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Ozet Abstract

Okaryotlarda oldugu gibi bakterilerde de epigenetik
kontrolliin 6nemli bir mekanizmasi DNA metilasyonudur.
Bakterilerdeki metilasyonun o6karyotlardakinden farki sito-
zin yerine yaygin olarak adeninin metillenmesidir. Bakte-
rilerin  birgok virlilans faktoriiniin epigenetik mekaniz-
malarla kontrol edildigi dusunuimektedir. Bu konuda en ¢ok
galisilan bakteriler Escherichia coli, Salmonella, Vibrio,
Yersinia, Haemophilus, Brucella ve Pseudomonas cinsi
olmustur. Bakterilerde gen ifadelenmesinin nasil kontrol
edildiginin  bilinmesi infeksiyonlarin kontroliinde yeni
seceneklerin gelistiriimesi i¢cin umut olabilecektir. Yeni
antibiyotik molekdllerinin gelistiriimesi gittikce sinirli bir
hale gelmistir. Molekuler mikrobiyoloji calismalar arttikga,
epigenetik mekanizmalar ile bakterilerin virllans faktor-
lerinin kontrol edilebilecedi konusunda yogunlagiimistir.
Cok yakinda cevaplanabilecegini umdugumuz iki soru
Dam inhibitérlerinin infeksiyon tedavisi ve timor baskilan-
masi amaciyla kullanilip kullaniimayacagidir.

Anahtar Sozciikler: Bakteri, epigenetik

Like many eukaryotes, DNA methylation is an important
mechanism of epigenetic control in bacteria. Unlike
eukaryotes, bacteria use DNA adenine methylation rather
than DNA cytosine methylation as an epigenetic signal.
Epigenetic mechanisms are thought to control several
virulence factors of bacteria. Escherichia coli, Salmonella,
Vibrio, Yersinia, Haemophilus, and Brucella are the mostly
studied bacteria under that topic. Finding out how to
control this gene expression in bacteria can facilitate the
control of infections that may generate hope for the
development of new options. Development of new drug
molecules has become increasingly limited. As the number
of molecular microbiology studies increase, it has been
focused that bacteria virulence factors can be controlled
by epigenetic mechanisms. Recently, the usage of Dam
inhibitors for the treatment of infection and tumor

suppression are the main questions focused on this topic.
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Girig
“Epigenetik” sbézcugu, Yunanca'da bir 6n ek
olan ve “lzerine” veya “ayrica”, “ek olarak”

anlamina  gelen epi ve  “genetik”
kelimelerinden olusmustur. Epigenetik ile ilgili
calismalar Aristoteles’e kadar uzanmaktadir.
Aristoteles, “Gnceden olusum” inancina ters
olan epigenez teorisini olusturmustur. Bu
teoriye gore; canlinin sekli ve yapisi déllenme
sirasinda mevcut degildir. Yapi doguma kadar
baskalasimlarla gelisir, farkhlasir, asama

asama canlinin yapisi ve sekli olusur. 1942'de

Conrad Waddington tarafindan, epigenetik
yeniden tanimlanmigtir. Waddington'a goére
epigenetik; gelisim esnasinda embriyoda
olusan degisikliklerdir. Fenotipin belirlenmesi,
cevresel faktorlerin  genomu bu yolla

etkilemesiyle gerceklesir.

Epigenetik kelimesi geg¢miste, ¢ok hucreli
organizmalarin gelisimi sirasinda tek tip
hicrenin dokulari ve organlari olusturmak

Uzere farklilasmasini ifade etmek igin
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kullanilmigtir. Buglin ise bu terim biyologlar
tarafindan, DNA dizisinde degisiklik olmaksizin
gen ifadelenmesinde olusan kalitsal
degisiklikleri tanimlamak igin kullaniimaktadir.
Daha genis anlamda DNA’ya eklenmis ek bir
bilginin epigenetik oldugu kabul edilmektedir™.

Molekuler yontemlerdeki gelismeler, epigenetik
mekanizmalarin daha iyi anlasiimasini ve
bunlarin dkaryotlarda ve mikroorganizmalar-
daki gen regulasyonuna etkilerinin ortaya
konulmasini saglamigtir. Mikroorganizmalarin
altinda irdelemek daha dogru bir yaklagimdir.
Birincisi, epigenetik mekanizmalarin virllans
ve antibiyotik direng genleri gibi
mikroorganizmalara ait fenotipik 6zellikleri
nasil dizenledidi, ikincisi ise mikroorganizma-
larin  bu mekanizmalarla konakta olustur-
duklari etkiler. ikinci etkiler daha gok onkojenik
transformasyona neden olan mikroorga-
nizmalarda arastiriimistir. Ornegin; viruslarin
neden oldugu latent, litik veya transforme edici
infeksiyonlar bu yolla a¢iklanmaya calisiimigtir.
Herpes simplex virus genomunda, gen
ifadelenmesinin  epigenetik mekanizmalarla
kontrollintin, virusun hiicre iginde latent fazdan
litik faza gecisini kontrol ettigi gésterilmi§tir2.
Kaposi Sarkomu ile iligkili Herpesvirus'un
hicre iginde latent formda iken g¢evresel
uyarilarla litik faza gecmesi ve yayillmasi yine
bir epigenetik mekanizma olan histon

modifikasyonuyla aciklanmistir®.

Epigenetik dizenlemelerin mikroorganizmalar-
daki etkileriyle ilgili arastirmalar son yillarda
giderek artmigtir. Mayalarla ilgili ¢calismalarda,
bu dizenlemelerin tek hiicreli organizmalarin
cevresel uyarillara hizli  yanit vermesini
sagladigi vurgulanmistir. Ornegin, maya prionu
PSI+, bir translasyon terminasyon faktéri olan
Sup35p’nin  konformasyonel  degisikligiyle
olusur. PSl+, mayalarin Uredigi ortamda tarim

ilaclari veya kafein varliginda onlara hayatta

kalma agisindan avantaj saglar4.

Epigenetik mekanizmalarla mikroorganizma
genomunun ifadelenmesinin kontrol edilmesi,
yalnizca mikroorganizmanin fizyolojisini
etkilememekte, ayni zamanda bunlarin infek-
siyon patogenezine etkilerini de kontrol

etmektedir.

Bu vyazida o&ncelikle epigenetik terimi
tartisiimig, daha sonra da bakterilerde
epigenetik  kontrolin nasil  gergeklestigi,
dizenleyici sistemlerin bakteriyel biyolojideki
patogenez dahil oynadidi rollerin anlatiimasi
amaglanmistir. Bu sekilde, yalnizca glinimuze
degin yapilmis olan bakteriyel epigenetik
calismalarini  6zetlemekle kalmayip, ayni
zamanda geng¢ arastirmacilarin, bakteri
genetigi ile ilgili yapilacaklar g¢alismalarda
farkli bir bakis agisi kazanmalari igin yeni bir
baslangic olmasi konusunda faydali olmayi

umit ediyoruz.

Epigenetigin Tanimi

Epigenetik terimi, molekuler biyoloji ile ilgili
profesyonellerin haricindeki bilim adamlari igin
bile olduk¢ca yeni ve karmasiktir. Bu terimi
anlasilir kilmak icin degisik tanimlamalar
yapilmigtir.  Ingiltere’den  Bryan  Turner,
DNA'nin bilgi tasiyan bir kaset, epigenetigin ise
kasetgalar oldugunu ifade etmistir. Avusturya’
dan Denise Barlow; epigenetidi, genetigin
aciklayamadigi seyleri aciklayan garip ancak
mikemmel bir yol olarak tanimlamistir.
Thomas Jenuwein, genetik ve epigenetik
arasindaki farki anlayabilmek igin bunlari kitap
yazmak ve Kkitap okumaya benzetmek
gerektigini belirtmigtir. Kitap bir kez yazilir ve
bundan sonraki kopyalar orijinal ile birebir
aynidir. Oysaki kitabi her okuyucu degisik
cevresel faktorlerden etkilenerek okur ve farkli
yorumlayabilir. Kitap yazilminin  genetik,
okunusunun ise epigenetige benzetilebilecegi

belirtiimigtir. Peter Becker (Almanya)
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cekirdekteki bilgi ydnetimine bakildiginda; bazi

genetik  bilgilerin  genomda  ¢ok  siki

paketlendigini, epigenetik ve genetik evdeki

esyalarimiza benzetilerek agiklanirsa, epige-

netigin her zaman ihtiya¢ duyulan ve hep g6z

onlinde tutulanlara, genetigin ise tavan

arasindaki  kutularda tutulan eski okul

defterlerimize benzetilebilecegini dusinmus-

tir®. Faruk Aydin (Turkiye) ise epigenetigi,

genlerin  sessizliginde soéylenenler olarak

ifadelendirmistir.

Temel Epigenetik Mekanizmalar

1. DNA metilasyonu,

2. Histon modifikasyonu,

3.  Kromatinin yeniden diizenlenmesi olarak
sayilabilir (Sekil 1).

toeg\gmner

romosn geiil degiskIgl
\.‘ €<

N \ j)

— Histon moamkasyonu

M

— DNA metilasyonu
Sekil 1. Epigenetik mekanizmalar

Histon ve kromatin yapilari 6karyotlara 6zguil
genetik yapilardir. Bu nedenle bu yazida
bakteriyel epigenetigin mekanizmalarindan
bahsederken DNA metilasyonu temel olarak
ele alinmistir.  Bakterilerdeki  epigenetik
sistemlerin ¢cogu DNA metilasyonunu, spesifik
DNA  protein etkilesimlerini  dlzenleyen
sinyaller olarak kullanir. Bu sistemlerin iki
temel bileseni vardir. Bunlardan biri DNA
metilaz enzimi, digeri de hedef metilasyon
bolgesine baglanarak onu metilasyondan
korumaya c¢alisan DNA’'ya baglanan bir
proteindir. Hedef bdlgenin  metilasyonu
proteinin  baglanmasini  engeller ve bu

durumda metillenmis ve metillenmemis olmak

Uzere iki alternatif durum ortaya ¢ikar.

Bakterilerdeki

dizenleyen metilazlar spesifik tanimayi

epigenetik mekanizmalari
saglayan restriksiyon enzimlerinden yoksun
olduklari igcin  “yetim  metilaz” olarak
tanimlanmistir.

DNA Metilasyonu ve Metilasyonun
Kalitiilmasi

Gen ifadelenmesinin dizenlenmesi c¢esitli
mekanizmalarla olabilmektedir ve bunlardan
biri de DNA’nin metilasyonudur. Biyolojik
sistemlerde metilasyon enzimler tarafindan
katalizlenir. Bu reaksiyon; agdir metallerin
modifikasyonunda, gen ifadesinin
denetlenmesinde, protein islevlerinin
denetlenmesinde ve RNA metabolizmasinda
yer alir. Epigenetik kalitima etki eden
metilasyon, DNA metilasyonu veya protein

metilasyonu ile meydana gelir.

DNA metilasyonu omurgalilarda tipik olarak
CpG bélgelerinde (sitozin-fosfat-guanin
bélgeleri; yani DNA dizisinde sik olarak
sitozinin hemen ardindan guaninin geldigi
yerler); metilasyon sonucu sitozinden 5-metil
sitozin meydana gelir. Me-CpG olusumu DNA
metiltransferaz enzimi tarafindan katalizlenir.
DNA metiltransferaz S-adenozilmetiyoninden
aldigr metil grubunu, sitozinin karbon-5
pozisyonuna aktarir. 5-metil sitozin varligi,
bulundugu kromozom bélgesinde lokalize olan

genlerin sessizlesmesine yol agar.

Omurgali  hayvanlarin genomlarinda CpG
dizileri genelde seyrek olmakla beraber gen
promotdrlerinde normalden yuksek siklikta
goruldrler ve toplu olarak bu bdlgelere CpG
adalari denir. Bu CpG bdlgelerinin metilasyon
durumu gen ifadesi Uzerinde etkilidir. Protein
metilasyonu, protein dizisindeki arginin veya
lizin amino asit kalintilarinda bulunur. Arginin,
peptidilarginin metiliransferazlar tarafindan bir
(monometillenmis arginin) veya iki kere

metillenebilir. iki kere metillenme durumunda
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ise ya her iki metil grubu birden ugtaki azot
Uzerinde bulunabilir (asimetrik iki metilli
arginin) veya her bir azot atomu Uzerinde birer
metil grubu bulunur (simetrik iki metilli arginin).
Lizin ise lizin metiltransferazlar tarafindan bir,
iki veya ¢ kere metillenebilir. Protein
metilasyonu bir tip ¢evrim sonrasi degisimdir

ve en ¢ok histonlar igin ¢alisiimistir.

Adenozin ve sitozin  metilasyonu ¢ogu
bakteride bulunan restriksiyon modifikasyon
sisteminin pargasidir. Sitozinin metilenmis sekli
5- metil sitozindir (Sekil 2).

Metilasyonun baz eslemesine herhangi bir
etkisi olmaz. Metilasyon DNA'daki GC
dizilerinin sitozin nulkleotidinde olur. Bu
metilasyon paterni yeni sentezlenen DNA
moleklline aynen aktarilir. idame metil
transferaz enzimi, secici olarak ©nceden
metillenmis GC’ lerle baz cifti olusturan CG’ leri
tanir ve onlari metiller. Sonug olarak, ebeveyn
DNA molekulindeki metilasyon paterni, yeni
sentezlenen DNA zincirinin metilasyonu igin
kalip olarak kullaniimis ve hatta kalitilmis olur

(Sekil. 3).

sitozin S-metilsitozin

Sekil 2. Metilasyon

DNA metilasyon paternleri, omurgalilarda
embriyolojik gelisim sirasinda degisir.
Déllenmeden hemen sonra DNA
metilsizlestirilir ve embriyo uterus duvarina
yerlestikten  sonra “de  novo DNA

metiltransferazlar” sayesinde yeni metilasyon
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Sekil 3. DNA metilasyonunun kalitiimasi

paternleri olusur. idame veya de novo
metiltransferazlarin eksikligi embriyonun
Olimuyle sonuglanmaktadir. Bakteriyel DNA
ise, tim genomda periyodik olarak metillenir.
DNA Metilasyonunun Genlerin Sessizligini
Siirdiirmesindeki Onemi

Omurgali hicreleri arasinda, gen yazim hiz
10° kattan fazla degisebilir. Bakterilerde ise
ifade edilen ve edilmeyen genler arasindaki
yazilim farki en fazla 1000 kattir. Farkin biyuk
bélimi DNA metilasyonuna bagli kromatin

yapisindaki degisiklikten kaynaklanir.

Bakterilerde Epigenetik Diizenlemeler
Metilasyon, bakteri biyolojisinde 6nemli roller
oynar. DNA replikasyonunun zamanlamasi,
yavru hlcrelere kromozomun aktariimasi,
DNA’nin onarilmasi ve konjugasyon sirasinda
bakteri DNA’ sinin  belli  bdlgelerinin
metilasyona duyarli oldugu belirlenmistir®**.
DNA metilasyonunun kalitimi bakteriler igin de
gecerlidir ve bunun en iyi bilinen 6érnegi faz

varyasyonlaridir.

Epigenetik dizenleme tek hicreli
organizmalarin  ¢evresel streslere veya

sinyallere ¢ok hizli yanit vermesini saglar.

Bakteri diinyasinda epigenetik kontrolin nasil
yayginlastigi ve patogenez de dahil olmak
Uzere bakteriyel biyolojide  epigenetik
dlzenleyici sistemlerin nasil bir rol oynadigi

konusunda ¢ok az sey bilinmektedir.
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Bakterilerde Epigenetik Diizenlemelerden
Etkilenen Ozellikler
1. Genomun bakteriyofajdan korunmasi,
2. Genomun eslenmesinin
(replikasyonun) kontrol,
Faz varyasyonu,

Bakteriyel virllans,

o~ w

Antibiyotik direnci,

6. Onkojenik transformasyondur.
Genomun bakteriyofajdan korunmasi
Adenin ve sitozin metilasyonu ¢ogu bakteride
restriksiyon  modifikasyon  sisteminin  bir
parcasidir. Bu sistemde c¢alisan bir metilaz belli
bir DNA dizisini tanir ve bu dizi iginde veya
yakinindaki bir bazi metiller. Bu sekilde
metillenmemis olan yabanci DNA'lar hicre
icine girdiklerinde diziye spesifik restriksiyon
enzimleri tarafindan pargalanir. Bakterinin
kendi DNA'si metillenmis oldugu igin bu
restriksiyon enzimleri tarafindan taninmaz.
icsel DNA'nin metilasyonu ilkel bir bagisiklik
sistemi olarak calisir ve bu yolla bakteriler

bakteriyofaj kendilerini

12-15

infeksiyonundan
korurlar
Replikasyonun kontrolii

E. coli DNA’sinin adenin metiltransferazi
(Dam), yaklasik 32 kDa buyukliginde bir
enzimdir ve bir restriksiyon/modifikasyon
sistemine ait degildirlﬁ. E. coli'deki Dam, GATC
dizilerinin metillenmesinden sorumludur. Bu
dizinin iki yanindaki Gger baz cifti de DNADam
baglanmasina etki eder. Dam, cesitli
sureglerde rol oynar. Bunlar arasinda; DNA
replikasyonunun zamanlamasi, tamiri ve gen
ifadelenmesinin kontrolQ say|labilirl7"18. DNA
ikilenmesinden evvel GATC konumlarindaki iki
ipligin her biri adenin bazinda metillenmigken,
ikilenmenin ardindan bunlardan sadece biri
metillenmis durumda kalir'®. Bunun nedeni,
yeni iplige dahil olan adenin bazinin
metillenmemis olmasidir. Tekrar metillenme
ikilenmeden 2-4 saniye sonra olur, bu arada

ikilenme sirasinda yeni iplikteki meydana gelen

dizi hatalari onarilir. DNA ipliklerinden birinin
metillenmemis olmasi, hicrenin tamir
sisteminin o ipligi yeni sentezlenmis iplik olarak
tanimasini ve yanlis eslemelerin gideriimesini
saglar. Bu mekanizma DNA replikasyon
hatalarini 10> oraninda azaltir. Bakterilerde
Dam sisteminin bozulmasi, spontan mutasyon
oraninin artmasina neden olur. Baska DNA
tamir enzimleri de olmayan Dam mutantlarinda
bakteri yasaminin tehlikeye dismesi, Dam
sisteminin  bakteri yasamindaki  dnemini

gOsterir.

Bakterilerin  invitro  ortamda  Uretilmeleri
sirasinda Dam’a mutlak gereksinim agisindan
farkliliklar

Escherichia coli ve Salmonella’nin laboratuvar

gosterdikleri anlasiimistir.
ortaminda Uretiimesi sirasinda Dam gerek-
mezken, Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia
enterocolitica ve Vibrio cholerae igin dnemli

oldugu gosterilmistir®?%

. Bu iki bakteri grubu
arasindaki temel fark, Yersinia turleri ve Vibrio
cholerae’nin kromozomunun iki digerlerinin tek
olmasidir. Bu nedenle Dam’in 6zellikle iki ve
daha fazla kromozomu olan bakterilerde DNA
eslenmesini koordine etmede 6nemli oldugu
dUsUnUImU§tUr23. Bakteri kromozomundaki
eslenme orijininde ¢ok sayida GATC konumu
oldugu icin bu bdlge eslenme sonrasi yari
metillenmis durumunu daha uzun sire korur.
DNA eslenmesinin zamanlamasinda bunun
kritik bir 6nemi vardir. SeqA proteini eslenme
orijinine baglanarak onu oOrter ve
metillenmesini  engeller. Yari metillenmis
eslenme orijinleri inaktif olduklarindan bu
mekanizma hicre donglsu sirasinda DNA
eslenmesinin tek bir kere olmasini saglar24.
Faz varyasyonu

Bakteriler, epigenetik mekanizmalari faz
varyasyonu kontrol etmek icin de kullanirlar.
Faz varyasyonu, gen ifadesinde aktif (ON) ve
inaktif (OFF) faz durumlarn arasindaki
degisimlerdir. Uropatojen Escherichia coli

(UPEC) kokenlerinin piyelonefritle iligkili pilus
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(pap pili) (ON-faz)
hicrelerinden izole edilen DNA’da, pap npili
proksimalindeki GATC

bolgesinin  metillenmedigi ancak distaldeki

eksprese  eden
promotdrinin

GATC bolgesinin  metillendigi saptanmistir.
OFF-faz Escherichia coli (UPEC) kdkenlerinde
ise bu durum tam tersidir, pap pili
promotdorinin proksimalindeki GATC boélgeleri

metilenmis, distalindeki ise metillenmemistirzs'
26

Epigenetik mekanizmalarla kontrol edilen faz
varyasyonlari, E coli'de pili gen
ifadelenmesinde kalici degisiklikle
sonuglanabilecek nukleotid dizisi degisimlerine
neden olabilir®’.

Bakteriyel viriilans

Bazi genlerin, o6rnegin E. coli 'de pilus
proteinlerini  kodlayanlarin  ifadesi, gen
operonunun promotér bolgesindeki GATC
konumlarinin metillenmesi ile dizenlenir. DNA
eslenmesinin  hemen sonrasindaki ¢evresel
sartlar, bu promotoér boélgesinin yakinindaki ve
uzagindaki iki bdlgeden birinin metilasyonunu
bloke edebilir. Metilasyon sekli olustuktan
sonra pilus gen transkripsiyonu DNA tekrar
esleninceye kadar ya etkin ya da inhibe
durumda kilitli kalir. E. coli 'de pilus operonlari
idrar  yolu enfeksiyonlarindaki  virtlansi
belirlemekte dnemli bir rol oynar. Bu nedenle
Dam inhibitérlerinin  antibiyotikler  yerine
kullaniimasi  6nerilmistir.  Alkalin  proteaz,
Pseudomonas aeruginosa’ nin  6nemli bir
virilans faktérididr ve aprA geni ile kodlanir.
Genin ifadelenmesi bexR bdgesinin
transkripsiyonuyla kontrol edilir ve bu da
epigenetik mekanizmalarla saglan|r28. Kistik
fibrozisli hastalarda etken olan Pseudomonas
aeruginosalarda epigenetik mekanizmanin
o6nemli bir virilans faktéri olan alginat Uretimi
ve Dbakteriler arasi haberlesmeye etkisi
Qa|I§I|mI§tIr‘29. Bir baska galismada E. coli'de
biyofilm sentezinin epigenetik mekanizmalarla

kontrol edildigi 6ne sUrUIngtUr3°.

Antibiyotik direnci

Mutasyonlarla direncli bakteri ortaya g¢ikmasi
olasihigi milyonda birdir. Oysaki disik dozda
antibiyotige maruz kalan bakterilerin kisa
donemde sag kalma orani 1/5 daha uzun
stirede 1/2 dir. Bunun ancak epigenetik
mekanizmalarla olabilecegi tahmin
edilmektedir®.  Subinhibitor konsantrasyon-
lardaki antibiyotigin bakteri gen ifadelen-
mesinde degisikliklere yol actigi bilinmektedir.
Ornegin; dusiik konsantrasyondaki eritromisin
ve rifampisine maruz kalan Salmonella
Typhimurium’un diren¢ genlerinin ifadelenme-
sinin epigenetik mekanizma ile olabilecegi
dustniilmistiir’?.  Bakterilerde AmpC  gen
ifadelenmesinin  Dam ile iligkili oldugunu
gosteren calismalar olmustur®>>*,

Onkojenik transformasyon

Bu konudaki galismalar yogun olarak 1994 de
Dinya Saglk Orgitii tarafindan kanserojen
oldugu ilan edilen H pylori ile ilgilidir. insanda
ise DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu
gibi epigenetik duzenlemelerin  onkojenik

transformasyonda etkili oldugu biIdiriImistir35.

Sonug

Bakterilerde, epigenetik mekanizmalarin
hangi yollarla virllans faktorleri, antibiyotik
direnci ve onkojenik transformasyonu etkiledi-
gini ortaya koyacak c¢alismalar, infeksiyonlarin
kontroli ve tiUmér tedavisi icin yeni ve umut
veren gelismeler olmustur. Bu konudaki en
yakin gelismeler Dam inhibitdrlerinin antibiyotik

yerine kullanilabilmesi olacaktir.
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