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Epigenetik, kok hlicreler ve hucresel
farkhlasma

Kok hiicrelerin 2 temel 6zelligi:
1) Bolunerek sinirsiz sayida yenilenebilir

2) En azindan iki farkh hucre tipi olusturur

» Kok hucreler pek cok i¢c program ve dis sinyallere yanit vererek hangi projeniyi
olusturacaklarina karar verirler.

* Intrinsic program => Epigenetik modifikasyon (DNA metilasyonu, kromatin modifikasyonu
ve non-coding RNA aracili surecler)

* Epigenetik modifikasyonlar zamansal olarak duzenlenir ve geri donusumludur, dolayisi ile

kok htcre ayni sabit DNAdan farkh hucre tiplerine farkhlasabilir.

» Onceleri sadece embriyoda kok hiicre oldugu sanilirken artik her organda embriyodan

eriskine kadar kok hucre bulundugu bilinmektedir.



Kok hiicrelerin epigenetigi:

* Kok hucrelerin gelisim surecinde iki yolak mevcuttur. Pluripotency ya da multipotency’i
muhafaza edecek sekilde kendini yenileme (self-renewal) ya da diger hucre tiplerine
farkhlasma.

Bu surecte erken evrelerde aktif olan genler daha sonra sessizlesirler ve potency dereceli
olarak azalir. Hucre spesifik genler bunu ardindan aktive olur. Potency’nin zamanla

susturulmasi bazi transkripsiyon faktorlerinin farkh ifadesi ile saglanir.

DNA Metilasyonu:
Pek cok calismada DNA metilasyonu ile farkhlasmanin ve hucre tipi idamesini saglandigi

gosterilmistir. Belli transkripsiyon faktorlerinin promotorlan metile olur. Demetilasyon

ozellikle astrositlerin farklilasmasinda onemlidir.



Histon modifikasyonlar::
Asetilasyon: Embriyonik kok hucrelerin sinir kok hucrelerina farkhlasmalar sirasinda
onemlidir. ESC lineage spesifik hucrelerden veya farklilasmis hucrelerden yliksek seviyede
histon asetilasyonuna sahiptir, ki bu da yuksek seviyedeki trasnkripsiyon ve acik kromatin
yapilan ile uyumludur. HAT ve HDAC farklilasmalar sirasinda pek cok transkripsiyon

faktorunun promotorunda yer alir.

Metilasyon: Histon metil transferaz (HMT) histonlani metil ve arjinin rezidularindan
metiller. Kok huicre kromatini PcG proteinleri tarafindan bivalent sekilde idame ettirilebilir.
mESC => pluripotensi genleri H3K4me3 isaretlidir

Farkhlasmis hicrelerde ise hem H3K4me3, hem de H3K27me3 isaretli olur.

H3K4me3 hESC promotorlarinin %70inde bulunur, H3K27me3 %10unda bulunur.

H3K9 metilasyon isareti ise farklilasmis huicrelerde buyuk sessiz bolgelerin kromatin isaretidir.



MikroRNA (miRNA):
miRNAlar kok hucre farkhlasmasinda cok onemli role sahiptirler. Dicer yoksa (miRNA
maturation machinery) mESC de farklilasma gorulmemektedir. Pluripotensi markirlan

Nanog, Oct-4, Sox-2 pek cok miRNAnin hedefidir.

Bazi miRNAlarin promotoru Oct-4, Sox-2 ve Nanog tarafindan regule edilmektedir. miRNAlarin
varligi ESC varligi ve farklilasmasi icin onemlidir ve miRNAlar pluripotensi ile ilgili protein

ifadelerini baskilayarak farklilasmayi saglamaktadirlar.



Reprogramming for pluripotency:
Son vyillarda bazi calismalar “topun” dagin obur tarafina itilebilecegini gostermistir. Pek
cok farkhilasmis hucre pluripotent statiye Oct4, Sox2, Klf4, Myc, Nanog ve Lin28 ile
programlanabilir (IPS hucreler). IPS hucreler morfoloji, baslica ESC markirlarn, kendini
yenileme ve 3 germ layer olusturma ve o hucrelere farklilasma bakiminda ESClere cok
benzerler.
Farklilasmis hucrelerde pluripotensi ile ilgili genlerin promotorlan hypermetile iken IPS

hucrelerde ESCdeki gibi hipometile durumdadir.



Iskelet kasi yenilenmesinin epigenetik temelleri

* Hastalikli organlarin endojen progenitor hicreler
kullanilarak terapodtik olarak yenilenmesi
rejeneratif tiptaki en zor ydontemlerden birisidir.

* Organ prekursor hucreleri, embriyonik kék
hicrelerle (ESCs)olan fonksiyonel analojilerinden
dolayi adult «somatik stem cells» (SCCs) olarak

adlandirihirlar.

* Ancak ESC’ler totipotent olup tim yolaklara
yonelebilmelerine ragmen, SCC’ler farkl
organlarda yerlesmis olup, sinirli potansiyelleri
mevcuttur ve hasara bagli tedaviyi saglarlar.
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MSC'lerin Epigenetik Profil

« MSC'lerin epigenetik profil olarak degisik tipte
kromatin modifikasyonlari ve miRNA’lar tasir.

 Bu modifikasyonlar sayesinde aktif ve inaktif gen
durumu hafizasi aktarilarak korunmus olur.

e Satellite kas hicreleri adult MSC’lerin tipik bir
ornegidir.

e Kas hasarinda rejeneratif cevrenin diger hiicreleri
fibroblastlar ve kan hucreleridirler.

* Bu rejenerasyonu direkt olarak hlicre hlicre temasi
veya parakrin/otokrin uyarici sinyaller géndererek
yaparlar.



e Farkli calismalar MSC’lerin miyojenik,
adipojenik ve muhtemel diger turlere
farklilasma adaptasyonu oldugunu ileri
surmustur.

* Sinyal bagimli olarak htcrenin ulasacagi sonuc
kas rejenerasyonunu etkiler ve yetiskin

organizmalardaki gorece kas ve yag oranini
belirler.



Kas kok hucrelerinin genomik
reprogramlanmasi

* |skelet kasi gelisiminde multipotent kas kok
hiucrelerinin cekirdekleri, yeni gen
ekspresyonu paternine adapte olabilmek
maksadiyla tekrar programlanir.

* Bu proses epigenetik olarak kromatin modifiye
edici enzimlerin kullanilmasiyla saglanir.

* Bu reprogramlama miyojenik kimligin
kazanilmasi, progenitor hucrelerin

proliferasyonu ve cok cekirdekli kas
hiicrelerine donusmelerini saglar.



e SSC'lerin diger bir 6zelligi de «<asymmetric
division».
— Bir hiicrede depolanmis epigenetik bilgi segregasyon
ile farkli kadere sahip olacak olan iki ayri hlicreye
aktarilir.

— Bir hiicre satellit hiicre deposuna ayrilirken, digeri
diferensiyasyon programina girer.

— Kas hasarlanmasinda bu 6zellik sayesinde her iki hiicre
gurubunun da devamliligi saglanir.

— Pax7 ekspresyonu satellit hiucreye gidis, MyoD ve
Myf5 ise diferensiyasyona gidisi gosterir.



— Pax7 diferensiyasyon programina girmeyen satellit
hicreler ile co-segregasyon olup, MyoD, Myf5 ve
Numb diferansiyasyonu artirir

— Pax7 ayni zamanda proliferasyonu indukler ve MyoD
ve Myf5 genlerinin ekspresyonlarini artirir.

— Pax7 aracili MyoD ve Myf5 ekspresyonu aktivasyonu
diferansiyasyon programina giren MSC
populasyonunun belirlenmesini saglar.

— Pax7 aslinda zayif bir transkripsiyon aktivatorua olup,
bu etkisini bir H3K4 Histon metil transferaz araciligi ile
saglar.



Iskelet kasi miyogenezini regiile eden
transkripsiyonel network

* Genom analizlerine gore bazi genlerin
koordineli olarak ekspresyonuna izin veren
epigenetik degisiklikler, progenitor hlicreden
iskelet miyogenezine dogru ilerleyisi
saglamaktadir



Kromatin iliskili kinazlar: miyojenik
hucrelerde rejenerasyon uyarilarina
cevap olarak epigenomik regulatorler

* Rejenerasyon ortaminda, ekstrinsik uyaranlar

epigenetik modifikasyon
dizi hlicresel olaylari teti

iliski
aktif

ara donustaralir ve bu da bir
kleyerek histon ve kromatin

i proteinleri fosforil
enmesini saglar.

eyen kromatin kinazlarinin

e P38 kinazlar kromatin iliskili proteinlerin dnemli
regulatorleridirler.
— SWI/SNF kompleksi BAF60 subuniti Gzerinden p38 kinazlari

ta

rafindan fosforillenir

— MEF2D fosforilasyonu, gen transkripsiyonuna yonlendiren
H3K4 trimetilasyonunu saglayan ve Tirotorax grubu Ash2L
histon metiltransferazinin rekrutmanini saglar



— SWI/SNF ve TrxG subunitleri fonksiyonel olarak
baglantihdir

— Bu sekilde kas genleri regulator elementleri
Uzerinde SWI/SNF bagimli niikleozom remodeling
ve TrxG iliskili H3K4me3, p38’in fosforillemesiyle
birlestirilmis olur.

— p38’in E47 fosforillemesi ise MyoD’nin DNA
tanima bolgesine yapismasini kolaylastirir. Bu da

Myo D hedef promotor bolgelerine SWI/SNF ve
TrxG komplekslerinin rekrutmanina katkida

bulunur.



* Undifferansiye miyoblastlardan diferansiye kas
hlcrelerine gecis icin ko-aktivator enzimlerle ko-
represor enzimlerin yer degistirmesi ve oncesinde
mevcut epigenetik modifikasyonlarin silinmeleri
gereklidir

* Histon deasetilazlar ile CaMK yer degistirmesiyle
hiperasetilasyonun saglanmasi

* Polycomb complex’inin Ezh2 subuniti ile yapilan metilasyon

— Ezh2 ve HDAC1 downregulasyonu sayesinde YY1 bolgesinin SRF
ile iletisime gecmesi MyoD’nin baglanmasi ve aktivasyon icin
gerekli transkriptozom olusumu

* Histon metilasyon ve demetilasyonu da 6nemli rol oynar
— Demetilasyon tam olarak bilinmiyor

* Farmakolojik olarak girisimler mevcut
— Histon deasetilaz inhibitorleri



MiRNA aracili epigenetik Miyogenez
regulasyon

miRNA’lar posttranskripsiyonal gen regulasyonunu saglayan
kodlanmayan RNA parcalaridir

Memeli mRNA’larin %50’si miRNA’lar tarafindan regule edilebilir

miRNA’lar
— RNA polimeraz Il tarafindan primi-miRNA olarak transkripte edilir
— Pri-miRNA’lar Drosha protein kompleksi araciligiyla pre-miRNA’lara
donusur
— Pre-miRNA’lar Exportin-5 araciligiyla cekirdekten atilir
— Dicer, miRNA’lar1 keserek matuir formlarina dondsturtr

— Boylece miRNA’lar RNA-induced silencing complex’lere incorpore
olabilirler

— Boylece hedef mRNA, translasyonel inhibisyon, endonucleolitik
parcalanma ve exonukleolitik RNA yikimi gibi yollarla inhibe edilmeye
yonlendirilmis olur



Kas gelisiminde miRNA’larin roli

* miR-1/206 and miR-133a/133b

* Hem miR-1 hem de miR-133 kas gen ekspresyonunu ve
sarkomerik aktin organizasyonunu etkiler (zebrafish)

* miR-1 etkisini HDAC4 seviyesini azaltir,
diferensiyasyona yonlendirir.

* miR133a hticre proliferasyonunu artirir, dolayisiyla SRF
inhibe ederek diferansiyasyonu azaltir

* miR206 ekspresyonu C2C12 hicrelerinin
diferensiyasyonunu saglar (MET regulasyonu ile
rabdomiyosarkom inh.)



* miR24

* Miyoblast diferensiyasyonu esnasinda miktari artar. TGF-1
tarafindan miktari azaltilir

* miR26a

e C2C12 kas kulturlerinde diferensiyasyon esnasinda
miktarinda artis gbzlenmistir.

» Kas diferensiyasyonunun negatif regulatori olan Ezh2'yi
(polycomb) hedefler

* MiR27

* Pax3 miktarini azaltarak , kas progenitor hicrelerinin
diferensiyasyonunu artirir.



* miR29

* Ekspresyonu MEF1 ve SRF tarafindan azaltilir

* Undiferensiye miyoblastlarda YY1 ve policomb
proteinleri tarafindan miktari azaltilir.

* miR181

* Diferensiyasyon esnasinda anlamli oranda artar

* miR214

* Ezh2 hedefler ve Ezh2 protein seviyelerini azaltir
* Promiyogenik etkiye sahiptir



Miyogenez ve muskuler distrofilerde
miRNA’lar

* miRNA’lar strese bagli kardiyak remodelingde
regulator rol oynarlar

* miRNA alt guruplarinin ekspresyonlari limb
girdle ve DMD gibi hastaliklarda farkl

ozellikler sergiler.
e DMD’de miR-299-5p, miR-487b, ve miR-362
artmis miktardadir.



X kromozom inaktivasyonu

Epigenetik gen regulasyonunun klasik
ornegidir

Disi cinsiyetteki 2 X kromozomundan birinin
fakultatif heterokromatinlesmesiyle inaktive
olmasidir

Xi bir diger tipik 6zelligi asenkronize
replikasyondur (1962)

Bu bélimde XCl olaylarindaki dizenleyici
mekanizmalar tartisiimistir




XCl regulation during development

Imprinted ve random seklindedir

Fare modelinde fertilizasyon asamasinda 2 X de
aktiftir

Ik bolunmede 1. inaktivasyon gerceklesir ve
imprint paternde paternal X inaktive olur

Blastosist asamasinda i¢ hucre kitlesi (ICM)
reaktive olur

Bu noktada ICM de 2 X de aktifken trofoektoderm
ve primitif endoderm ilk bolinmeden itibaren 1 X
inaktiftir



* 2. inaktivasyon rasgele olur ve primordial
hucreler hari¢c tim hlcrelerde Xi gerceklesir

* Monoallelik Xist geni ile gerceklesir

e Epigenetik modifikasyonlar
— RNA pol2
— Transkripsiyon faktorleri
— Okromatik belirtecler



Rasgele secilen XCI bir dmur sireceginden

— Imprinted XCI (histon modifikasyonlari)
— Random XCI (CpG metilasyonu) “daha stabil”

Spesifik loklislerin muhtemel intrensek
ozelliklerinden dolayi Xi deki bazi genler eksprese
olabilmektedir



Xist RNA s1 X kromozom inaktivasyonunda
baslica duizenleyicidir

Xist ve Tsix GENLERININ
EKSPRESYONUNDAKI DENGE HANGI X IN
INAKTIF YA DA AKTIF OLACAGINI BELIRLER



Xist A-Repeat Role in Silencing

Xist geninde tekrarlayan korunmus bolgeler
mevcuttur, RepA olarak adlandiriimistir ve bu
bolgenin mutasyonu XCl yi bozar

RepA PRC2 ve H3K27 trimetilasyonu ile
inaktivasyona yol actigi disintlmektedir

Rep A nin inaktivasyon gorevinde PRC2 ve H3K27
trimetilasyonuna gereksinimi olmadigi da

gosterilmistir
Tsix bu RepA PRC2 interaksiyonu bozarak XCl yi
onler



Xist gen duzenlenmesi

* Antisense olan Tsix'in mutasyona ugratildigi

deneklerde o allelin oldugu kromozom
inaktive olmaktadir

e Mekanizma olarak

— Tsix'in mutasyonu Xist promotor bolgesindeki
represif kromatin marker birikimine sebep olur

— Tsix’in mutasyonu XCl loklUsunde aktif kromatin
marker artisina sebep olur



Xist ifadesi Tsix tarafindan
dizenlenir

* Tsix RNA geni kodlamadigindan transkriptin

kendisi Xist ekspresyonunu represe ettigi
distnulmektedir

* Ancak bu mekanizmanin nasil oldugu henuz
bilinmemektedir



Xist Pluripotensi iliskili faktérlerle
dizenlenir

e Rasgele XCl embriyogenezis asamasinda
undiff. hicrenin differensiye olmasi esnasinda

olur

e Farklilasmamis disi ES in vivo ve in vitro 2 aktif
X kromozomu oldugu gdsterilmistir

* Pluripotency transkripsiyon faktoérleri Ctcf,
Yy1, Oct4 Tsix ve Xite lokiislerine baglanarak

XCl yi diizenler



Xist Pluripotensi iliskili faktérlerle

diizenlenir

* Pluripotesin baslangici ve idamesi icin gerekli
transkripsiyon faktorleri Oct4, Nanog ve Sox2
pluripotent hucrelerdeki Xist geni kromatinine

direk baglanir

* Insan ESC deki pluripotent faktérler ve XCl
arasindaki iliski tam olarak bilinmemektedir

* Farelerdeki kadar kolay olmadigi
distintilmektedir



X kromozom inaktivasyonunun kardes X
kromozom eslesmesi ile regllasyonu

Yuksek duyarlkl haritalama ve kromozom
konformasyon (3C) ile Xist, Tsix ve Xite
aralarindaki iliski domainleri kesfedilmistir

XCI nin 3 boyutlu organizasyonunda bu
iliskilerin rolt bulunmaktadir

Xpr 2 X kromozomun homolog eslesmesinden
sorumludur ve XCl icin birden cok X
kromozomu mevcuttur

XCl baslangic ve gelisiminde strukturel
interaksiyonun onemli rolG ve vardir



XCIl karakterize eden kromatin
modifikasyonlari

* Xist ekspresyonu ile baslayan XCI susturma ve
stabilizasyonu saglayan kromatin
modifikasyonu ile devam eder.

e XCl basladiktan sonra diger epigenetik
modifikasyonlar inaktif durumu
surdurebildiklerinden Xist gereksiz hale
gelebilir



XCIl karakterize eden kromatin

modifikasyonlari
* Histon modifikasyon kombinasyonu X in
durumunu gosterir

* Kromatin immunpresipitasyon calismalari ile
gosterilmistir (ChlP)

— Heterokromatik:H3K27me3, H3K9me2,
H2AK119Ub, H4K20mel, ve macroH2A

— Okromatik:H3K4me2/3 and H3, H4 acetylated
lysines



Chromatin modifications
characterizing the XCI

CpG promotor metilasyonu XCI nin erken
fazlariyla iliskili degildir

Random XCl inaktivasyonunun kalici
devamindan sorumlu oldugu duasunultyor

Dnmt 1 mutasyonu veya 5" azcytidine
maruziyetine bagli DNA demetilasyonu Xi nin
reaktive olmasini saglar

CpG hypermetilasyonu ve Xi nin yapisal
devamliligindan SmcHD1 proteinin sorumludur



Chromatin modifications
characterizing the XCI

* DNA metilasyonu Xist in aktif X Gzerindeki
represyonunu saglar



Role of spatial organization within
the nucleus in x inactivation

Nukleustaki gen pozisyonunun o genin aktivite
dizeyini gosterdigi kesfedilmistir
Gen zengin bodlgeler transkripsiyonel olarak

aktif olduklarinda kromozomal alandan disari
cikinti olustururlar “loop out”

Somatik hc. lerde Xist RNA gen susturmada
gorev almaz, Xi deki X-linked genler internal

bolgede bulunurlar

Aktif X de bu genler kromozomal bdlgenin
periferinde bulunurlar



Role of spatial organization within
the nucleus in X inactivation

* Sonraki calismalarda Xi deki X-linked genlerin
internal bolgede degil kenarlarda oldugu
gosterilmis

e Xist RNA birikir ve sessiz bir kompartman
olusturur, X kromozomunbu tekrarlayan

sekanslari RNA pol 2 ve transkripsiyon
faktorlerinden yoksundur

* SAF-A Xi nin strakturel stabilizasyonundan
sorumlu proteindir



Sonuc

* Disi memeli embriyogenezisi sirasinda olaylar
dizisi ile 2 X den biri inaktive olur

e “Xist coating” ile baslayan olaylar zinciri diger
epigenetik modifikasyonlarla stabilite ve
fleksibilite ile inaktive durumun devamliligi
saglanir

e XCI karmasikliginda aydinlatilacak cok konu
mevcuttur



Genomik damgalanma

Bazi genler anneden ya da babadan
kalitilmalarina gére epigenetik damgalar tasir.

Bu damgalar (imprint) bir gende hangi allelin
ifade edilecegini belirler.

«genomik imprinting» terimi sadece memeliler
icin kullanilirken ,buna benzer damgalama
mekanizmalari daha once biliniyordu.

Bu mekanizmada bozukluk oldugunda bircok
patoloji 6zellikle kanser ortaya cikmaktadir



X kromozomu inaktivasyonu 1970, bundan 20
vil dnce memelilerde damgalanmis otozomal
genlerin kesfi gerceklesmistir.

e Farelerde cekirdek transfer calismalari
sirasinda bu olgu farkedilmis.



* 1991 yilinda farelerde i1gfr2 reseptor geninin
anneden gelen alleli, 1gfr2 geninin babadan
gelen alelinin ifade edildigi

* |gf dlzenleyicisi bir kodlamayan RNA olan
H19 geninin maternal ifade edildigi bulunmus



Mekanizma tam olarak aydinlatilamamis

Damgalanmis genler DNA metilasyonu
iceriyorlar.
Memelilerde CpG dinukleotidlerinde oluyor

Memelilerde genelde bu «transposable»
bolgelerde bulunuyor




Damgalanmis genler genelde farkli sekilde
metillenmis bolgeler denen kalitilan
metilasyon bolgelerine yakin bulunur (DMR).

Buralara farkli metillenmis domainler (DMD)
denir .

Bunlar epigenetik modifikasyonun ana hedefi
olarak gorulurler.

DMR ler cis yada trans olmalarina gore allel
spesifik gen ifadesini belirler.




* Bunlara ayrica

e «imprinting control regions (ICRs), also known
as imprinting control elements (ICEs) or
imprinting centers (ICs).» denir



* CpG lerin yuksek frekansta bulundugu
bolgelerde ardisik tekrarh diziler seklinde
homolog DMR dizileri dagilmistir .

* Bu dizilerin de novo diferansiyel metilasyonu
baslattigina inaniimaktadir.



e |lk damgalanma gamet hicrelerinde
baslamakta mevcut metilasyon silinerek
veniden de novo metilasyon olmaktadir.

 (Dnmt3a ve kofaktor Dnma3l)

* De novo metiltransferazin anne ve baba DMR
leri nasil ayird ettigi bilinmiyor ancak
verlesimlerine gore ayirdigi tahmin ediliyor



 Anneden gelen DMR transkripsiyon
Unitlerinde yerlesirken bilinen birk kac baba
kaynakli DMR intergenik bdlgededeir .

e Paternal spesifik germline metilasyon ardisik
tekrarh dizileri hedeflerken ( H19 and Rasgrf1
loci), taranskripsiyon faaliyetleri maternal

spesifik metilasyonu dikte edtmektedir.
(Gnas/Nesp locus)



* Bu modele gore bitin maternal DMR ler
transkiribe bolgelerde bulunuyorlar.

* Bu hipoteze gore oosit spesifik transkripsiyon
kromatinin yapisini uygun sekilde degistirerek
Germline DMR metilasyonunu
kolaylastirmaktadir.

e Alternatif olarak RNA germline metilasyonu
artiran de novo metiltransferazi kendisi
kullanmaktadir.



* Allel spesifik metilasyon germline —spesifik
Dnmt3L ifadesinin zamanlamasini da icerir

* Dnmt3L oositlerde sadece ovulasyondan
once3 birkacglin ifade edilir ve bu kisa stirede
primer metilasyon damgalari oluisturulur.



* Dnmt3l ifadesi embriyonik dénemde baslaar
ve dogumdan sonra birkacgliin devam eder.

e Paternal spesifik DMR metilasyonu erkek
germline hucrelerde yetiskinlik boyunca
devam eder.

* Paternal metilasyonda sitozinler spontan
olarak timine deamine olurlar (CpG lerden
uzak yerlesimli)



