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= Sunum Plani —

* Epigenetik nedir?
* Epigenetik mekanizmalar nelerdir?

* Epigenetik mekanizmalarin bakterilere
sagladigl avantajlar nelerdir?

* Mikroorganizmalarin epigenetik
mekanizmalarla makroorganizmada
olusturduklari etkiler nelerdir?




1990 ortalarinda Holliday,
metillenmis sitozine (Me-C)
atifta bulunup, "“DNA'da
sadece 4 deqil, en azindan 5
farkli baz vardir” diyerek,
epigenetik bilginin ne kadar
iIhmal edildigini vurgulamisgtir

KLiMuD



= Epigenetik Nedir?

“Genetik ile epigenetik arasindaki farki
anlayabilmek icin bunlari kitap yazmak ve kitap
okumaya benzeterek karsilastirabiliriz. Kitap bir
kez yazildiginda bunun her kopyasi orijinalinin
aynisidir. Oysaki her okuyucu kitabi okurken
cevresel etkilesimlere gore onu farkli
yorumlayabilir ve farkli sekilde hatirlayabilir.Kitap
yazilimini genetik, okunusunu ise epigenetik
olarak dusunebiliriz”.

Thomas Jenuwein (Avustralya)



* Epigenetik sozcugu, Yunancadaki ek
anlamina gelen “epi” (onunde, ustunde)
kelimesi ve “genetik” kelimesinden
olusmustur.

 Aristoteles
« Conrad Waddington
* R. Holliday

KLIMUD
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KLiMUD

« “Epigenetik’, gecmiste tek tip hucrelerin gok
hucreli organizmalardaki hucre ve dokulara
farklilasmasini ifade etmek icin kullaniimistir.

* Fenotipte, DNA nukleotid siralamasindaki bir
degisiklikten kaynaklanmayan ancak kalitilabilen
duzenlemelere epigenetik degisiklikler adi
verilmektedir.

» Epigenetik degisikliklerin en onemli ozelligi, DNA
dizinini (nukleotid sekansi; ACTG)
degistirmemesidir.



Epigenetik Fenomen

* Prionlari,

* Genomik imprinting,

» Histon modifikasyonunu,
* DNA metilasyonunu, igerir



Sunum Plani K5 iMUD
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\Q Epigenetik Mekanizmalar

 DNA metilasyonu
« Histon modifikasyonu.

« Kromatinin yeniden duzenlenmesinden
olusmaktadir.

Tumu birlikte gen ifadesinin duzenlenmesini
saglarlar



KLiMUD

* DNA dizisinin kapsamli tanimi organizmayi
olusturmak icin yeterli mi?

* Hangi genin urunu hangi kosullarda yapilir?

» Lenfosit ve hepatositin DNA dizileri farkl
mi?

« Kalitimin kurallari tum canlilarda ayni mi?
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Genomun lfadelenmesi

pre-mRNA

5 UTR 3" UTR

Exon Exon Exon

mRNA
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Ortak Genom- Farkli Proteinler?

* Yapisal kromozom proteinleri, RNA
polimeraz, DNA onarim proteinleri, ribozomal
proteinler, metabolizmanin temel enzimleri
ortak

* Yalniz ozellesmis hucrelerde bulunanlar (Hb)
 mMRNA paternleri hucreye ozguldur

» Gen ifadesindeki farklar, yalnizca genomun
ifade denetiminden degil ¢gevrim (translasyon)
sonrasi degisikliklerden de kaynaklanir



=~ DNA-RNA-Protein yolunda Gen Ml

ifadesinin Diizenlenmesi

* Yazilimin (transkripsiyon) denetimi

* MRNA islenmesinin denetimi

« MRNA tasinma ve yerlesiminin denetimi
« Cevrimin (translasyon) denetimi

« MRNA yikiminin denetimi

* Protein etkinliginin denetimi (fosforilleme,
proteoliz)
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 Bir hucre dis sinyallere bagli olarak

genlerin ifadesini degistirebilir
* Gen yazilimi duzenleyici DNA bolgesince

kontrol edilir

* Anahtar sistemi iki temel bolumden olusur
— DNA uzerindeki tanimlanmis kisa diziler

— Bu dizileri taniyan ve onlara baglayan gen
duzenleyici proteinler (ilk gen duzenleyici
proteinler bakterilerde tanimlanmis lambda,
lac baskilayicli proteinler)
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Genetik Anahtarlar Nasil Calisir?
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Gen Duzenleyici Proteinler

Genlerin yazilimi gen duzenleyici
proteinlerle baslatilir veya durdurulur

Proteinler RNA polimerazin baslangic
noktasina yakin bir ozgul DNA bolgesine
baglanir

Duzenleyici proteinin yapisi ve baglanma
yerinin baslangi¢ noktasina gore
konumuna gore gen yazilimi etkinlesir
veya baskilanir




GENLER KAPALI

GENLER ACIK



{*% % Gen ifadesinin denetiminin bir baska
= yolu: DNA Metilasyonu -

* DNA metilasyonu iki tur metiltransferazca
saglanir.
— De novo metiltransferazlar (baslangic)
— Maintainence metiltransferazlar (surdurme)

5-metilsitozin
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DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu prokaryot ve okaryotlarda
en 1yl tanimlanmis epigenetik mekanizmadir.

Bu mekanizma bir DNA metil transferaz
enziminin replikasyon sonrasi bir baza metil
grubu ilave etmesini kapsatr.

Sitozinin C halkasinin 5. atomu ve adeninin
N halkasinin 6 atomu metillenmesi prokaryot
ve okaryotlarda gerceklesir.

Sitozinin N halkasinin 4. atomuna metil
baglanmasi ise sadece bakterilerde vardir.
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DNA adenin metilasyonu

* v proteobakteride Dam (DNA adenin
metiltransferaz) tarafindan ve a
proteobakteride Ccr M tarafindan yapillir.

 Aralarindaki temel fark Ccr M’nin hucre
siklusu ile regule edilirken, Dam’in hucre
siklusu suresince aktif olmasidir.
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DNA metilasvon paterninin kahitiilmasi

»
; ACGTAT C' T
metillenmis ‘s - n
Metillenmemis sitgzin
sitozin \ (|:H3
ALCGTATCLG T
5’ 3’
idame metilaz onarict metilaz
3’ 5 DNA I tarafindan tarafindan
T GCA A ' tipkiyapimi taninmaz taninir
|
CHs; i
AL G T ATEG T
5[ 1 31
3I = > - 5!

TGCATA cle
CHs



DNA metilasyon paterninin X

(|:H3 (IZH3
CG T
metillenme |
TGCATAG Cli A
CHj;
idame metilaz onarici metilaz
tarafindan tarafindan
taninmaz taninir
»
metillenme

TGCTA(|3A |
CH3 CH3



N KLiMUD
DNA Metilasyonunun Fonksiyonlari

* Genleri sessiz konumda kilitlemek (Onkogenez)
(tm baskilayici genlerin susturulmasi)

 Genom damgalanmasi (plesentali memelilerde)



gen duzenleyici genel yazilim _A
proteinler etmenleri '
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GEN DUZENLEYICI
PROTEINLERIN KAYBI
GEN KAPALI

= T~ AMA
KACAK VAR

YENI DNA METILLENMESI
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METIL C'Yi TANIYAN
PROTEINLERIN BAGLANMASI

KROMATIN YENIDEN YAPILANDIRMA
KARMASIMLARININ VE HISTON A
DEASETILAZLARIN BAGLANMAS! VE ETKINLIGI

GEN
— TAMAMEN
SESSIiz
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DNA yalnizca bilgi tagiyan bir kasettir.
Kasetcalar olmadan bir ise yaramaz.
Epigenetik ise kasetcalardir.

Bryan Turner (Ingiltere)



Sunum Plani
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mekanizmalarla makroorganizmada
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=" Epigenetik Mekanizmalar ve
Bakteriler

* DNA metilasyonunun bakteri
biyolojisindeki onemi;
— DNA replikasyon zamanlamasi ve
kromozomlarin yavru hucrelere bolunmesi

— Plazmidlerin transpozisyonu ve konjugal
transferinin zamanlamasi

KLiMuD
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~ Epigenetik Mekanizmalar ve
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KLiMUD

» Faz cesitliligi ve virulans faktorleri
« Bakteriyofajlardan korunma

* DNA tamir mekanizmasi
 Antibiyotik direnci



UPEC’ de Faz Varyasyonu D

Uropatojen E. coli’ nin piyelonefrit iliskili pilus
(pap) operonunun duzenleyici bolgesindeki
metilasyonu ?

pap ekspresyonu aktif hucreler ON ve inaktif
hucreler OFF fazinda

ON fazindaki hucrelerde pap promotorun
proksimalindeki GATC’ ler metillenmis
distaldekiler metillenmemisken OF da tersi

Pap DNA sekansi bulunmayan E. Coli K-12 lerin
genomunda cok sayidaki GATC sekansi
metillenmemistir



Pap faz varyasyonunun biyolojik rolu

 Immun sistemden kacmak

» Bakteri jenerasyonlarinin baglan-¢ozul-baglan
olaylar serisini kolaylastirmak

* Yeni tanimlanan bir bakteriyel fenomen olarak
temas-bagimli ureme inhibisyonu uzerinden
UPEC nin Gremesini kontrol etmek

» UPEC’ deki adezin genlerinin cogu DNA
metilasyon paternlerini iceren epigenetik
mekanizmalarla duzenlenir.

KLiMUD



Faz-degisken Dis Membran
Proteini: Ag43

« Ag* bakterinin agregasyon 6zelligini belirler

« Agn® geninin ekspresyonu da pap gibi DNA
metilasyonuyla kontrol edilir

 Bir hipoteze gore, Agn+3ekspresyonunun
duzenlenmesi oksidatif strese yanit ve biyofilm
olusumu arasinda Kkilit role sahiptir.



Salmonella enteritica serotip
typhymirium

 Dam post-transkripsiyonel
duzenlemelerden sorumliu

* RNA stabilitesi, mRNA translasyonu ve
protein sentezinde onemlidir

KLiMUD
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Bakteriyofajdan Korunma

Adenin ve sitozin metilasyonu cogu bakteride
restriksiyon - modifikasyon sisteminin
parcasidir: Bu sistemde calisan bir metilaz belli
bir DNA dizisini tanir ve bu dizi igcinde veya
yakinindaki bir bazi metiller. Bu sekilde
metillenmemis olan yabanci DNA'lar hucre icine
girdiklerinde diziye spesifik restriksiyon
enzimleri tarafindan parcalanir.

Kendi DNA'sinin metilasyonu ilkel bir bagisiklik
sistemi olarak calisir, onun sayesinde bakteriler
bakteriyofa) enfeksiyonundan kendilerini
korurlar.
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KLiMUD

* Enterik bakterilerin virulans fajlarinin
genomlarinda GATC goreceli az

« E. Coli DNA siI her 232 bp’de bir GATC bolgesi
icerir, genomda tahmini GATC bolgesi 256 bp

« Bakteriyofaj T7 de ise tahmini sayi1 141 iken 6
GATC bolgesi var.

« E.colilambda ve Salmonella P22 ilimli fa;
genomlarinda, GATC beklenenden daha azdir
fakat fark T7'deki kadar abartili degil

« Diger faj genomlari konak genomuna benzer
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DNA Tamirine ornek: Dam

E. coli Dam'in hedef dizisi GATC' dir.

* Replikasyondan once GATC konumlarindaki iki
ipligin her birinde adenin bazi metillenmigsken,
sonrasinda metil grubu sadece birinde kalir.

 DNA ipliklerinden birinin metillenmemis olmasi,
hucrenin tamir sisteminin o ipligi yeni
sentezlenmis iplik olarak tanimasini saglar.

« Tekrar metillenme igin 2-4 sn. gerekir, bu arada
replikasyon sirasinda olusan hatalar onarilir.

« Bakterilerde Dam sisteminin bozulmasi, spontan
mutasyon oraninin artmasina neden olur.



Replikasyonun Kontrolu

« Bakteri kromozomundaki replikasyon orijininde
genomun diger bolgelerine gore daha cok
saylda GATC oldugundan yari-metillenmis
durum daha uzun surer.

* Replikasyonun zamanlamasinda bu onemlidir.

* SegA proteini orijine baglanarak metillenmesini
engeller.
* Yari metillenmis orijinler inaktifdir ve bu

mekanizma hucre dongusu sirasinda DNA
replikasyonunun tek bir kere olmasini saglar.

KLiMUD
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- Antibiyotik Direncl

* Mutasyonlarla direncli bakteri ortaya
cikmasi milyonda bir dir. Oysa ki dusuk
dozda antibiyotige maruz kalan bakterilerin
kisa donemde sag kalma orani 1/5 daha
uzun surede 2 dir. Bunun ancak
epigenetik mekanizmalarla olabileceqi
tahmin edilmektedir.

* Ancak bunun mekanizmasini saptamak
nasil olabilir?
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Cekirdekteki bilgi yonetimine bakinca
genetik bilgilerin bir kisminin genomda cok
sikl paketlendigi gorulur. Bunu evdeki
esyalarin kullanimina benzetirsek,
epigenetik her zaman ihtiyagc duyulanlardir
ve hep goz onundedir oysa genetik eski
okul defterlerimize benzer onu tavan
arasindaki kutularda tutariz.

Peter Becker (Almanya)
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* Epigenetik nedir?
* Epigenetik mekanizmalar nelerdir?

* Epigenetik mekanizmalarin bakterilere
sagladigl avantajlar nelerdir?

* Mikroorganizmalarin epigenetik
mekanizmalarla makroorganizmada
olusturduklari etkiler nelerdir?
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KLimMUD

Virusler ve Epigenetik

1898 Tutun Mozaik Virusu Martinus Beljerinck
1911 Kuslarda tm. Virusu Peyton Rous

1964 Insanda kanserle ilgili M.A. Epstein- Y. Barr
Virusler insanlarda tumorlerin % 15-20° sinden
HBV ve HCV — Hepatoselluler Ca’'nin % 80’inden
EBV Hodgkin lenfomanin % 30’'undan sorumlu
HPV ise serviks kanserlilerde % 95 pozitif




Viriis Genom Viral onkoprotein Kanser DNA metilasyon
EBV dsDNA LMP1, BZLF1, EBNA2, BL, NPC, HD, GC Kismen
EBNA3, BRLF1
KSHV dsDNA LANA, VIRFs KS, PEL, MCD Kismen
HPV dsDNA E2, E6, E7 serviks, orofarenks, Timi
anogenital, deri

HBV dsDNA HBX HCC Timiu
(kismen)

HCV SSRNA NS4B? HCC yok

HTLV-l  ssRNA4dsD Tax ATL Kismen
NA

HIV sSRNA4dsD Bilinmiyor Bilinmiyor Kismen
NA

CMV dsDNA IE1-727, IE2-867 CRC, glioma, prostat  Kismen
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Virusler ve Tumor Olusumu

 Virusler konak epigenetik mekanizmalari ile
etkileserek konak hucre genomunda
metilasyona neden olur ve hucresel genlerin
suskunlugu devam eder.

 Virusler ayni zamanda belirli histon
modifikasyonu, kromatin yeniden yapilanmasiyla
lgili kompleksler ve miRNA isleme ile iligkili
proteinlerin aktivitesini degistirebilirler.

* Virus genomu mutasyonlar ve kromozomal
duzenlenmelerle konak genomunu bozar ve
infekte hucrelerin kanser hucresine donusmeye
yatkinligi artar.
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« EBV genomu konak hucrede litik ve latent olarak
Iki farkli durumda olabilir

 Litik cevrim cesitli viral proteinlerin sentezi ve
sonunda infeksiyoz virion partikulleri uretilir.

« Latent genler, EBV nukleer antijen EBNA1, 2,
3A, 3B, 3C ve LP, latent membran proteinleri

(LMP) 1, 2A ve 2B, Barf-1 protein ve EBER 1,
EBER 2 ve BART RNA transkriptlerini kodlar.

« Latent enfekte hucrelerde, EBV en az 20 miRNA
geni kodlar.
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EBNAL gen promotorunun
metilasyon profill

EBNAL viral DNA replikasyonu ve
latentligin surdurulmesinde
vazgecilmezdir.

EBNA1 ifadelenmesini duzenleyen dort
promotor (Cp, Wp, Qp ve Fp)
tanimlanmistir

DNA metilasyonu bu gen ifadesini
duzenleyerek latentlik durumunu belirler.



EBV tasiyicilik
NHC

HBV tasiyicilik HCC

HPV tasiyicilik SCcC

Promotor genlerin metilasyon profilleri, bisulfit sekanslama,
pyrosequencing ve metilasyon-spesifik PCR ile analiz edilmistir
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» Bakterilerden tumorle iligkili oldugu bilinen
H. pylori DNA metilasyon ve histon
modifikasyonu gibi epigenetik
mekanizmalarla onkojenik
transformasyona neden olur mu?

¢ S. Bovis



“=” Mayalarda Epigenetik

Maya prionu PSl+ daha sonra yavru
hucreler tarafindan da kalitilan Sup35p
translasyon terminasyon faktorunun
metilasyon ile degisiklige ugramasi ile
olusur.

Sup35p’nin PSI+ formu mayanin bitki
oldurucu ila¢ veya kafein varliginda
hayatta kalma avantaji saglar

KLIMUD



Epigenetik bakterilerin yan profil resmidir.

Prof. Dr. Faruk AYDIN
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Zihni-sinir Projeleri !

1- Dam inhibitorleri antibiyotik olarak
calisabilir mi”?

2- Dam inhibitorleri antitumor olarak
calisabilir mi”?



TESEKKUR EDER




