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DNA

® Nothing is more monarchial

than a molecule of DIN.A

Salvador Dali
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EPIGENETIK

® Epi; Yunanca “Gstunde, -den
sonra, ek olarak’

B DNA dizisine bagli olmayan
kalitsal degisiklikler

® Genin ifadelenmest ya da gen
urununun ozellikler




m Kalitsal

B Gerl donusumlu

® Dinamik




f)NEMLi. EPIGENETIK
MEKANIZMALAR

of the epigenetic code

DNA methylation

Methy! marks added to certain
DNA bases repress gene activity

® DNA Metilasyonu

B Kromatin

konfigiirasyonundaki

A\ 4 L] L] L]
dﬁgISIkllklel’ Histone modification

% A combination of different

molecules can attach to the "tails’
of proteins called histones, These
alter the activity of the DNA
wrapped around them

m Imprinting

Chromosome

m RNA iliskili

sessizlestirme

The two main components



DNA METILASYONU

B CpG dinukleotidindeki
sitozinin C° pozisyonunun
metillenmesi gen
sessizlestirmede onemli bir
epigenetik mekanizmadir
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Z e DNA methylation is the addition
N d of a methyl group (M) to the
’ I DNA base cytosine {C).
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m CpG sikligt cok daha azdir- CG supresyonu??
m Metile sitozinlerin hipermutabilitesi?
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Herbiti icin 1/16 (~%0) olastlik

300-3000 bp uzunlugunda CpG den zengin (>
%50) DNA dizilerine CpG adast denir

Genomda 20000 CpG adacigt oldugu tahmin
edilmektedir

CpG adacigt memeli genlerinin % 50- 60’ nin
promotor bolgesinde bulunur



Sitozin Metilasyonu
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DNA METILTRANSFERAZILAR

Dnmtl; yar1 metillenmis DNA lar1
tam metiller, deasetile kromatine
ithtiya¢ duyar

Dnmt2; zayif DNA metiltransferaz
aktivitesi vardir ve tRNNA
metiltransferaz gibi davranir

Dnmt3a ve Dnmt3b; embriyonik
hiicrelerde yogun olarak eksprese
olurlar, de novo metilasyon yaparlar

Dnmt3L; Dnmt3a ve Dnmt3b ile
iliski kurar ve hucre kulturunde ve
i vitro kosullarda onlarin katalitik
aktivitesini stimule eder. Germ
hiicrelerinin matiirasyonu
sirasitndaki DNA metilasyonunda
anahtar rolu vardir
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B Metillenmis DNA

metillenmemisten daha
gec replike olur

® Olusturulan metilasyon
paterni sonraki nesillere
aktarilir
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DNA METiLASYONU (}ENLERi
NASIL SESSIZLESTIRIR?

B Methylated DNA binding proteinler-
(MeCP2) transkripsiyon baslatict ad -
proteinlerin DNA’ ya baglanmasini = %
onlerler

m Aktif promotor bolgeye gen duzenleyict

proteinler ve genel transkripsiyon SRR - 1102 T S—
faktorlerinin baglanmasi metilasyonu INDING OF PrOTEIN:

onler — @aag o :
® Metilasyon fizyolojik bir olaydir = '




percentage
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SEQUENCED

B Genomdaki DNA metilasyonunun ¢ogu tekrar
bolgelerindedir (tekrar bolgelert, inserted viral
sekanslar, transpozonlar)

B Bu 9unk’ DNA y1 transkripsiyonel olarak
sessizlestirmek kritik 6neme sahiptir

® Epigenetigin evrimsel acidan temel fonkstyonunun
bu tekrar bolgelerinin sessizlestirilmesi oldugu kabul
edilmektedir



METILASYONUN ONEMLI
OLDUGU HUCRESEL OLAYLAR

B Gelisim

® Uygun sentromerik segregasyon
® T hucre fonkstyonu

® X kromozom inaktivasyonu

m Parental Imprinting

B Kanser



GELISIM EVRELERINDE

METILASYON
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UYGUN SENTROMERIK
SEGREGASYON VE METILASYON

® Kromozomlarin perisentromerik
heterokromatin bolgeleri kondanse ™ * .,,“j
olurken DNA metilasyonu kritik i
oneme sahiptir ; p L

® DNMT3b ifadelenme bozukluklar =
ICF sendromu (immuodeficiency-
centromeric instability-facial .’.‘3’”‘“ wnfys”
dysmorphism syndrome)




X INAKTIVASYONU

X, X
B Dozaj kompansasyonu @
saglamak uzere |
CONDENSATION OF A RANDOMLY
SELECTED X CHROMOSOME
kondansasyon ) L - )
" .l : :/J\:\ % <
. TranSkrlp Slyonel DIRECT INHERITANCE OF THE PATTERN OF CHROMOSOME CONDENSATION

inaktivasyon P AN

DIRECT INHERITANCE OF THE PATTERN OF CHROMOSOME CONDENSATION
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m X inaktivasyon merkezi (XIC)
10° nukleotid cifti iceren
regulator DNA dizisidir

m XIST RNA inaktif X’1 sarmalar

m X kromozomu 06zel
pozisyondaki histon H3 tn
metilasyonu, histon H3 ve H4 sive nacive

X chromosome X chromosome

2’ 2 2’ 2 2’ 2 »2 Z Z Z \—Z Z LZZ 2 s—Z »z s—z ~.2 s—z -—Z 2’ \_2 Z' Z \—2 \Z Z’ Z Z 2 Z Z’ 2’ 2’ Z’ '?'

un hipoasetilasyonu ile inaktive
olur



IMPRINTING

B Genetik materyalin anneden
veya babadan kalitilmis e e
olmasina bagli olarak farkli s e s
IRE bomesi s / | 0

WA -gene "on". -gene A "off"
paternally | [l ] -
imprinted U

-gene "off" - / \ H ‘

) - .1
gene A g:?:mzlly zygote\matema"y e ir::;rtr;"y
SR % e i gene B not imprinted
m Partenogenezi onleyen bir el e
sperm -gene "on"

mekanizma oldugu et
dusunulmektedir i

-gene "on"

B Bir allel ifadelenirken digeri
inaktf kalir



Insan genomunda 100’ e yakin
imprintlenmis gen

Dinamik bir proses

Germline hucrelerinde imprint
silinir ve gelisim sirasinda cinsiyete
gore yeniden olusturulur

Farkli DNA metilasyonu paternlert

Histon proteini ve nikleozom
modifikasyonlari

g

Maintenance
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Establishment
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Paternal
Maternal



IMRINTING DUZENLENMESI

® Imprintlenmis genler nc-RNA ve
DMR (Differentially methylated
region) gibi ortak duzenleyict
elemanlara sahiptir. Bu duzenleyici
elemanlar bircok gent ICR
(Imprinting control region) lerle
kontrol ederler

® DMR ler sitozin ve guaninden
zengin DNA segmentleridir,
allellerdeki sitozin nukleotidinin bir
kopyast metile digeri metile degildir

IMPRINTING
NO GENE PRODUCT
GENE IS "TURNED OFF
= (INACTIVE)
GENE PRODUCT =
EXPRESSED
GENE IS ACTIVE
KEY
\ @/
CORRECT GENE COPY ,’. IMPRINTED GENE COPY
ON CHROMOSOME f \/ | ON CHROMOSOME




DNA METILASYONU VE KANSER

B Tum kanserlerin % 65’ inde metilasyon anormallikleri

® DNA Metilasyonu kaybi

B Promotor bolgelerdeki DNA Hipermetilasyonu

Sporadic cancer Inherited cancer

| Bl Mutation  Methylation |




ABERAN METILASYON

DNA DNA
Hipermetilasyonu Hipometilasyonu
l Yuksek tekrar dizileri Orta tekrar dizileri Tek diziler
CpG Adalari / l l

Heterokromatin

Daginik ok
TSG tekrarlar tekrarlar ?j/;;ﬁlelrnserted Onkogenler
Genomik LINE

instabilite



YANITSIZ SORULAR

B Bir timor olusurken kac genin epigenetik degisiklige
ugramast gereklidir?/ yeterlidir?

m Farkli kanser turleri icin bu degisiklikler farkli midir?

m Epigenetik degisikliklerin altinda yatan molekiler ve
genetik mekanizmalar nelerdir?

m Kanser hucrelerinin epigenetik karakterleriyle ilgili
global bilgiler tedaviyi yonlendirebilir mi1?



PARADOKS

Kanserde genomun global hipometilasyonu ama CpG
adaciklarinin hipermetilasyonu paradoksur?

Kanser htiicrelerinde DNMT1 mRNA (metilasyonun
idamesi): AZALIR

DNMT3b mRNA (CpG adalarinda de novo
metilasyon): ARTAR



METILASYON

NN

DNA Metilasyonu Histon

Metilasyonu
DNA Metiltransferazlar Polycomb Grup
(DNMT) Histonmetiltransferazlar

(EZH2, EED)



KROMATIN
KONFIGURASYONU

® DNA+ protein
short region of INUNONON N T

kompleksi= kromatin ONA ol el
5 “beads-on-a-string” ,/ M :11nm
N DNA+ kor hlston form of chromatin

proteinleri= nitkkleozom ot %% §5 o
m Sckonder helikal kromatin seamamen [0, s

yapiSIEeHoid st S|
® Solenoidler 100 kb - o

araliklarla nonhiston ncsn - o

NET RESULT: EACH DNA MOLECULE HAS BEEN PACKAGED INTO A MITOTIC

pro teinlere baglanlrlar CHROMOSOME THAT IS 10,000-FOLD SHORTER THAN ITS EXTENDED LENGTH



EPIGENETIK MEKANIZMALAR /
DNA - HISTON ETKILESIMI

H4 tail

®m Histonlar basit ‘DNA _
paketleyen’ proteinler degildir H2A tai

H3 tail

H2A tail
H4 tail

m Gen aktivitesinin dinamik
duzenleyicisidirler

H2B tail

(A) H3 tail

m DNA histon etkilesimi
histonlarin kovalen
modifikasyonu ve nonhiston
proteinlerin hareketlerinden
etkilenir

(B)



Acetylation
Methylation

Phasphorylation

/ Histone modifications

q é 'Y
@ m, NN
Chromatin Nucleasome \ "t _a) NZ by 4@
|
|
H M
Chromosome ONA methylation
B Transcription possible

T Transcription impeded




HISTON
MODIFIKASYONLARI

® Histon asetilasyonu
®m Metilasyon

® Fosforilasyon

® Ubiquitinasyon

m Poli-ADP ribozilasyonu



HISTON ASETILASYONU

m HAT; histon proteinlerinin N
terminal ucundaki lizin

rezidulerine asetil grubu ekler T’)
C
m Pozitif yuki notralize edetler NH; < H,N
| HDAC |
(CH,), (CHy),
B Asetile olan N terminal | |
nukleozom core dan ¢ikan kuyruk |c_|:\ / ﬁ\
olusturur lysine acetyl-lysine

® Histon uclari ile yapisal proteinler
arasindaki baglantilari destabilize
eder



B Asetile olmus histonlarin
DNA ya affinitesi azalir

B Bu sayede kromatin
transkripstyon icin
elverisli acik strukture
sahip olur

(B)

Acetylated histones
Active chromatin

Corepressor\

% 4
HDAC
Repressor ) -l
(1 Dmy,
I

Deacetylated histones
Inactive chromatin Simates hasociate, e,

2000 ASM Press and



HISTON DEASETILASYONU

m HDAC:S; histonlarin

deasetilasyonunu saglar ve gen

. ST Gene induction
ifadelenmesinin baskilanmasina

yol acar ATPese remodelers U
m Kromatin yapi daha - m
kondansedir HDACs, K9 HiTs w
m HAT ve HDAC arasindaki ® o0 =

denge ile meydana gelen
kromatin yapisindaki

Gene repression
degisiklikler transkripsiyonun
regulasyonunda 6nemlidir



HISTON METILASYONU

®m Histon metilasyonu;
kromatinin aktif ve inaktif
bolgelert icin marker olabilir

®m Histon H3’ Gn lysin 4
metilasyonu aktif genlerin
promotor bolgesinde rastlanir

® Metilasyon geridonusumli
degildir

Gene repression

Histon H3” un N terminal
ucundaki lysin 9 metilasyonu

sessiz DNA gostergesidir

Metile lizin 9 un Mammalian
heterochromatin protein 1(HP1)
ile spesifik olarak baglanmast bu
zit etkiden sorumludur

Gen sessizlesmest metilasyonun
derecestyle liskilidir

Ornegin trimetilasyon konstitutif
heterokromatin ile birlikteyken
mono- veya di- metilasyon

fakultatif heterokromatinle
iliskilidir



KROMATIN REMODELING

KOMPLEKSLERI

remodeling
complex A

restoration of
standard

nucleosomes/ B

252
dISSOCIatIOI"I of /tﬂ‘
DNA-binding ‘ addition of
proteins DNA-binding

remodeling proteins
complex B

GENE EXPRESSION, DNA REPLICATION,
AND OTHER PROCESSES THAT REQUIRE ACCESS TO
DNA PACKAGED IN NUCLEOSOMES

Figure 4-34. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

ATP bagimli fonksiyon gosteren
protein grubu

Niukleozoma sarilit DNA

segmentlerinin ifadelenmesini
saglar

Nikleozomu kaydirarak
transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasi icin yer acar

ATP domain, bromodomain
(asetile lizinlere baglanir),
kromodomain (metile lizinlere
baglanir)



KROMATIN REMODELING VE HISTON
MODIFIKASYONU HASTALIKLARI

B [ Osemt

m Fpitelial kanserler

® Rubinstein-Taybi Sendrom (RSTS)
m Coffin- Lowry Sendrom (CLS)

B (- talasemi/ mental retardasyon sendromu

(ATR-X)



Polycomb Grup (PcG)-
Trithorax Grup (TrxG)

B Polycomb grup (PcG) ve
trithorax (TrxG) grup

proteinler embriyonik

yasam sirasinda

transkripsiyonu

dizg@ieien bitbitine zigge = PcG proteinleri
etkilt kromatin modifiye represOr TrxG
edict proteinlerdir proteinleri gen

aktivitesini artirict etki
gosterirler



POLYCOMB GRUP PROTEINLER

B Drosphila Melanogaster

m Hox genleri

sessizlestirilmesi

B PcG proteinlers; X
kromozomu

inaktivasyonu, prostat ve
meme kanseri gibi
pekcok kanserin
patogenezinde rol
oynamaktadir



Polycomb group proteins (PcG) and cancer

trxG complexes et Derepression of signaling pathways
Human Fly I Notch signaling
MLU uncontrolled
KMT2A-C (MLL1-3) KMT2H (ASH1) Trx Nﬂﬂlﬂoﬂ
JAKISTAT signaling
KMT2H/
o ¥
dcep "(Dm“x" Normal cell Cancer stem cell -
TAC1
Trx

-~ 2D
PcG complexes

RING1(Ring1A)
RINGZRing18)




TRITHORAX GRUP PROTEINLER

m Histon modifiye edici ® ATP bagumli kromatin
kompleksler remodelling
Kompleksler1

® Histon H3’ tn 4. lizinin
trimetilasyonu ,
(H3K4Me3) of

H1 K26-Me
H2 K119-Ub
H3 K9-Me

H3 K27-Me
H4 K20-Me

Nature Reviews | Cancer



RNA ILISKILI SESSIZLESTIRME

B Kodlamayan RNA (nc B posttranskripsiyonel gen
RNA); transkripstyon, sessizlestirme
mRNA turnoverti,
translasyon veya
kromatin remodelingini
etkileyerek gen
ifadelenmesini
duzenlerler




RNA INTERFERENCE (RNAi)

dsRNA TTREEEEENEEESEEEEEET T

MRNA

MRNA

cap

cap

SiIRNA
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Dicer
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i



MiRNA genlerinin %50’den fazlasi kanserle iligkili
genomik alanlarda veya frajil bolgelerde lokalize

RNA
interference
of gene
EXpression

start
movie




miR-15 ve miR-16 insan kanserlerinde TS gibi

Hipofiz timorlerinde normal hipofiz dokularina kiyasla daha dusuk
seviyelerde, ekspresyonu tumor buyukliugu ile ters iliskili

miR-195 meme kanseri (%88 sensivite, %91 spesivite)

miR-375 ve miR-141 prostat kanseri

Onkogen gibi davranan miRNA miR155 (B hiicre lenfomalarinda,
Hodgkin’s lenfomada, Burkitt lenfomada ve insan meme kanser1 )
miR21 ( Meme kanseri , malign beyin tumorleri ve glioblastomada

asirt miktarda ekspresyon)



EPIGENETIK TEDAVI
YAKLASIMLARI

B Mutasyon ve epigenetik gen sessizlestirmesi
arasindaki en buytk fark epigenetik
degisikliklerin geri donusumlu olabilmesidir

® Bu geri dontusumluluk, umut vaadeden tedavi
seceneklerini gindeme getirmistir



DNA METILASYONU ILE ILISKILI

TEDAVI YAKLASIMLARI
FOLAT DESTEGI

m Folat eksikligt DNA hipometilasyonuna yol acar;
eksikligin derecesi ve suresi Onemlidir

® (400pgr/ gun) folat destegi DNA
hipometilasyonunu geri cevirebilir

B Yaslanma ile metyonin sentaz aktivitesi azalacagi
icin yuksek dozda folat desteg1 yapilmali



DNA METILASYONU s =
INHIBISYONU ST

s NUKLEOZID ANALOGU INHIBITORLERI
m DNMT ile DNA arasinda kovalen bag

olusturarak enzimi geri dontiisuimsuz olarak

baskilarlar

B 5-azasitidin  DS)

B 5-27a-2 deoksisitidin  (AMI, ALL, MDS, KML, solid timétler,

hemoglobinopatiler, orak hiicreli anemi)

B zebularin



NON-NUKLEOZID ANALOG DNA
METILASYONU INHIBITORLERI

B Niukleozid analoglari kadar etkili degiller ama
klinik olarak yararlilar

B EGCG (doz bagimli olarak DNMT aktivitesini énler, yesil cay)

B Prokain (anestezik, global DNA hipometilasyonu yapar,
MCF-7 meme kanseri hucre serisi)

B Prokainamid (antiaritmik, DNMT1’ i yarismali inhibisyonla
baskilar)

m Hidralazin (antihipertansif, DNMT1 ve DNMT3a mRNA
ifadelenmesini baskilar)



DNMT1 A.}\TTiSEN.SE
OLIGONUKLEOTIDLER

B Hedef bir mRNA transkriptinde secilmis bir
bolgey1 hibridize etmek icin dizayn edilmis
sentetik nukleik asit polimerleridir

B Orn MG98 selektif DNMT1 inhibitor

B DNA metilasyonu inhibitorlerinin sitotoksik

etkileri icin alternatif bir tedavi yontemi
olabilir
m Etkinlik?, Tolerans?



OZETLE;

Epigenetik mekanizmalari anlamak fenotipik
varyasyonlari ve kompleks genetik fenotiplert
degerlendirmek icin 6nemlidir

Otoimmun hastaliklar, kanser gibi pekcok hastalik
epigenetik duzensizlikler sonucu olusur

Epigenetik tedavi seceneklerinin nonspesifik gen

aktivasyonu, potansiyel mutagenez ve karsinogenez
olusturma gib1 kisithiliklart vardir

Epigenetik mekanizmalari anlamak; yeni tedavi
modaliteler: gelistirmeyi saglayacaktir



HUMAN EPIGENOME PROJECT

m HEP; DNA epigenetik
degisikliklerini tanimlamak,
sintflamak ve yorumlamak amact
ile Human Epigenom

Konsorsiyumu tarafindan H E P

arutulen bir projedir
yurutilen bir projed N
Epigenome

Project

m The Wellcome Trust Sanger Institute- UK
m  Epigenomics AG-Germany-USA
m The Centre National de Génotypage -Fransa
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