorax proteins

Spesifik HOX genlerinin embriyonun belirli bélgelerinde
aktive edilmis olmali ve aktive kalmaliyken digerleri
surekli olarak represe durumda olmalidir.

Bundan ise antagonist fonksiyonlara sahip 2 grup
protein sorumludur

Gruplar
1-Polycomb grup (PcG)
2-Trithorax grup (trxG)

PcG ve trxG genleri gelisim suresince diger bircok genin
ekspresyonunu reglle eder.



PcG gen urunleri multi-protein komplekslerin 3
farkl tipini olusturur.

1-The Polycomb Represif Complex 2 (PRC2):
histon metil transferaz EZ, ESC, SUZ12, ve
nucleosome remodelling factor p55 (Nurf-55),
polycomb like(PLC) protein

2-PCR 1 kompleks: PC,PH, PSC, ve SCE/dRing, ve
dahi TBP associated factor

3-PHORC kompleks: bir DNA baglayan sekansa
sahip SFMBT ve PHO adli 2 protein



trxG Regulatuar Proteinler

TRX GENLERI PcG genlerine gore daha az voliime sahiptir. HOX genlerinin
tamami erken embriyo doneminde aktive olmustur segment diferansiyonu
suresince aktive kalmalidir iste bu HOX GENLERI trx grup lyelerinin gen
drtnleri tarafindan hedeflenmistir ki PcG kompleksleri tarafindan HOX
genlerinin hatali susturulmasini engeller. PREs in non coding bélgesi

yoluyla olan transkripsiyon PcG aracilikli susturmanin bir basarisizligi ile de
koreledir.

Trx proteinlerinin ikisi histon metil transferazlardir:trx (H3K4 spesifik,
kiiciik) veya homeitoic discs (ash 1) dir. larval politen kromozomlar
uzerinde H3K4‘ln dramatik metilasyon kaybina yol acan ASH 1 in kaybi
onun temel H3K4 Metil transferaz oldugunu géstermistir.

Trx proteini TAC 1 kompleksinde bulunmaktadir ve bu histon asetil
transferaz CBP VE SBF1 icermektedir. TAC 1 HOX gene Ubx’s ekspresyonunu
dizenlemektedir.

trxG proteinleri ve onlarin kompleksleri TREs olarak adlandirilan spesifik
DNA sekanslarini baglar. PREs ve TREs bazen MEs olarak da adlandirilir.



Trx HOX genlerinin aktif durumunu devam ettirebilmesi icin Hsp90 a
ihtiya¢ duyar.

Saperonlar bilindigi tizere proteinlerin katlanmasinda goérev
almaktadir. Enzimler gibi katildiklari reaksiyondan degismeden
cikarlar hatali katlanan proteinler islevlerini yitirmelerinin yaninda
ayrica bu proteinler tehlikeli de olabilirler hiicre 6limtine ve
hastaliklara neden olabilirler. Orn.Alzheimer hastaligi...

Hsp90 bircok regulatuar yolda gérev almaktadir. Bu proteinin kismi
fonksiyon kaybi morfolojik anormalliklere yol acar

TrxG proteinleri cohesin kompleks Gyeleri ile de etkilesimdedirler.

Cohezinler kardes kromotidlerin birbiriyle siki olan iligkisinin
surdlrdlmesini saglar



THE MSL COMPLEX IS RESPONSIBLE
FOR DOSAGE COMPENSATION

Tek bir X kromozomuna ve tek doz X linked gene sahip erkekler arasindaki
X linked gen Urunlerinin esitlenmesine Dosage compensation denir. MSL
Kompleks dosage compensationa aracilik eder

MSL KOMPLEKS ASAGIDAKI GENLERIN KOI?LADIGI 5 PROTEIN SUBUNITININ
BIR CORE'UNDAN MEYDANA GELMEKTEDIR.

MSL KOMPLEKS

1-male-specific lethal 1, 2, and 3 (msl1, msl2, msi3),
2-males absent on the first(mof),

3-maleless(mle),

4-one of two non-coding RNAs [RNA on the X1 and 2(roX1and roX2)] Fig.
14.3B).

bu kompleks erkek somatik hiicrelerindeki cok sayida bolge ile iliskilidir.
(disilerde yok) (Fig. 14.3A).

MSL kompleks erkeklerde 2 roXgene lokusunda bulunmaktadir sonrasinda
X kromozomu boyunca ¢ok sayidaki bolgeye dagilmaktadir.



MSL kompleks mevcudiyeti [H4K16ac) in
anlamli bir artisi ile iliskilidir.

MSL Kompleksin fonksiyonu gen aktivitesinden

ziyade dosage compensationa yol acan gen
ekspresyon seviyelerindeki artis

MSL kompleksi ATP-dependent DEXH-box
RNA/DNA helicase (MLE) ihtiva eder

Bu enzim cift zincirli RNA y1 veya RNA/DNA
hybrid substratlar tercih eder.



HISTONE REPLACEMENT

HISTONE VARIANTS AND TRANSCRIPTION
H3.3 REPLACES H3 IN THE DOMAIN OF ACTIVELY TRANSCRIBED GENES

H3.3 hicre siklusunun biitin fazlarinda, H3 ise S fazi boyunca sentez edilir.

H3.3 hiicre siklusu stiresince transkripsiyonel olarak aktif lokuslarda olan
replication- independent (RI) nucleosome assembly processi
kullanmaktadir.

Disilerde erkeklere gore hipertranskribe X kromozomu tizerinde daha ¢ok
bulunur.

H4K16ac Un dagiliminin aksine H3.3 transcribe genlerin 5’ ucunda
yogundur.

ANT-C and BX-C complexleri histon disiik H3.3/H3 oranina sahiptir

H3.3 belirgin pikleri regulatuar domainlerde, PREs ve promoterlarda...
bulunmakta

Regulatuar bolgelerin cogu hypersensitive alanlar igerir ve H3.3 den yogun

olan bu alanlar nukleosom yikim ve yenilenmesinin devamli bir siirecine
isaret eder. (Fig. 14.4).



CHROMATIN INSULATORS

Instilatérler 6zgul proteinleri baglayan kisa
DNA dizileridir. Yeniden sekillenmenin komsu
genlere yayllmasini dnlemek icin barikat goreuvi
gorur.



* BEAF insulator proteinin tikenmesi H3K9me3
un dagilim ve duzeyinde 6nemli bir artisa
neden olur ve onun baglandigi alanlara komsu
genlerin eslik eden represyonuna yol acar

* BEAF H3K9 metilasyonunu bloklar boylece
komsu genlerin transkripsiyonu korunur.



Su(Hw) and Mod(mdg4) gibi insulator proteinler larva tiikriik bezi politen
kromozomlarinda yiizlerce alanda bulunmaktadir. interfaz nukleusunda
lokalizasyonlari ¢ok sinirlandirilmis sayidadir. Nuklear yapinin bu supriz
boyutunu icin agiklama saglayan bu insulator 6zellik yiginlar olusturma
egilimindeydi. (Fig. 14.5). Multiple gypsylike insulatorler nukleusta rozet
benzeri yapilar olusturmak icin etkilesir

insulator proteinler ve insulator sekanslar insulator boydler olarak
adlandinilir nukleer matrixle iliskilidir. The Topoisomerase I-interacting
protein dTopors; hem a ubiquitin ligase, Su(Hw) ve Mod(mdg4) ile hemde
nuklear matrixi gliclendiren takviye eden Lamin DmO ile etkilesir.
insulator body hublari ile matrikse tutturulmus DNA looplarinin

rosetlerindeki genomun ¢ogunun mimari organizasyonu gen regulasyonu
icin gerekli olabilir. (Fig. 14.6).



* DNA metilasyonunun drophosilada olmadigi

dustnuliyordu. Insanlarda bulunan DNA
metiltransferaz DNMT2 nin drophosilada

oldugu gorulmustdar.

* insan DNMT2 DNA yi1 metillemez drosophilla
enzimi ¢cok erken embriyonun DNA sinda
sitozin nukleotidlerini metiller.

« dDNMT?2 aktivitesinin kaybi subtelemorik DNA
tekrarlarinin kaybina yol acar



