EPIGENETIK

Hafta 5: Epigenetik calismalarda kullanilan

model organizmalar li
Epigenetik kalitimda fare modelleri,
Bitkilerde yer alan epigenetik dlizenleyici mekanizmalar,
paramutasyon



Ilk Maruziyetler Ve Yetiskin Hastaliklari

2.DUnya Savasl sirasinda,

Agir savaslar,

Demir yollari ve képrulerin tahribi
Almanlarin uyguladigi yiyecek ambargosu

Hollandalilarin ginde 1000 kaloriden daha az
beslenmelerine sebep olmustur.

Bu donemdeki gebeliklerden sonra diinyaya gelen
bebeklerde ve onlarin ¢cocuklarinda,

KKH, MEME CA, OBEZITE, OBSTRIKTIF AKCIGER
HASTALIGI, MICROALBUMINURI gorilme sikhgi
artmis ve bu durum birkac¢ kusak devam etmistir.



1990’larda, David J.P. Barker ‘in “Hastaligin
Gelisimsel Kokenleri” hipotezine 06rnek
olarak bu durum verilir.

Bu hipotez; ilk gelisimsel maruziyetlerin,
hayatin ilerleyen doneminde hastaliklara
sebep olabilecegini savunur.



60 yil boyunca kitliga maruz kalan
Hollandalilarda adaptasyon mekanizmasi
devreye girmis ,birtakim epigenetik
degisiklikler gorulmustur. DNA metilasyon
seviyeleri, ILGF2 lokusunun damgalanmasina
ve bu hormon seviyesinin dismesine sebep
olmustur.

Ne yazik ki, KKH ve obezite gibi patolojilere
sebep olabilir.
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Hollanda Kithk Calismasi, erken cevresel
maruziyetlerin, hayatin ilerleyen yillarinda
kronik hastaliklara sebep oldugu

Epigenetik noktalarin kalitimini etkiledigi,
Epigenetik profilin yapisini bozdugu teorisini
desteklemektedir.

Insanda bu tiir maruziyetleri deneysel olarak

ele alma yetersizligi, memeli modellerine
ihtiyaci ortaya cikarmistir.



Memeli modelleri, arastirmacilara gebelik
dncesinde-esnasinda-sonrasinda

Annelik
Kimyasal
Beslenme

Psikolojik durumu degistirerek anne
rahmindeki maruziyetleri taklit etme becerisi

sunar. .



Gen bazli IMPRINTING,
Epigenetik Regulasyon,

Kalitimin mekanik analizi, icinde memeli
modellerini incelemek fayda saglamistir.

Bitkilerde bu tur dizenlemeler olmasina

ragmen gelisen embriyoda inceleme becerisi
sinirhidir.



Bu memeli modellerinde,
- Yari kararh epialleller,

AYY, Axin FY ve Cabp AP
- CpG metilasyonu

bu maruziyetlerin etkileri icin degerli
biyoreseptorlerdir.

Genetik Imprinting Regulasyonlari
Histon Modifikasyonlari

Kicuk RNA’lar gibi diger epigenetik markerlarin
metilasyon kurulumuna katkida bulunurlar. 8



Yari Kararli Epialleller

Gelisimin erken safhalarinda olusturulan
epigenetik modifikasyonlardan dolayi genetik
olarak birbirine 6zdes bireylerde, cesitli yollarla
ifade edilen 6zdes allellerdir.

Epigenotip olusumu randomizedir.
Genis capli, degisken fenotiplerle iliskilidir.

Bu allellere sahip fareler, yetiskin
hastaliklarinin gelisimsel kdkenleri ve
epigenetik markerlarin kalitimi Gzerine
calismak icin oldukca faydalidir.



Randomize epigenotip kurulum mekanizmalari

1. Gametogeneziz esnasinda, gen ¢apinda yari
kararh epiallellerde epigenetik markerlar,
tam anlamiyla sifirlanmaz.

-Tamamlanmamis sifirlanma ve yeniden
kurma somatik dokulardaki reziduel
epigenetik markerlarin mitotik kalitimina,
nesiller boyu epigenetik kalitim yoluyla bir
sonraki nesle aktarimina sebep olur.
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2. Yan kararh epialleller; gelisim esnasinda ve yasamin ilerleyen
safhalarinda cevresel degiskenlere maruz kalabilirler.

Yari kararli epialleller, geri donustirulebilir elementlerin varligiyla
(Intrasisternal A parcacigi- IAP) yakindan iliskilidir.

|AP retropozonlari;
-fare geninde oldukca yaygin,
-uzunlugu 7kb,

-fare geninin %3’Unu olusturan Class Il endojen retrovirus
icerirler.

-Uzun terminal tekrarlar (LTR) metilasyon durumu IAP ifadesini
etkiler.

-LTRler, komsu IAP’lerin promotorlerini tasirlar.
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e Bircok fare tumorunde, 5 LTR’ deki, IAP
hipometilasyonu goérulmustur.

DNA metyltransferazl; metilasyondan sorumludur.
Inaktivasyonunda preimplantoik embriyoda IAP LTR’

lerin demetilasyonu gorulir.

DNA metyhtransferaz 3b; hafif demetilasyona ve
embriyonik 6lime sebep olur.

Bircok fare dokusunda, IAP RNA transkripsiyonlari
tanimlanmistir. Bu RNA lar; DNA metiltransferazi
etkilenmis farelerde oldukca fazladir.
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|AP Retrotranspozonlarin gen ifadesine etkileri

Retrotranspozon: DNA’da bulunan, protein
kodlamayan, retrovirusler tarafindan olusturuldugu
dusunulen ve gendeki farkl lokasyonlara tasinabilen
tuhaf yapilardir.

Arastirmacilar, retrotranspozonlari epigenomun vahsi
tarafi olarak adlandirmislardir.

Insanlarda 10 kat daha az IAP retropozon vardir.

Etkilerini daha iyi anlamak icinEntegrasyon bolimlerini
incelemek icin global haritalama teknikleri kullanilir.
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* The Agouti Viable Yellow (A YY) Fare Modeli

Agouti geni, farelerde sari phaeomelanin
pigmenti Uretimini saglar. Foliktler

me
koo

Trans

onisitleri Greten paracrin molekulinu
layan promotoru etkiler.

cripsiyon, Agouti (A) allellinin exon 2 deki

dongu spesifik kil promotoriinden
baslatilir.Bu olay yalnizca deride olur.

Faredeki kil gelisimi esnasinda, gende bulunan
Transient A ifadesi, her bir siyah kilda
subapikal sari bant olusumu ile sonuclanir.
Bu da vahsi fare tirlerinin kahverengi
(agouti) tuylere sahip olmasina sebep olur.
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A% ilk olarak 1960’larin basinda tanimlanmistir,
Agouti (A) geninin transkripsiyon baslangic bolgesine
|AP retropozonun insersiyonu ve upstream
ilerlemesiyle olusur.

AY |AP’nin proximal ucundaki kriptik promotor,
yvapisal ektopik agouti transkripsiyonunu olusturur. Bu
da farelerde, sari tluylere, obeziteye ve
karsinogenezise sebep olur. AY |AP’deli CpG
metilasyonunu ektopik agouti ifadesiyle bagdasir.
Metilasyon seviyeleri, bireysel izogenik AYY A
farelerinde farkhliklar gdsterir. Ten renginin saridan
(anmetile) pseudoagouti’ye (metile) donmesine sebep
olur.

Ten rengine ilave olarak, A" A farelerinin
hipotalamus da dahil tim dokulardaki agouti
baglantisi melanokortin reseptorlerine kadar genis
sinyaller onlari obeziteye ve kansere meyilli hale
getirir.



A VY Fare modeli, fenotiplerin tekrari,
epigenetik markerlarin nesiller boyu
kalitimi izah etmesi sebebiyle essiz bir
biyoreseptor haline gelmistir.
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The Axin Fused (Axin F*) Fare Modeli

2002’de, monozigotik insan ikizi, kaudal duplikasyon
sendromu icin diskordans oldugu saptandi. lkizlerden biri
saglikh iken, digerinin distal omurga duplikasyonu ve bir
tumord vardi. Bu durumdan, insan Axinl gen mutasyonu
sorumlu tutuldu, yapilan arastirmalarda, mutasyon izine
rastlanmadi.

2006 yilinda, Oates ve arkadaslari, Axinl promotor
bolgesindeki metilasyonun, etkilenmis ikizde fazla oldugunu
kesfettiler. Bu da, ayni genetik yapiya sahip insanlarin
fenotip degisikligini saglayan epigenetik mekanizmalarin
etkinligini gosterdi.
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Farelerdeki, Axin geninin vahsi tipi Axin proteini
kodlar. Axin proteini Wnt sinyalini inhibe eder.

Axin geni, hem embriyolojik hem de yetiskin
donemde ifade edilir. Bu genin intron6 icinde bir IAP
bulunur. IAP’nin intron6 insersiyonu sonucu tepesi
kesik fakat biyolojik olarak aktif Axin
transkripsiyonuna sebep olur. Bu da gelisim
esnasinda olusan aksiyel dublikasyona ve kuyrugun
kivrik olmasina yol acar. Axin"¥ promotoriiniin 6 CpG
bblgesinin metilasyonu, Axinf¥ ekspresyonu ve kuyruk
kivrim miktariyla ters orantilidir.

AxinfY, AW gibi gen metilasyonu ve fenotipi
etkileyen gelisimsel faktorleri analiz etmek icin glicla8
bir aractir.



Fare cdk5 aktivator proteini (Cabp'A® ) YARI
KARARLI EPIALLELI

2004 yilinda Druker ve ark. Farenin IAP, LTR lerinin
homolog sekanslar icin C57BL/6J ¢ DNA database lerini
arastirirken Cabp'AP i tanimladilar. Farenin intron 6
bolgesinde yeni bir sekans kesfettiler. Bu gen CDK5 kinaz
inhibisyonu icin sorumlu tutulan CDK5 aktivatér baglanti
proteinine (Cabp) sekans benzerligi gésterir.

Cabp 2. kromozomda bulunur, 14 Exon u vardir, 2kb lk
transkript Uretir.
Agouti, Axin genleri gibi karsit yonla I[AP
retrotranspozonuna sahiptir.

Cabp'AP 5’LTR deki kriptik promotordan baslatilan 1.3 kb
ik anormal transkrip ile ilgilidir. 19



Bu iliski ayni batinda diinyaya gelen yavrularda farkl
ifade edilir.

AVY, AxinfY gibi ifade cesitliligi IAP nin 5’ LTR sinde
bulunan Citozin metilasyonu ile ters orantilidir.
AVY, Axin*Y nun tersine 5’ LTR de hipometile fareler

normal 5" promotorde baslayan bircok kisa Cabp
transkrip Uretirler fakat aniden sonlanirlar.

AP insersiyonu sonucu olusan extra kisa bir transkript
intron 6 da meydana gelir.

Bu nedenle Cabp'*" gen transkripsiyonunun hem
upstream hem de downstream etkilerinin gosterildigi

ilk yari kararli epialleldir. 20



* Konjenik AYY, AxinfY fareleriicinde bulunan
ikinci bir yari kararli epiallelin varligi cevresel
faktorlerin etkilerini ve epigenetik kalitimin
incelenmesine olanak saglar.

* Gelecek arastirmalar Cabp'*” vyari kararl
epiallelin analizini hedeflemelidir.
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* Cabp'”? yari kararh epialleli, intron 6 daki karsit
downstream IAP ‘na sahiptir. IAP nin 5” ucundaki
promotore insersiyonu sonucu tepesi kesik Cabp
transkripsiyonuna neden olur.

* |AP deki CG bodlgeleri hipometile edildiginde IAP
insersiyonu sonucunda EXON 1 bolgesinden de
tepesi kesik transkript Gretimine neden olur.

 Kriptik promotorin I[AP’sinin downstream
ilerlemesiyle ve CpG bodlgesinin metilasyonu
sonucunda normal Cabp transkripsiyonu

meydana gelir. .



Yarikararli epiallellerde epigenetik
belirteclerin kalitimi

e 1970 lerin sonlarinda AYY (TEN RENGI) Axinf{
(KUYRUK KIVRIMI) kalitimini acgikladi. Bu
gozlemler epigenetik modifikasyonlarin
gametogenezis esnasinda metilasyon izlerinin
azalmasiyla kalitsal olabilecegi goriisinun
ortaya koymaktadir.

e Fakat yapilan incelemeler epigenetik kalitim
icin ekstra duzenleyici mekanizmalarin
varligini gostermektedir. 23



e AVY FARELERINDE EPIGENETIK KALITIM

 Whitelaw ve ark.; akraba farelerin Uremesi sonucu
dogan farelerde embiryo transfer deneyleri yaparak,
AVY allelinin kalitim orneklerinin  INKOMPLET

epigenetik programlamaya bagli oldugunu
disinmauslerdir.

 Anne-babadan gecen markerlar arasinda kalitim
acisindan farkliliklar gozlemlediler;

— AYY  Anneden geciyorsa yavrularin ardisik olarak sari-
pseudoagouti olmasi muhtemeldir.

— Babadan geciyorsa fenotipik kalitimla sonuclanmaz.

— Bu durumun sebebi; erkekteki germline epigenetik
izlerin tamamen, annedeki izlerinse kismen silinmesiyle4
olustugu varsayillmistir.



Blewitt bu durumu soyle aciklamistir;

AVY alleli babadan geliyorsa fertilizasyondan hemen
sonra hizli demetilasyona ugradigindan fenotipik
degisiklik olusturmaz,

Gen anneden geliyorsa; gen fertilizasyondan sonra
ama implantasyondan (blastokist asamasinda) 6nce
demetile olur, buda fenotipe yansir.

Zigotla matlr sperm karsilastirildiginda zigotun daha
demetile oldugu, bunun sebebininde babadan gelen
gene karsi ‘AKTIF DEMETILASYON ‘ sirecine bagl

oldugu dustunulmustir o5



Anneden gelen AYY genindeki metilasyonun blastokist asamasina
ulasana dek tamamen unmetile olmasi yukaridaki kalitim
mekanizmasinin sorgulanmasina neden oldu.

AYY allelinde metilasyonun kalitsal bir marker olmayabilir mi??

Whitelaw grubu memeli bir policomp proteni kodlayan Mel 18
nakavt dan faydalandilar.

Mel 18 verilen yavrularda da AYY allelinin epigenetik kalitiminin
olustugunu kesfettiler.

Babadan gelen anormal epigenetik kalitim, DNA metilasyonundan
olusan markerin heterozigot nakavt yavrusunda tam olarak
silinmedigi, fenotipik degisiklige sebep oldugu gosterildi.
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* Ayrica olaylar zigotik gen aktivasyonundan ve
babadan gelen DNA ‘nin tam
demetilasyonundan sonra olusur. Buda AY
allelinin kalitiminda —histon modifikasyonu —
gibi baska bir kalitsal marker roltinu
desteklemektedir.
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e Axin FY FARELERINDE EPIGENETIK KALITIM

AYY  farelerinin aksine Axin fY fareleri, epiallelleri hem
anneden hem babadan gecisini ve fenotipin kalimini
orneklemektedir.

Axin fY  yetiskin sperminin metilasyon durumu, hayvanin
somatik dokulariyla tutarhidir. Bu tutarlihk, epigenetigin
yveniden programlanmasinin gametogenezis esnasinda bu
lokusta olusmadigini gosterir.

Allelin gametogenezis esnasinda demetilasyona karsi direncli
oldugu tahmin edilmektedir. Postferilizasyon déneminde
epigenetik izlerin tam olarak silinmemis oldugu
dusunulmektedir.

Metilasyon markerlerinin rastgele yeniden kurulmasi
sonucunda bazi markerler sabit kalir, ebeveyn allel hafizasi
yavrudaki ebeveyn fenotipinin kalitimini etkiler. 28



» EPIGENETIK CALISMALARIN GELECEGI

* Ortaya konan bulgular ; anneden gelen AVY
allelin epigenetik kalitimda histon
modifikasyonlari gibi ilave markerlerin daha
fazla arastiriimasi

* Ayni sekilde AxinfY da daha genis
incelenmelidir.
 Bu modeller protein nakavtlarinin etkilerinin

ortaya koymak icin mukemmel
biyosensorlerdir.
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* ARASTIRMA ARACLARI

OLARAK FARE

MODELLERI

e Cabp, AVY, AxinfY fare modelleri epigenetik
programlamada beslenmenin etkileri ve
kimyasal faktorler Gzerinde calismak icin degerli
araclardir. Annenin beslenmesi ayni batindaki

vavrularin kuyruk kivrim sido
metilasyon degisikliklerini et
epigenetik adaptasyonlar da

etini, ten rengini,
Kiler. Persistant

na somut bir

sekilde ele alinabilmektedir ve gelisimsel
plastisite hastalik yatkinliginda 6nemlirol 3

oynayabilir.



e AYY, AxinfV MODELLERi VE METiL DONORLER

* Maternal epigenetik ve metil ilavesi AYY, Axin™Y
farelerinde agouti ve axin gen ifadesi etkiler.

* DNA metilasyonu icin gerekli olan metil gruplarini
temin eden S Adenozin Metionin(SAM) sentezi icin
metil verici Uretilmis diyet ve kofaktorler gerekir.

* |k beslenme veya SAM sentezini degistiren cevresel
faktorler gendeki epigenetik olarak labil bélgelerde
bulunan CpG metilasyonundaki degisimler yoluyla
yetiskin fenotipini potansiyel olarak etkileyebilir.
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AYY fare modelini kullanarak Cooney ve Waterland sunu
gostermislerdir; maternal beslenmeye Folik Asit, B12, Colin,
ve Betain eklenerek olusturulan metil ilavesi pseudo agouiti
fenotipine dogru yavrunun ten rengindeki dagilimi
degistirir. (tablo 15.3)

Renk dagilimindaki degisim 7 tane AVY CpG bolgesindeki
artan metilasyon sonucunda olustugu ortaya konuldu.

7CpG bolgesindeki metilasyon profilleri, ektodermal(beyin-
kuyruk), endodermal (karaciger), mezodermal(bobrek)
kokenlerinden alinan dokularda tutarlilik gosterir.

Bu tutarliik AYY lokusundaki metilasyon profillerinin

embiryogenezis totipotent stemsell asamasinda olustugunu

gosterir.
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Buna ek olarak post natal 21-100. glinde incelenen
dokulardaki metilasyon, korelasyon géstermistir. Bu
DNA metilasyonun zaman icerisinde muhafaza
edildigini gostermektedir.

AXIN fareleri; annenin aldig1 metil donér takviyelerinin
etkilerini analiz icin kullanilirlar.

Gebelik 0ncesinde ve esnasinda alinan metil donor
takviyelerinin metilasyonu arttirdigini ve yavrudaki
KUYRUK KIVRIMINI AZALTTIGI bulunmustur.

Metilasyondaki artis kuyruk bolgesine 6zglidur. Bu
etkinin gebeligin ortalarina dogru olustugunu kanit

olarak gosterilmektedir. s



Metil takviye markerlerinin nesiller boyu aktarilip aktarilmadigini
analiz etmek amaciyla Cropley ve ark. tarafindan AYY pseudoaguiti
FO annelerine metil verici ve kontrol diyeti uygulanmistir. F2 neslini
incelediklerinde intrauterin metil vericilerine maruz birakilan
pseudoaguiti annelerinin daha koyu yavrulara sahip olduklari
gorulmustar.

Metil takviyelerinin

— AYY allelindeki germline epigenetik modifikasyonu tetikledigi
sonucuna varilmistir.

— Obezitenin artmasini engelledigini gostermislerdir.
— Insanda da obeziteyi azaltmada rol oynayabilecegini disiinmuslerdir.

Cevresel faktorler yeni germline epigenetik bilgiyi saglamaz.
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e AYY MODELI VE iZOFLAVONLAR

* |ZOFLAVON; coklu biyolojik sistemlerde aktif
olan, soya ve urunlerinde bulunan,
fitodstrojen sinifini temsil eder. Ostrojen ve

nonodstrojenik reseptor sinyal yollarini icerir.
Soyadaki major izoflavin Genistein’dir.

* Genistein;
— Ostrojen agonist-antagonist maddeler;
bulundurur.
— Trozin kinaz aktivitesini inhibe eder.

— Serbest radikalleri zamana, doza, doku turine

gdre temizler. 39

— Histon asetilasyonunu arttirabilir



* Dolinoy ve ark. tarafindan Anneden gelen
genisteinin inutero epigonumu degistirerek
vavru Uzerindeki etkisini gormek icin heterozigot
vasayan yellow aguiti fareleri incelemislerdir;

— AYY deki histon 6 CpG bdlgesini hipermetile ettigini,

— Ten rengini pseudoaguitiye donutsturduging,

— Yavrunun yetiskinlikteki obezite riskini azalttigi

— Kronik hastalik riskini azalttig1 seklinde belirtmislerdir.

— Farklh zamanlarda(21.-150. gun) farkl dokulardan
alinan orneklerde metilasyon seviyeleri korele
bulunmustur. AVY deki epigenetik kurulumun
embriyolojik gelisimin totipotent kdk hicre
safhasinda oldugunu gostermistir.

— Yashhga daha direngli oldugunu ortaya koymustur. ..



* Dolinoy ve ark.CpG, AYY 9 bolgesindeki
metilasyon seviyelerini de
degerlendirmislerdir boylece;

— Bolge spesifik metilasyona isik tutmustur.
— Fenotipik degisikliklerde anlami buyutktir

— Genisteinli — genisteinsiz diyet arasindaki fark

ortaya konmustur. CpG nin 4. bolge metilasyonu
5-9 bolgesinin metilasyonuna oranla daha fazladir.

4. bolgedeki baz cifti kriptik A bolgesine daha
yvakin oldugundan metilasyon dagiliminda daha

onemlidir.



METIL DONORLER, BiSPHENOL A (BPA) VE AYY
FARESI

BPA: biberonlarda, yiyecek kaplarinda, plastiklerin
bazilarinda bulunan bir bilesimdir. Hipometile edici
etkisi vardir.

Metil donorler BPA nin bu etkisini yok ederler.

Ayni farelerdeki Cabp'A® allelinin analizi AVY
lokusundaki degisimlerle coinsidans gorilmustuir.

Bu AVY faresinin toksikolojik bir biyoreseptor
oldugunu

Negatif epigenetik modifikasyonlara karsi tedavi
yontemlerini arastirmak icin kullanilabilecegini 3s
gostermistir.



* INVITRO FERTILIZASYONDA (IVF) AYY FARE
MODELI

e AVY IVF esnasinda bozulan mekanizmalari
analiz etmek icin kullanilabilir.

— Insan embriyo kultarinin yer aldigi IVF le dogan
cocuklarin IMPRINTING kaybi yasadigi

— Beckwith- wiedeman sendromu, bazi kanser
turlerine yatkinlik oldugu saptanmistir.

— Morgan ve ark. Blastokist asamasindaki zigot
kiltlirinln epigenetik olarak labil AYY allelinin
postnatal ifadesini degistirdigini gosterdiler.
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* Bu calismada;

— AYY /a erkek fareleri ovulasyonu olan disilerle
ciftlestirildi. Zigotlar toplandi ve zigotlarin bir kismi
insan preimplantasyon embriyo icin kullanilan ticari IVF
medyasinda buyltllerek daha sonra pseudo-pregnant
alici disilere transplante edildi, bir kismi ise
(blastokistler) embriyo kiltliri olmadan transfer edildi
ve hamileligin dogal bir sekilde gerceklesmesine izin
verildi.

— Sonug olarak; invitro kilttire maruz kalan yavrularin,
diger yavrulara oranla daha sari olduklarini buldular.
* Preimplantasyon cevresi AYY allelinin regililasyonu icin
onemlidir,
* Preimplantasyon cevresi insan geninin epigenetik
regllasyonundaki degisimleri etkileme potansiyeli oldugu
fikrini destekler.
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« AYY MODELiI VE BABADAN GELEN GENIN ETKILERI

* Chang ve ark. AYY modelinin ¢cok yonli olusumunu géstermek
amaciyla;

Babadan gelen AYY farelerini kullandilar,

Babadan gelen heterozigot mutasyonlarin, mutasyona ugramis allelinin
aktarilmadigi yavru farelerde fenotipik degisiklikler gozlemlediler,

AYY fare germ hiicresindeki epigenetik bozulmanin -mutasyon kalitimi goz
ardi edilerek- gelecek neslin epigenetik durumunu etkileyebilecegini
yabani erkek farelerin inceleyerek gostermislerdir,

Anneden gelen AVY alleli Gzerindeki etkiyi olusturan, babadan gelen
SNF2H kromatin remodulatori kodlayan ‘SMARCAS’ genini buldular.

Yapilan calisma; yavrunun fenotipinde gametlerde orijinal olarak olusan
epigenetik degisimler yoluyla babanin degistiriimemis genotipinden
etkilendigini gostermis oldu.
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« GENOMIK IMPRINTING

* Imprinting; genetik materyalin anneden veya babadan
kalitilmis olmasina bagl olarak, farkl expresyonudur.

— Ilk olarak 1991 yilinda tanimlanmistir, farede ve insanda
toplam 80 (29’u ortak) gen tanimlanmuistir,

— Hem maternal hemde paternal allel var oldugunda olusur,

— Bir allel expresse olurken digeri inaktif kalir,

— Prader willi (MR, kisa boy, hipotoni, kiicuk el ayak,
hipogonadizm) ve Angelman (MR, ataksik ylriuyus, nobet,
anlamsiz glilme MUTLU KUKLA) sendromlari 6rnek

hastaliklardir,
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— DNA metilasyonu, genetik olarak 6zdes olan anne
babadan alinan allelleri birbirinden ayiran kalitsal
epigenetik imprint markerdir.

— Allelerin metilasyon durumlari farkhdir, bu bolgelere
farkl sekilde metile edilmis bolgeler(DMRS) denir,

— Imprinte gen ifadesini dizenledigi dusiinilen diger
mekanizmalar; histon modifikasyonlari ve kromatin
paketlenmesi dir,

— Waterland ve ark. Gelisimsel faktorlerin, Impirinting
gen DMRlerinin metilasyon seviyelerini degistirerek
etkileyebildiklerini gostermislerdir.

— Bu mekenizmanin daha iyi anlasilmasi icin ilerde

vapilacak calismalara ihtiyac oldugunu bildirmislerdir.
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 FARE MODELLERI, HISTON MODIFIKASYONLARI VE
KUCUK DUZENLEYiCi RNA’ LAR

— DNA metilasyon markerlarinin olusumuna ve muhafaza
edilmesine katkida bulunurlar,

— Metil transferazin ve histon etkilesimlerinin metilasyon
olusumundaki birlikteligi arastiriilmaktadir.

— Enzimsel olarak aktif olmayan kofaktorlerin ve metil CpG
bag proteinlerinin CpG metilasyonunu yonlendirmek icin
histonlarla olan bagi ve etkilesimi dizenledigi
distunulmektedir.

— Spermin uzun kisminin arasina serpistirilmis nukleotit
elementinin (LINE1) ve intrasisternal A parcacigi
retrotranspozonlarinin metilasyonu icin metil transferaz
mekanizmasinin upstream ilerlemesini saglayan klicik RMNA
lar bulunmustur.



e EPIGENETIK CALISMALARDAKI FARE MODELLERININ
GELECEGI

— Arastirmacilar obezite, kanser, diyabet, ve metabolik
sendrom gibi hastaliklarin gelisimsel kokenleri arasindaki
mekanizmalari ¢cdozmeye calisirken epigenetik calismalar
oncelikli olacaktir.

— AYY | AxinfY , fare modelleri epigenetik markerlerin nesiller
arasi kaltimi incelemek icin ve epigenetik planlamayi
bozan kimyasallari ve beslenme takviyelerinin etkilerinin
incelemek icin guclu araclardir.

— Yari kararl epiallellerin, imprinting genlerinin epigenetik
markerlar hakkindaki bilgi birikimimiz genisleyecektir.
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BITKI EPIGENOMU

= Bitkilerde epigenetik mekanizmalar,

gelisimsel programlari,
strese karsi cevaplari,
adaptasyonlari,
olgunlasma/yaslanmayi,
hastaliklari,

ve cesitli Mendel disi kalitim paternlerini reglile eder.

= Biyotik, abiyotik faktorler ve genom stresine dayanabilmek
icin kromozom sayisini arttirmalari ve transposable element
iceriklerinin yuksekligi (bitki genom plastisitesi), bitkileri
epigenetik fenomenlerin calisiimasi icin uygun sistemler
haline getirmektedir.



Transkripsiyonel Gen Susturma (TGS)’da Kromatin
Bazli Epigenetik Mekanizmalar

Kicuk RNA’lar, bitkilerde gen susturmanin epigenetik regulasyonunda yer
alirlar. ileride belirtilecek komponentler ve aktiviteler, hep birlikte endojen
24-nt siRNA birikimini kontrol ederler.

DICER; Arabidopsis’te 4 tip DiCER-LIKE gen (DCL1-DCL4) belirlenmistir.
DCL1 endojen dsRNA’lardan siRNA ve miRNA uretir, DCL2 ve DCL4 dsRNA’lari
21 ve 22 nt siRNA’lara donusturir, Ago proteini ile kaynasip PTGS teki
homolog RNA degregasyonuna rehberlik eder. DCL3 bilinen tiim kromatin
bagimh TGS islemlerinde mevcuttur. 24nt siRNA (heterocromatik siRNA)
uretimi ve AGO4’e baglanimdan sorumludur.

» AGO; Argonaute proteini tim kiiciik RNA giidiimli regiilasyon yolaklarinin

onemli bir bilesenidir. Ago ailesinden Grup 1 ( AGO proteinleri) Gyeleri
miRNA ve siRNA’lara baglanirlar, Grup 2 (PIWI proteinleri) tyeleri
piRNA’larla etkilesime girerler, Grup 3 lyeleri sekonder siRNA’lara
baglanirlar. Bitkilerde sadece Grup 1 bulunmaktadir.



» RNA bagimli RNA polimeraz (RDRs); bu enzim DCL’larin substrat
olarak kullandigi dsRNA’lari Uretir. Bitkilerde bircok endojen
fonksiyona (heterokromatin yapisi, gen ekspresyonu, transposable
element susturulmasi vb.) katilir.

» RNA giidiimlii DNA metilasyonu (RdDM); bu yolak bitkide 3
sirali bolgedeki (CG, CHG ve CHH) DNA metilasyonunu kotrol eder.
DNA metilasyon profilinde 3 DNA metiltransferaz rol oynar.
Bunlardan; CHROMOMETHYLASE3 (CMT3) ve DOMAINS
REARRENGED METHYLTRANSFERASE (DRM2) de novo sitozin
metilasyonu ve metilasyonun korunmasini saglarken, MET1 ise her
iki DNA iplikcigindeki simetrik CG metilasyonunu kontrol eder.

» Pol IV ve Pol V; Arabidopsis’te RADM sistemleri bu iki tip, bitki
spesifik RNA polimeraza sahiptir. Bu iki enzimin en buyuk alt
birimleri (NRPD1 ve NRPE1) Pol II'nin en buyuk alt birimiyle
akrabadir fakat Pol IV ve Pol V 6zellikle RNA’ya dayali susturma
yolaklarinda yer almaktadirlar.



TRANSPOSABLE ELEMENTLER (TE) VE
HETEROKROMATIN

Arabidopsis’te heterokromatinler, genellikle sentromer bdlgesinde
verlesmis, satellit tekrar dizilerinin arasina dagilmis
retrotranspozonlardan, genellikle DNA transpozonlarca
olusturulmus perisentromerik bolgelerden, karisik TE adalarinca
olusturulmus tepeciklerden olusmaktadir.

Bunlar RNAi aracili susturmayi tetiklerler.

Otlarda transkribe olmus tekrarlar transpozonlari, transkribe olmus
retrotranspozonlarinda tekrarlarin susturulmasinda siRNA’lar icin
one sirulen rollerde yardimci oldugu, sentromer evrimi acisindan
ileri sirdlmustur.

Yine Arabidopsis’te olusturulmus heterokromatinlerin histon
modifikasyonlarini (6zellikle H3K9me2 ve H3K27me) baskilayici
oldugu belirlenmistir.



POZISYON ETKILI CESITLILIK (PEV)

» Heterekromatinlere yakin bolgelerde bulunan genlerin degisken
ekspresyon gosterdikleri Drosophila’larda beyaz gen yardimiyla
gosterilmistir.

= Bitkilerde ise Oenothera blandina tirunde X-ray araciligiyla
koromozomal bozunma ve translokasyon sonrasi degisken gen
ekspresyonlari gortlmustur.

= TE’ler fakultatif heterokromatin olusumu icin cekirdeklenme
merkezi gibi davranabildikleri gibi insulator de olabilirler.



EPIGENETIK VARYASYON VE BITKI EVIRIMI

= TE’ler 6zellikleri nedeniyle epialleller olusturarak fenotipik cesitlilik
olusturabilirler.

= Epiallleller genin TE'ye uzakligin bagh olusup, TE tarafindan
saglanan epigenetik mekanizmalarca regule edilirler.

" Dogal epigenetik cesitliliginin, transpozon insersiyon ve
tekrarlarindaki polimorfizmden kaynaklandigi farkli Arabidopsis
turlerince siRNA Ureten bolgeler ve DNA metilasyonu araciligiyla
gosterilmistir.

= Yapilan calismalar, epiallel ve epigenetik mutasyonlarin, bitki
gelisim prosesi, dogal varyasyonlarin olusumu ve bitki evrimi
konularinda daha énemli bir role sahip olabilecegini
gostermektedir.

= Polyploidlerdeki homolog genlerin farkl ekspresyonlarinin poliploid
bitkilerin adaptif evrimini kolaylastirabilecegi de tahmin
edilmektedir.



Paramutasyon

= Mayotik kalitimli gen susturmaya neden olan, allelik etkiesimden
dogan, Mendel kalitimina uymayan, epigenetik bir fenomendir.

= Misirda bulunan, antosiyanin sentez yolagi ile iliskili 4 loci Gzerine
vapilan calisma en iyi ornektir. B’ ve PI” paramutasyona karsi
dayanikli iken, rl1 ve b1 degiskendir. Kodlu tim transkripsiyon
faktorleri bitkide pigmentasyonu arttirirken buralarda gorilen bir
paramutasyon renklenmeyi azaltmaktadir.

= Homolog lokustaki ekspresyonu susturulan allel paramutajenik,
artan ise paramutant(paramutable) olarak adlandirilir.

= Paramutasyon kusuru olan mutant misirlarda, RADM faktorinin
gen kodlamasinda bozukluk oldugu belirlenmistir.

= Pol IV’'in en blytk alt biriminin paramutasyon ve normal misir
gelisimi icin gerekli oldugu da bilinmektedir.



TANIMLAMA / DAMGALAMA, GENOM RESETLEME VE
YENIDEN PROGRAMLAMA

Tanimlama/Damgalama; Bitkilerdeki endosperm gibi besleyici
dokularda goralir. Bitki tanimlama genlerindeki mutasyonlar,
kusurlu treme ve 6limlere neden olur.

= Arabidopsis’te 10 adet bitki tanimlama geni belirlenmistir.
Bunlarin 2’si Polycomp grup protenilerini, 1'i RNA baglanma
proteini, 2’si transkripsiyonel faktorleri ve 4’0 4.sinif
homeodomain transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir.

= Arabidopsis’te transkripsiyon faktorleri ve kromatin iliskili
fonksiyonlari kodlayan yaklasik 50 tanimlama geni oldugu tahmin
edilmektedir.

= Endospermdeki merkez hiicre allellerinde histon ve DNA
metilasyonundaki farkhliklar tanimlamayi sekillendirmektedir.



= RNAI’ nin tohum metilasyon kontroliinde onemli
rekonfigliransyonlar sagliyor olmasi, embriyoda transpozon
susturmayi destekleme amaciyla TE hedefli metilasyonun evrilmis
olabilecegi ileri sirtulmustar.

Erkek Gametofit'inde Gamet Resetleme ve Yeniden Programlama

= Arabidopsis’te polen vejetatif hiicresinde TEler etkin iken,
reproduktif sperm hucresinde susturulmustur.

= Gametlerde de bir sonraki jenerasyona gecmemesi amaciyla,
TE’lerin mutajenik aktivitesi siRNA’lar araciligiyla epigenetik
olarak baskilanmistir.

= Susturulmus TE’lerin polen hiicresinde aktive olusu, bitki yaprak
dokusunda da TE’lerin etkin olmayisi, hiicre tipine 6zgu
epigenetik bir yeniden programlamanin varligina isaret
etmektedir.



Ciceklenme Sirasinda Yeniden Programlama

* Arabidopsis’te vernelizasyon etkisi ile FLOWERING LOCUS C (FLC)’
nin epigenetik olarak baskilanmasi bitkini kisin ciceklenmesini
engeller.

" Fotoperiyod ve sicaklik artisi ile stimtle olan FLOWERING LOCUS T
(FT)" yi FCL baskilayarak ciceklenmeyi engellemeye devam eder.

= Histon modifikasyonu iceren kromatin bazli mekanizmalarca FLC
kromatini degisiklige ugrar.

Heterokromatindeki Kayip Metilasyonu Geri Yuikleme

= Heterokromatinlerde CG metilasyonunun kaza ile kabini
dizenledigi disunidlen mekanizma yakin zamanda bulunmustur.

=  Gametofit jenerasyonu sirasinda kaybedilen DNA metilasyonu
RNAI sistemi tarafindan 6zgll CG-re-metilasyon ile yenilenmistir.



BITKILERDE POLYCOMB GRUP (PcG) VE TRITHORAX
GRUP (TrxG) KOMPLEKSLERI

= Bitkilerde yanlis yerde yanlis organ olusumu, bir homeotik gende
mutasyon gostergesi olarak kabul edilmektedir.

= Arabidopsis’te PcG kompleksi EZ (Enhancer of zeste) iliskin
proteinlerin biyokimyasal aktivitesi aracigiyla H3K27me3’ e
baglanirken TrxG kompleksi H3K4me3’ e baglanir. Bu iki
modifikasyon sirasiyla transkripsiyonel susturma ve gen
aktivasyonu ile iliskilidir.

= Arabidosis’te PRC2 kompleksi gelisim, ciceklenme ve tanimlama ile
iliskilidir.

= PRC1 kompleksinin homologu daha tanimlanamamistir. Fakat
benzer fonksiyona sahip LIKE-HETEROCHROMATIN PROTEIN 1
mevcuttur.

= Arabidopsis’te TrxG’'nin homologu ARABIDOPSIS HOMOLOG OF
TRITHORAX1, ATX1 dir.



Arabidopsis’te Antagonistik PcG/TrxG Fonksiyonlari

Cicek homeotik geni AGAMUS, AG genc fidelerde ve vejetatif
dokularda sessizdir.

Bu genin ciceklenme sirasinda dogru eksprese olmasi cicek
organlarinin gelisimi ve tanimi icin olduk¢ca 6nemlidir.

AG ekspresyonu EZ homologu olan CLF (CURLY LEAVES) ve ATX1 ile
baskilanmaktadir.

CLF ve ATX1 fonksiyonuna sahip olmayan mutantlarla yapilan
calismalar bu iki homologun paylasilan lokusta birbirlerini
dengelediklerini gostermistir.

Mutantlarda H3K4me3 ve H3K27me3 ‘lin silinecegi beklenirken AG
nikleosomunda kismi restorasyon gozlemlenmistir.

CLF ve ATX1 yoklugunda gorevlerini yerine getiren farkli
donusturuculer oldugu tahmin edilmektedir.



Bivalent Kromatin isaretleri

= Embriyonik kok hiicrelerde H3K4me3 ve H3K27me3’ e rastlanmasi,
nikleosomal modifikasyonlarda birlikte gérilen aktivasyon ve
susturmanin, gelisim sonrasi transkripsiyonun dengeli olmasi icin
loci de bulunan bir bivalent kromatin durumu oldugu fikrini ortaya
cikarmistir.

= Bitkinin ciceklenmeye gecisinde de ayni duruma rastlanmasi,
bivalent kromatin durumlarinin gelisimsel gen regtilasyonlarinda
genel bir karakteristik olabilecegini akla getirmistir.



KROMATIN YENIDEN BICIMLEME

" Yeniden bicimlendirme sistemi 6karyotlarda korunmustur.

= Arabidopsis’te her bir komponentin homologu (nliikleozom saperon
kompleksleri CAF-1, NAP1, ve HIRA, CHD-tipi proteinler PICKLE (PKL)
ve MOM1 ve ATP-bagimli SWI/SNF bicimlendiriciler) belirlenmis,
bitki gelisimi ve gen ekspresyonu Uzerine etkileri gosterilmistir.

= Bitkiye 6zgli ATPase aktivitelerinin (DDM1, CLSY ve DRD1) genom
capinda DNA metilasyonu, transpozon susturma ve Pol IV-Pol V
fonksiyonlari ile oldukga iliskili oldugu belirlenmistir.



Sonuc olarak;

v’ Bitki epigenetik regiilasyon mekanizmalarinda kodlanmayan
RNA’larin oldukca buyuk bir rolt oldugu,

v’ Bitkilerde epigenetik mekanizmalarin TE’lerin aktivitelerinin
dizenlenmesi ile buyuk olcltide iliskili oldugu,

v’ Epigenetik kromatin isaretlerinin kiicik heterokromatik 24nt-
siRNA’larca yonlendirildigi,

v’ Biyotik, abiyotik ve genom stresiyle basa cikmada cesitli RNA
susturma yolaklarinin varliginin evrimsel acidan pozitif etkide
bulunmus olabilecegi soylenebilir.



