Mikrobiyal Biyimenin
Molekiiler Biyolojisi
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Bolum 7



Patlayici Hiicre Oliimii ve Biyofilm
Baslangici

- Mikroorganizmalar, cevresel zorluklara karsi dayanmak ve besin
dongilisiinden yararlanmak icin ti¢ boyutlu biyofilm topluluklari olusturur.
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- Biyofilme geciste hiicrelerin ylizeye tutunmasini saglayan 6zel fenotipik
degisiklikler gerceklesir.

- Bu degisimler ve hiicreler arasi iletisim, planktonik yagsamdan bagli yasama
gecisl mUimkiin kilar.
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EPS’in Yapisi ve Biyofilm Icindeki
Rolu

- Ekstraselliiler polimerik maddeler (EPS), biyofilmi olusturan hiicreleri hem
korur hem de birbirine baglar.
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- EPS; polisakkaritler, ekstraselliiler DNA ve sitoplazmik proteinlerden
olusur.

- Biyofilm yasamina gecis baz1 durumlarda yararli sonuclar dogurabilirken,
patojenlerde kronik hastaliklara ve antibiyotik direncine yol acabilir.
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Pseudomonas aeruginosa ve Biyofilm
Direnci

- Pseudomonas aeruginosa, antibiyotiklere direncli biyofilmler olusturabilen
1y1 calisilmis firsatci bir patojendir.
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- Bu tiirtin biyofilm gelistirme dongiisii, arastirmacilarin patlayici hiicre
o0limi adi verilen yeni bir olguyu tanimlamasini saglamistir.

- Patlayic1 hiicre 6liimi, biyofilm olusumuna katkida bulunan 6zel bir hiicre
alt popililasyonunda meydana gelir.
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Patlayici Hiicre Oliimiiniin
Mekanizmasi

- Hiucre oliimi, bakteriyel hiicre duvarini
yirtmak icin kullanilan viral bir lizis
enziminin etkisiyle gerceklesir.
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- Bu enzimi kodlayan viriis DNA’s1, P.
aeruginosa genomunda bir profaj olarak
bulunur.

- Soldaki fotograf, lizis enzimi liretiminin
hiicrelerin parcalanmasina ve DNA'nin
disar1 salinmasina yol actigini gosterir.
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EPS’1n Olusumunda Patlayici Hiicre
Olimiinin Katkisi

- Hiicre patlamasi sirasinda aciga cikan
DNA, biyofilmi bir arada tutan EPS
yapisinda kritik bir bilesen haline gelir.
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- Sagdaki fotograf, serbest DNA'nin
(kirmiz1) salinimini ve membran
parcalarinin kiiciik vezikiillere
donisiimini gostermektedir.

- Bu vezikiiller, protein ve DNA iceren
yapilar olarak EPS olusumuna ek katki
saglar.
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Antibiyotikler ve Patlayici Hiicre
Olimi Arasindaki Iigki

- DNA hasari yaratan bir etken ya da antibiyotik, normalde profajin aktive
olmasina neden olur.
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- Ancak patlayici hiicre 6limi, viral lizis geninin rastlantisal olarak ifade
edildigi sinirli bir hiicre grubunda olusur.

- Birkac hiicrenin yok olmasi, kalan hiicrelerin biyofilmi giliclendirmesi
nedeniyle topluluk i¢cin avantaj saglar.

- Bu bulgu, antibiyotiklerin neden bazen biyofilm olusumunu artirdigina dair
bir aciklama sunar.
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Bo6liimiin Genel Baglami ve Onceki
Bilgilerin Hatirlatilmasi

- Onceki bolimlerde prokaryot kromozomunun ¢ogaltilmas: (Béliim 4), hiicre
bliytimesi ve boliinmesi (Béliim 5) ele alinmigti.
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- Ayrica, prokaryotlarda gen ifadesinin diizenlenmesi (Boliim 6) de ayrintila
bicimde aciklanmastir.

- Bu boliimde mikrobiyal biiylime dongtisiinde gerceklesen temel molekiiler
suireclere odaklanilacaktir.
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Bakteriyel Hicre Boliinmesine Giris

- Cogu bakteri hiicresi, 1kili béliinme ile ¢cogalir.

- Bu stirec, her bir yavru hiicrenin genomun bir kopyasini almasini saglayan
belirli asamalardan olusur.

- Prokaryotlarda hiicre boliinmesi hem zamansal hem de mekansal kontrol
gerektirir.
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Hicre Donguisiinde Zamansal
ve Mekansal Duizen

- Hicre boliinmesinden 6nce genomun 1ki kopyasinin eksiksiz
olarak olusturulmasi gerekir.

- Bu 1ki kopya esit bicimde ayrilmali ve septum (b6lme) dogru
konumda olugsmalidir.

- Boliinme dongiisii boyunca hiicre, ozmotik basinca karsi
dayanmak icin yeni peptidoglikan ve iskelet elemanlar: tiretir.

- Tim bu olaylarin koordinasyonu cesitli diizenleyici kaskadlarla
saglanir.
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E. coli ve Caulobacter crescentus
Uzerine Molekiiler Yaklasimlar

- Bu boélimde gram-negatif iki model organizma olan E. coli ve Caulobacter
crescentus uzerinde durulacaktir.
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- Hicre boliinmesi ve hiicre morfolojisini yoneten molekiiler yollar gelismis
mikroskopi teknikleri ile ortaya cikarilmigstir.

- Bu teknikler, hiicresel slireclerin gercek zamanli ve detayli analizine olanak
saglar.
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Hiuicrede Molekiiler Yapilarin
Gorsellestirilmesi

- Standart 151k mikroskobu hiicrelerin boyut ve seklini gosterebilir ancak
kromozom, protein ve membran gibi makromolekiiller: gormek icin daha
guicli teknikler gerekir.
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- Bu gereksinim dogrultusunda, floresan molekiillerden yararlanan siiper
cozunirlikli mikroskopi gelistirilmistir.

- Super cozunurlik teknikler, yasayan hiicrelerde 10—50 nm buytlikligiindeki
yapilar: ¢cozebilerek dinamik siireclerin gercek zamanl izlenmesini saglar.
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Floresan Etiketleme:
Temel Yaklasim

- Belirli proteinlerin konumunu goérmek ve
gen ifadesini izlemek amaciyla uzun siredir
raportor genler kullanilmaktadar.
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- Bu genler, kolay tespit edilebilen bir tiriin
kodlar ve ilgi duyulan genlerle
birlestirilerek i1zleme olanagi saglar.

Corrad L. Wolddngh
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- Molekiiler olaylarin gorsellestirilmesinde
GFP (yesil floresan proteini) gibi floresan
urinler kodlayan raportor genler yaygin
olarak kullanilir.
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- Floresan mikroskopi ve birden fazla floresan
raportor sayesinde farkli makromolekiillerin
konum ve aktiviteleri eszamanl

belirlenebilir.
Bektas Tepe
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Sigma Faktorlerinin Floresan
Ktiketlerle I1zlenmesi

- Figlir a’da, oF ve oK adl1 spor-spesifik sigma
faktorlerinin hiicre icindeki konumlarinin
GFP ve diger floresan proteinlerle nasil
belirlendigi gosterilmektedir.
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- Bu sigma faktorleri, Bacillus tiirlerinde
endospor gelisiminde kritik roller tistlenir.

T. Doan, R. Laosick, and D. Rudner

Corrad L. Wolddngh

- Floresan etiketleme, bu proteinlerin gelisim
sturecindeki dagilimini canli hiicrelerde
1zlemeye olanak tanir.
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Nikleik Asitlerin Floresan
Etiketlerle Gorsellestirilmesi

- Floresan etiketleme, hiicredeki farkl
nikleik asitleri (6rnegin kromozom ve
plazmid) ayirt etmek icin de kullanilabilir.
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- Ayni1 niikleik asit tizerindeki farkl
lokuslarin bile canli hiicrelerde 1zlenmesi
mumkundur.

Corrad L. Wolddngh

T. Doan, R. Laosick, and D. Rudner

- DNA veya RNA lokuslar1 GFP gibi iiriinlere
dogrudan baglanmasa da, hedef lokusa 6zgi
baglayici proteinler raportor genlerle
birlestirilebilir.
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- Gerekirse, 1lgili DNA/RNA baglanma dizileri
rekombinant tekniklerle niikleik aside
eklenebilir (Figir b).
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E. coli Kromozomu Uzerindeki
Lokuslarin Etiketlenmesi

- Figiir b’de, E. coli kromozomunun
“kollarinin” nasil canli bir hiicrede
gorsellestirilebildigi gosterilmektedir.
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- Bu yontemde, kromozoma belirli DNA
diziler1 eklenir ve bu dizilere baglanan
proteinler farklh floresan raportor genlerle
1saretlenir.

T. Doan, R. Laosick, and D. Rudner

Corrad L. Wolddngh

- Boylece ayni1 molekiil tizerindeki farkl:
bolgelerin hiicre i¢ci konumlar: ayrintil
bicimde 1zlenebilir.
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Protein Dinamiklerinin Zamansal ve
Konumsal Izlenmesi

- Protein etiketleme ve mikroskopi
tekniklerindeki gelismeler, hizli katlanan
yeni floresan varyantlarin kullanilmasini
saglamigtir.

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
[}
[©)
£~

[an)

3
=
10
i
W
&
w0
o
@)
oy
an
S~
=]
e
~
O
g

&

- Figiir ¢, boliinme proteinleri MinD ve
FtsZ’'nin bliytiiyen bir hiicredeki zaman-serisi
davraniglarini gostermektedir.
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Corrad L. Wolddngh

- Membrana bagh proteinleri izlemek ic¢in
lipid cift tabakalari olusturulup floresan
etiketli proteinler bu ylizeye uygulanabilir.
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- FtsZ ve FtsA gibi boliinme proteinleri ile
donen FtsZ halkalarinin etkilesimleri bu
yontemle gortintilenmistir (Figir d).
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Sﬁper Cézﬁnﬁrlﬁk: o - ~ N Escnerl;hla coli cell %E
Tek Molekiil Duzeyinde o G
.e . XL ARE = E & g}g
Gorsellestirme LRRY
> =
- - Floresan mikroskopisi i¢ yapilara dair énemli @

veriler sunar ancak ¢o6ziintirliigii molekiiler
diizeyde yetersiz kalabilir.

- Stuiper ¢ozunurlik teknikleri, tek bir molekiiliin
konumunu canli hiicre icinde belirlemeye olanak
tanir.
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- Bu tekniklerde kullanilan fotoaktive edilen
problar, belirli dalga boylarinda aydinlatildiginda
parlak ya da karanlik hale gecerek tek bir hedefin
secilmesini saglar.

- Tek tek molekiillerin zaman icindeki konumlar:
kaydedilerek siiper ¢coziinturlikli gorintiler
olugturulur (Figiir a).
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Escherichia coli cell

MukB Hareketlerinin Stiper
Coziunurlukle Haritalanmasi
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S. Uphdf and A. Badrinaray anan

- Figiir a’da, stiper ¢ozunirliklii mikroskopinin bir @
tirl olan fotoaktive lokalizasyon mikroskopisi ile
bireysel MukB molekiillerinin hareketleri
haritalanmastir.

- MukBEF kompleksi, niikleoid lizerinde
konumlanarak replikasyondan sonra kardes
kromozomlarin ¢éziilmesine yardimei olur.

- Bu teknik, hiicresel komplekslerin zamanla
gecirdigi yapisal degisikliklerin yliksek
hassasiyetle 1zlenmesini mimkiin kilar.
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Alexander v on Diez menn, Andreas Gahlmam, and W.E. Moemer, Stanford L niv ersity
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Uc Boyutlu Siiper
Cozunurlikli Gortintiileme

- Stuiper ¢ozunurlikli goriintiler, gerekli islemlerle
Uc¢ boyutlu (3D) yapilar haline dontistiirtiilebilir.

- Figlir b’de, Caulobacter crescentus adl
tomurcuklanan bakteride farkli protein
komplekslerinin dizilimleri 3D alt-difraksiyon
teknigi ile gorsellestirilmistir.

- Bu yontem, hiicre ici sliper yapilarin diizeninin
ayrintili bicimde ortaya konmasina olanak tanir.

Bektas Tepe
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Escherichia coli cell

S. Uphdf and A. Badrinaray anan

Alexander v on Diez menn, Andreas Gahlmam, and W.E. Moemer, Stanford L niv ersity
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Prokaryotlarda Dinamik Alt
Hicresel Organizasyon

- Super cozunurliuklu teknikler, tek tek proteinlerin hem konumsal hem
zamansal davraniglarini ortaya koyar.
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- Bu bulgular, prokaryot hiicrelerin de 6karyot benzerleri gibi oldukca
dinamik bir alt hiicresel organizasyona sahip oldugunu gostermistir.

- Ayrica bu organizasyonun, hiicresel biiylime siireci boyunca molekiiler
diizeyde izlenebildigi de kanitlanmistir.
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Bakterilerde Kromozom
Cogalmasinin Temel Ilkesi

- Bakteriyel biiylimenin gerceklesebilmesi i¢cin hiicrenin genomunu
cogaltmasi gerekir.

Gi
Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

S phase

- Kromozom replikasyonunun, hiicre boliinmesiyle uyumlu sekilde
siki bicimde diizenlenmesi 6nem tasir.

- Replikasyon tamamlandiktan sonra boliinme 6ncesinde kardes
kromozomlarin ayrilmasi gerekir. i
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Replikasyon Baslangicinin Kontrol
Gereksinimi

- Hicre, genomu boliinmeden 6nce tam olarak cogaltirken ayni zamanda
gereksiz yeniden baslatmalarin oniine ge¢cmelidir.
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- E. coli’de replikasyonun baglatilmasini ve engellenmesini birden fazla
protein diizenler.

- Bu stlirecte odaklandigimiz ana protein DnaA’dir.
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DnaA’nin OriC Bolgesine
Baglanmasi

- OriC bolgesindeki 6zgil dizilere DnaA’nin @
baglanmasi DNA'nin acilmasini saglar. -

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

- Bu baglanma replizomun yiiklenmesini ve
replikasyonun baglatilmasini mimkiin kilar.

Replication
initiation

- DnaA, ATP bagli oldugunda en aktif formu olan
DnaA—-ATP halindedir.
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» DnaA box

3 Methylated DnaA box

Hemimethylated
DnaA box
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3 Methylated DnaA box

Hemimethylated
DnaA box

9 ° ° o W o Egﬁé
DnaA—ATPnin Etkinliginin Siki
Kontroli
§
T - Replikasyon bagladiktan sonra DnaA—ATP’nin @
O inaktive edilmesi i¢cin c¢esitli diizenleyici -
(] mekanizmalar devreye girer.
i
o0 - Bu mekanizmalar arasinda oriC i¢cin baglanma
e rekabeti, dnaA geninin baskilanmasi1 ve DnaA— Replication
E\ ATP’nin farklh yerlere cekilmesi bulunur. g
D - Ayrica DnaA—ATP’nin dogrudan inaktivasyonu
— da siirecin bir parcasidir.
(aa e
A © onc E:
P DnaA box 2
a
£
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Replikasyon Sonras1 Yari
Metilasyonun Ortaya Qlklsl
§
T - Replikasyon baslamadan 6nce her ik1i DNA @
O zinciri Uzerindeki —GATC- dizileri adeninde -
(e metillidir.
N
o0 - Replikasyon basladiginda yalnizca kalip zincir
e metilli kalir ve yar1 metillenmigs (hemimetile) Replication
== DNA olusur. ~HH o aon
D - Bu yar1 metilasyon, DnaA—ATP ile SeqA
— arasinda oriC bolgesi icin rekabete yol acar.
(aa) 5
€3
i g
& i © onc é
B DnaAbox &
3 Methylated DnaA box A
Hemimethylated kS
DnaA box A~
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SeqA’nin Yar:r Metile Bolgelere
Baglanmasi ve Engelleme

Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

— - Yar1 metile oriC dizilerini SeqA giicli sekilde ’f
=) bagladigi icin DnaA—ATP’nin yeniden . -
§ baglanmasi engellenir. : )/»/ l \\ A/»/ / \\
E - Bu durum yeni bir replikasyonun erken No transcription
m ba$1amaS].n1 611181‘. ngllcgtiOﬂ
> . . initiation
.= - Yaklasik 10 dakika sonra yeni sentezlenen I y
D zincirdeki GATC dizileri yeniden metillenir. ¥ |
(aa 3
A © onc 3:
» DnaA box m
3 Methylated DnaA box A
Hemimethylated s
DnaA box A~
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dnaA Geninin Ifadesinin SeqA ile
Baskilanmasi
: - dnaA geninin oriC’e yakin konumda bulunmasi P —— @ :

ve promotorda GATC dizisinin yer almasi —
SeqA’nin etkisini artirir. ,/»/ l \\ ‘/»/ / \

- Replikasyon basglar baslamaz dnaA’nin
promotori hizla yari metile olur ve SeqA

Replication
initiation

—
=
(=
o
o0
(1]
—
[
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3 Methylated DnaA box

Hemimethylated
DnaA box

baglanarak RNA polimerazin girisini engeller. I
: - DnaA proteininin kendi promotor bolgesindeki
DnaA kutularina baglanmasiyla dnaA ifadesi

ayrica otomatik olarak diizenlenmis olur. "
P 2
© onc %S
P DnaA box =
a
£
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DnaA—ATPnin DnaA-ADP’ye

Dontustiriulmesi

- DnaA—ATP’nin oriC’ye baglanmasini engelleyen diger mekanizma, hiicrede
DnaA—ATP miktarinin azaltilmasidir.
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- Replizom yakinlarinda DNA 1ile iligkili ATPaz HdaA, 6zellikle DnaA—-ATP’y1
hedef alir.

- Bu enzim ATP’nin hidrolizini uyararak DnaA'nin ADP bagli hale ge¢cmesini
saglar.
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DnaA—-ATP Diizeylerinin Hiicre
Donguistiindeki Dalgalanmasi

- Tim bu mekanizmalar birlikte calisarak hiicredeki DnaA—ATP miktarinin
dongli boyunca degismesine neden olur.
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- DnaA—ATP diizeyi, replikasyonun baslatilacagi anda en yliksek seviyeye
cikar.

- Daha sonra siirec ilerledikce bu diizey azalir.
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Hizlh Biyuyen Hicrelerde
Replikasyonun Zorluklar:

- E. coli'nin halka seklindeki kromozomu c¢ift yonli replikasyona imkan tanir.
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- Cift yonli replikasyon, kesintili ve kesintisiz zincirlerde eszamanl sentezle
hizli DNA cogalmasini saglar.

- E. coli genomunun replikasyonu yaklagik 40 dakika siirer ve bu siire
hiicrenin jenerasyon zamanindan bagimsizdir.
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Kisa Jenerasyon Zamaninda Ortaya
Cikan Sorun

- E. coli kimi kogullarda 20 dakikada bir boliinebilir ve bu durum replikasyon
stiresinin yarisi kadardir.
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- Hicre, boliinme hizinin replikasyon hizini agsmasi durumunda bir ¢6ziim
gelistirmek zorundadir.

- Aksi halde her boliinmede tam bir genom aktarimi miimkiin olamazda.
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Birden Fazla Replikasyon Catalinin
Olusmasi
g
: - Jenerasyon zamani 40 Cromesome Singerplcaton ok — )
dakikadan kisa oldugund Y ) =
eeiormameer (=)~ (- (D<=
replikasyon catali bulunur. j-/

| | |
Time (min)

¢ Yenl blr repllkasyon turu (@) Generation time, 1 h; replication time, 40 min.

onceki tur tamamlanmadan
baslatlhr. Multiple replication forks @
Chromosome { \ /
- Boylece baz1 genler hiicre = K —< ) \ = )
1cinde birden fazla kopya - _/,
halinde bulunabilir. ( /

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

=
o,
€3
Sy
un
[av]
-
LY
<
M
o
a
(i
o
&
[a W

Time (min)
(b) Generation time, 20 min; replication time, 40 min.
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Chromosome /i \ /
- Bu mekanizma, replikasyon T ij/ \\;D

suiresi sabitken her bir yavru

( — \
hiicrenin boliinme aninda tam /
bir genom almasini garanti eder.
\\D

0 20 60
L | ]

Time (min)
(b) Generation time, 20 min; replication time, 40 min.
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. o *
Yeni Turlarin Baglamasini Saglayan g
Sartlar
5
T — - Yeni replikasyon turu, yenl Givomosome single replicatin fo — )
- sentezlenen DNA zinciri C TN  (—7 )\ ( =
=) metillendikten sonra \\j/ - \\—4-/ - — _< (:\
i gerceklegebilir. )
(@a i i i i
m * Metilasyon Squ,nln DNA’dan (a) Generation time, 1 h; replication time, 40 min. ime (i
) ayrilmasini saglar ve DnaA—
°§ ATP yeniden oriC‘ye cekilebilir. Muitpe repication forks ( )
)
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oncC

Kromozom Ayrilmasinin
Temel Gerekhhg 1 | |
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replication

- Hicre boéliinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara dogru

ayrilmasi, her bir yavru hiicrenin genomun bir kopyasini almasi
1¢1n gerekhdlr. l ?;gfgjggbifszgg;
cell elongation

- Ayrilma ayni1 zamanda boéliinme olugunun olusabilmesine imkan
Verir. ( CD )

- Kopyalanmis niikleoidlerin hiicrenin ortasinda kalmasi, niikleoid _
okliizyonu nedeniyle boliinmeyi1 engeller.

S phase

Segregation of
chromosomes
Z-ring
formation

Ll

Cell
divsion
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Okaryotlarda ve Bakterilerde
Kromozom Ayrilmasi
§
- . Okaryotlarda kopyalanmis kromozomlar PopZ
mitotik 1g iplikleri tarafindan ayrilir. @ gz:)?lsome
- Caulobacter gibi tiirlerde, Par sistemi adi ﬁ i:;lnus

verilen benzer bir mekanizma gorev yapar.
— Direction of

origin movement
ParA activity

- Par sistemi ParA ATPazi, ParB baglayici
proteini, PopZ kompleksi ve oriC yakinindaki
parS bolgesinden olusur.
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Chromosome
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Sistemins lisma Mantig
Par Sisteminin Calisma Mantigl
§
: - Par sistemi 6karyotlardakinin aksine PopzZ
tamamen kopyalanmis kromozomlari ayirmaz. & ParB
Replisome
- PopZ proteinleri hiicrenin eski kutbunda 3 pars
& Terminus

bulunur ve ParB—parS etkilesimi tizerinden
kromozomu bu bolgeye sabitler.

— Direction of
origin movement

ParA activity

- Replikasyon basgladiginda yeni sentezlenen
parS bolgesi yeni bir ParB molekiiliine
baglanir ve ParA’'nin ATPaz aktivitesiyle yeni
kutba tasinir.
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Caulobacter stalked cell

Chromosome
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PopZ'nin Cift Islevi
§
: - PopZ yalnizca ebeveyn kromozomun parS Popz
bolgesini eski kutba sabitlemekle kalmaz. & PaB
Replisome
. ’ ] _ *(. parS
Ayn1 zamanda ParA’nin yeni parS—ParB i

kompleksini yeni hiicre kutbuna tasimak
lizere toplanmasina yardimeci olur.

— Direction of
origin movement

ParA activity
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Chromosome
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E. colvde Par Sisteminin Yoklugu ve
Sonuclari

- E. coli’de Par sistemi bulunmaz ancak yavru kromozomlarin béliinmeden
once ayrilmasi yine gereklidir.
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- Replikasyon sonrasi olusan halkasal kromozomlar birbirine zincir halkasi
gibi dolasarak bagl kalir.

- Bu baglanti, topoizomeraz IV ve MukBEF proteinlerinden olusan kompleks
tarafindan ¢ozilir.
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MukBEF Hareket1 ve Dekatenasyon

- Super cozunurlikli gortintiler MukBEF’1n Escherichia coll cell

niikleoid i¢cinde belirgin konumlara hareket
ettigini gostermektedir.

- Bu proteinler kardes kromozomlarin
ayrilmasini saglayan bir topoizomerazi
bolgeye toplar.

S. Uphof and A. Badrinaray anan

- Bu ayristirma islemine dekatenasyon adi
verilir ve boliinme 6ncesinde gerceklesir.
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E. colide Ayrilmanin Fiziksel Streci

- Kromozom ayrilmasinin tiim ayrintilari net olarak bilinmese de kromozom
“kollar1” replikasyon sirasinda belirgin sekilde ayrilmis goriintr.

- Kromozomal bolgeler, replikasyon sirasina uygun bicimde hiicre kutuplarina
dogru ilerletilir.

- Bu ayrilma belirli proteinlere bagiml degildir; cogunlukla replikasyonun
fiziksel etkisi ve DNA birikimiyle ilerler.
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Plazmidlerin Yavru Hucrelere
Dagilimi

- Ekstra kromozomal elemanlar olan plazmidlerin yavru
hiicrelere aktarimi da diizenli bir siire¢ gerektirir.
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ColE1

Nucleoid

- Plazmidler, kromozomla ayni hiicresel mekanizmalarla
cogaltilir.

- Cesitli kontrol mekanizmalari, plazmidlerin nesiller
boyunca belirli bir kopya sayisiyla aktarilmasini saglar.
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Plazmid Replikasyonunun Hiicre
Icindeki Konumu

- Buyik ColE1 tipi plazmidlerin replikasyonu, niikleoidin
bulundugu hiicre merkezinden ziyade kutuplarda
gerceklesir.
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ColE1

Nucleoid

- Bu konumlanma, boliinme sirasinda yavru hiicrelere
verimli aktarimi kolaylastirir.
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- Zamanla nesiller boyunca plazmidlerin stabil olarak
kalmasini destekler.

—
=
o
o
o0
(1=
—
[ o
s
ra)
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Plazmid Ayrilmas Icin Alternatif
Mekanizmalar

- Plazmidlerin ayrilmasi icin Par sistemine benzer baska boliistiirme
mekanizmalari da bulunabilir.
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- Bu mekanizmalar plazmidlerin esit dagilimini saglayarak hiicresel kalitimin
korunmasina katkida bulunur.
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Hiicre Boliinmesinin Genel Ilkeleri

- Hicre boliinmesi hem mekansal hem zamansal olarak kontrol edilir ve
boylece bolme kapanmadan 6nce her bir yavru hiicre, genomun bir kopyasini
almis olur.

- Bu kisimda septum (b6lme) olusumunun nasil diizenlendigi ve boliinme
bolgesini belirleyerek tiim silireci yoneten temel proteinler ele alinacaktir.

- Bakterilerde gorev yapan bu proteinlerin genel olarak hiicre boliinme
mekanizmasini nasil koordine ettigi aciklanacaktir.
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Divizom ve Fts Proteinlerinin Rolu

- Bakterilerde hiicre boliinmesinde gorev alan temel proteinler Fts
proteinleridir ve bunlardan FtsZ, ikili boliinmede kritik bir rol tistlenir.

- FtsZ, okaryotlarda 6nemli bir boliinme proteini olan tiibiiline benzer ve
neredeyse tiim Archaea’larda bulunurken, diger Fts proteinleri yalnizca
Bakterilerde bulunur.

- K. coli ve Bacillus subtilis, hiicre boliinmesi arastirmalarinda model
organizmalar olarak kullanilmigtir.
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FtsZ Halkasmln 1 b A e £
; ' - ™ Outer membrane i 2
+ZIPA Ftsl J " Peptidoglycan g7
v : X
Ol' IS' I I l l | I U = ’*-g ™\ Cytoplasmic = &
. o
/\ ATP membrane g
. . . .. . GTP GDP + ADP
- - Fts proteinleri hiicre icinde bir araya gelerek FisZ P, P,
.o . v e ring
“divizom” ad1 verilen boliinme aygitini -

L ! Divisome FtsZ ring

olusturur. / compIeX/
- Cubuk seklindeki hiicrelerde divizom olugumu, ©©°Pame mema _ —
FtsZ molekillerinin hiicrenin tam ortasinda y —
halka seklinde toplanmasiyla baslar.
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- E. coli’de yaklasik 10.000 FtsZ molekilia
polimerize olarak bu halkayi olusturur ve
olugan halka, FtsA ve ZipA gibi diger divizom @
proteinlerini kendine ceker.
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T. den Blaauwen & Nanne Nanninga, Unw. of Amsterdam
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FtsA ve ZipA’nin
Gorevler:

- ZapA, FtsZ halkasin sitoplazmik zara baglayan
ve onu stabilize eden bir capa gorevi goriir.

- Aktine benzeyen FtsA, hem FtsZ ve diger
divizom proteinlerini bélgeye toplar hem de
halkanin zara baglanmasina katkida bulunur.

- Divizom, hiicre béliinme dongiisiiniin yaklasik
dortte tclik kismi1 tamamlandiginda olusur;
ancak bu sirada hiicre uzamaya basglamigs ve
DNA eslenmesi coktan gerceklesmistir.
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(VLA (Y @ (YR [ @ D
: - ™~ Outer membrane
_ ZIpA Fisl, J "~ Peptidoglycan
U A R s Cytoplasmic
: membrane
ATP
GTP GDP+ ADP
FtsZ P, P;
ring
g . : Divisome FtsZ ring
i ' complex
S /
Nt I
Cytoplasmic membrane ~ ~~< ,’ / /
o - ) o 2 Al | W ‘7&
e S
@

T. den Blaauwen & Nanne Nanninga, Unw. of Amsterdam
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Peptidoglikan Sentezinde
Gorevli Ftsl

- Divizom, peptidoglikan sentezi icin gerekli Fts
proteinlerini de icerir ve bunlardan biri

FtsI'dir.

- Ftsl, hiicrede bulunan birkac penisilin
baglayan proteinden biridir; bu proteinlerin
aktiviteleri penisilin tarafindan engellenir.

- Divizom, hiicrenin ortasinda yeni zar ve hiicre
duvari materyallerinin sentezini yoneterek
bolmenin olugsmasini saglar.
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—~ Quter membrane
e Peptidoglycan

g ~~ Cytoplasmic

membrane

T. den Blaauwen & Nanne Nanninga, Unw. of Amsterdam
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Bolme Olusumu ve Hiicre Boliinmesi

- Hicre uzayip orijjinal uzunlugunun iki katina ulastiginda, merkezde olusan
bolme hiicreyi iki yavru hiicreye ayirir.

- Bu stlirecte yeni hiicre duvari ve zar materyalleri diizenli bir sekilde icer1
dogru buylr ve boliinme tamamlanar.
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Min Proteinleri ve FtsZ Halkasinin

Konumlandirilmasi

- DNA, FtsZ halkas1 olusmadan 6nce eslenir; ¢iinki
halkay1 olugsturan boélge, i1ki niikleoid arasindaki
bosluktur.

- Nikleoidler ayrilmadan 6nce bu bolgeyi kapladigi
1cin FtsZ halkasinin burada olusmasini engeller; bu
olaya niikleoid engellenmesi denir.

- MinC, MinD ve MinE proteinleri, FtsZ’nin hiicre
merkezine yonlendirilmesini saglayarak boliinme
bolgesinin dogru belirlenmesine yardimeci olur.
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Minutes

0

80

. - MinCD
% ——— Cellwall

<ﬁg§f§ = :’ ———— Cytoplasmic

/\ membrane

e~ s Nucleoid

' \\MInE
AN R
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m _""-~-< Divisome
) complex

o J - FtsZ ring
' Septum

Nucleoid

Gy
o
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
o
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektas TEPE




Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
[©)
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Min Proteinlerinin Mekanizmasi

_— MiInCD

gmm - MinD, sitoplazmik zarin i¢ yiizeyinde spiral bir yap1 "™ — S
O olusturur ve MinC’yi bu bolgeye yonlendirir; bu ikili \\ membrane
[ FtsZ halkasinin olusumunu engeller. e

==
E - MinD spirali hiicren boyunca kutuplar arasinda gidip 2
e gelir ve bu hareket, bolinmeyi inhibe eden MinC’nin
E\ konumunu belirler.
D - Ayn1 anda MinE de kutuplar arasinda salinarak 40
- MinC ve MinD’y1 uzaklastirir; boylece bu proteinlerin
on en diisiik yogunlukta oldugu hiicre merkezi, FtsZ - th.--- e
N halkasinin olusmasi icin en uygun bolge haline gelir. M @ @@"‘““"“ i g

~\;v-_‘-—___‘----—‘
BN —— FsZring

Septum

Nucleoid
80
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Kromozomlarin Ayrilmasi ve FtsZ

Dinamigi
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____— MInCD

o— - Hiicre uzamaya devam ederken ve bélme olusumu g y 'Ej_‘_ .
O baslarken, iki kromozom kopyasi1 da yavas yavas I . memorane
g ayrilarak her bir yavru hiicreye dogru ¢ekilir. e
E - FtsK ve diger bazi Fts proteinleri, kromozomlarin 20
dogru sekilde ayrilmasina yardimeci olur.

S,
.= - Hiicre blizilmeye basladiginda FtsZ halkasi
D depolimerize olur ve bu depolimerizasyon, bolmenin 40
— 1ce dogru biiyiimesini tetikler. '
(aa & p—

60 mm{._n_“ ) complex
A ~ ‘\“f j“"“--— FtsZ ring
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—~ Quter membrane
e Peptidoglycan

FtsZ'nin Enery
Kullanimi

- FtsZ, halka polimerizasyonu ve
depolimerizasyonu icin gerekli enerjiyi, GTP’y1
hidroliz ederek saglar.
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| ~~ Cytoplasmic

membrane

- GTP hidrolizi, FtsZ halkasinin dinamik

yapisinin siirdiiriilmesinde temel bir enerji
kaynagidir.
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T1ibbi Onemi: |
Hiicre Bolinmesini Hedefleyen Ilaclar
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- Bakteriyel hiicre boliinmesinin ayrintili olarak anlasilmasi, patojen
bakterilere karsi yeni ilaclarin gelistirilmesine katki saglayabilir.

- Penisilin gibi hiicre duvari sentezini hedef alan ilaclara benzer sekilde, Fts
proteinleri veya diger boliinme proteinlerini hedefleyen ilaclar genis klinik
uygulamalara sahip olabilir.

- Bu nedenle hiicre boliinmesinin molekiiler diizeyde anlasilmasi, tibbi acidan
yiksek 6neme sahiptir.
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Hicre Morfolojisi ve Sitoplazma
Iskeleti

- Bakterilerde belirli proteinler, hiicre boliinmesini yonettigi gibi sitoplazma
1skeletini olusturarak hiicre seklinin belirlenmesini saglar.
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- Sitoplazma iskeleti, bakterilerin kiiresel, spiral, hilal bicimli gibi tipik
morfolojilere sahip olmasina izin veren bir yapi1 gérevindedir.

- Bu sekil belirleyici proteinler, 6karyot hiicrelerdeki temel hiicre iskeleti
proteinleriyle dikkate deger bir benzerlik gosterir.

- Bakteriler de tipki 6karyotlar gibi dinamik ve c¢ok islevli bir hiicre iskeleti
yapisina sahiptir.
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MreB: Bakterilerde Sekil P, \)zs:;::;m.c

membrane

Belirleyici1 Ana Protein t Lt e

,"‘ — FtsZ

- Bakterilerde hiicre seklinin belirlenmesinde en @
onemli faktor MreB adl1 proteindir.

- MreB, baz1 Archaea tirlerinde de bulunan basit bir
hiicre iskeleti olusturur.

- Bu protein, hiicre zarinin hemen altinda yama
benzeri filamentler halinde dizilir.

store

Alex Form

- MreB, hiicre duvari sentezinde gorev alan diger
proteinleri belirli bir desende organize ederek seklin
olusmasini saglar.
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MreB’1in Yoklugunda TP oo
oo )  ® ° ° t | —— Cytoplasmic
Hiucre Sekli Degisimi | 2

z membrane
Iy — MreB
- Cubuk bicimli bakterilerde mreB geninin inaktive @
edilmesi, hiicrelerin kiiresel forma doniismesine
neden olur.
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- Dogal olarak kok bicimli olan bircok bakteri, mreB
genine sahip degildir ve bu protein lretilemez.

- Bu bulgu, bakterilerde varsayilan morfolojinin
evrensel oldugunu distiindirmektedir.

- Evrensel olmayan bakterilerde MreB filamentlerinin
dizenindeki farkliliklar, cesitli morfolojik tiplerin
ortaya cikmasini saglar.
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| ¢ \ Cell wall
i | = Cytoplasmic
o
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MreB Filamentlerinin Tr AT,
Dinamik Yapisi ve Islevi ' « ©

z membrane
@ — MreB

- MreB filamentler1 statik degildir; biiyliyen bir @
hiicrenin sitoplazmasinda bir yandan diger yana
hareket eder (Figiir a).

- Bu filamentler, temas ettikler1 membran
bolgelerinde peptidoglikan sentezinin
gerceklesmesini saglar.

- Boylece yeni1 hiicre duvari, FtsZ bolgesinden tek bir
noktadan degil, hiicrenin bir¢cok noktasindan
eszamanli olarak olusturulur.
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- MreB, hiicre silindirine dik hareket ederek uzama
boyunca duvar sentezinin dagiliml gsekilde
gerceklesmesine olanak tanir.
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membrane

Uzama Mekanizmasi t L1 4w
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Cubuk Seklindeki Hicrelerde AR Y )—Eil'oﬁ.i"sm.c
1

,"‘ — FtsZ

- MreB sayesinde cubuk bicimli hiicreler, yalnizca @
uzun eksen boyunca kontrollii bir sekilde uzar.

- Bu uzama, hiicre duvar: sentezinin belirli araliklarla
hiicre boyunca dagilmasiyla gerceklesir.

- Tek bir merkezden biiylime yerine cok noktali bir
sentez mekanizmasi etkin hale gelir.

- Bu stirec, cubuk seklin korunmasi icin temel bir
biyolojik diizenlemedir.
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. . . .e . \ Cell wall igg
Crescentin: Kavisli Hiicrelerin ANt el
. . . . . l | i 3 membrane 5?533
Sekil Belirleyicisi L
N ] —— FtsZ L

- Vibrio bicimli Caulobacter tiiriinde MreB’ye ek @
olarak crescentin adi verilen bir sekil belirleyici
protein bulunur.

- Crescentin yaklasik 10 nm genigliginde filamentler
olusturur ve hiicrenin i¢ ylizeyinde konkav tarafa
yerlesir.

- Bu filamentlerin diizeni, Caulobacter hiicrelerine
karakteristik kavisli morfolojiyl kazandirir (Figir c).

- Crescentin’in varligi, hiicrede goriilen egimli yapinin
temel belirleyicisidir.
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Caulobacter'in Yasam Dongiisu ve
Crescentin’in Rolu

- Caulobacter, suda yasayan ve karmasik bir yasam dongiisiine sahip bir
bakteri tiiridiir.
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- Hareketli “swarmers” hiicreleri zamanla ylizeye tutunarak sap olusturan
hiicrelere dontistr.

- Sapli hiicreler boliinerek yeni swarmer hiicreleri olusturur ve bu hiicreler
yenl yasam alanlarina yayilir.

- Bu yasam dongilisiiniin genetik diizeyde siki bir sekilde kontrol edilmesi
nedeniyle Caulobacter, hiicresel farklilagsmanin incelenmesinde model bir
sistemdir.
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Crescentin ve Diger Kavis Olusturan
Proteinler

- Crescentin sadece Caulobacter’de bulunur, ancak benzer proteinler
Helicobacter pylori gibl baska kavisli bakterilerde de kesfedilmistir.
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- Bu benzerlik, crescentin benzeri proteinlerin kavisli hiicre morfolojisinin
olusmasi i¢in gerekli olabilecegini diistindirmektedir.

- Bu gozlem, egrilik olusturan mekanizmalarin evrimsel olarak korunmus
olabilecegine isaret eder.

- Kavisli bakterilerde morfolojik diizenlemenin temelinde bu proteinlerin yer
aldig1 kabul edilmektedir.
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Bakteriler ve Okaryotlarda Hiicre
Sekli/Evrimi

- Bakterilerdeki MreB, yapisal olarak helikal olmasa da islev bakimindan
okaryotlardaki aktin proteinine benzer.
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- FtsZ proteini, hem yap1 hem islev bakimindan okaryotik tiibiilin proteinine
yakin bir 6zellik gosterir.

- Crescentin ise okaryotlardaki keratin proteinleriyle iligkilidir ve ara
filamentlere benzerlik tagir.

- Bu durum, hiicre béliinmesi ve hiicre iskeletini yoneten bircok proteinin
evrimsel kokenlerinin bakterilere dayandigini diisiindiirmektedir.
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Archaea ve Evrimsel Genetik
Perspektif

- FtsZ disindaki sekil belirleyici proteinlerin coguna ait genler, Archaea’nin
biiytik béliimiinde bulunmamaktadir.
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- Bu farklhlik, prokaryotik alanlar arasinda hiicre iskeleti sistemlerin
evrimsel olarak ayristigini gostermektedir.

- Bakteriyel hiicre iskeleti elemanlari ile 6karyotik karsiliklar: arasinda
anlamli bir evrimsel bag mevcuttur.

- Bu bag, hiicre iskeletinin kékenine yonelik 6nemli ipuclar: sunmaktadair.
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° ) ° ° ° ljc%a:
Bakterilerde Mortolojik Cesitlilik ve
Alphaproteobacteria

§

—I - Bakteriyel dﬁnyada .b.iiyl'ik b.ir morfolojik cesitlilik

O bulunur ve bu cesitlilik ozellikle X s ¢

g Alphaproteobacteria tiirlerinde belirgindir. % 5 &

@ e c.:-?':';s § & (0®

(o= - Alphaproteobacteria, morfolojik gesitlilige ek olarak %, Y ':5 g‘ §"~§ . o

e metabolik acidan da son derece cesitlidir. %’% % § ‘;g% 4 dof(""& g

> %‘g’ ?‘; $ &5 &5) I:‘PQ - , jrsc :

.= - Bu grup, toprak ve su ortamlarindan bitki ve % ¥ ‘:‘:;heco”“dobu

D hayvanlarla kurulan simbiyotik iligkilere kadar Ancalomicrobium adenturn

— genis ekolojik alanlarda yasam stiirer. Alphaproteobacteria

0 - Farkli habitatlara uyum saglayabilmeleri f 5-,%_ %oséd g
A morfolojik esneklikleriyle iligkilidir. f g %, z
& p 3
¢ ;
= (WD Lateral elongation -
y &

@ @ Polar elongation
) Budding
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Polar Uzama ve Tomurcuklanma
(Budding) Mekanizmalar: d
g
TN - Baz1 Alphaproteobacteria tiirleri, peptidoglikani
2 hiicrenin kutuplarinda sentezleyerek biiytir (polar ) 5 Y
o elongation). % £ &
> :%'16 g ‘ & S
o0 - Bazilar: ise tomurcuklanma (budding) olarak %, T 3 < §"~§ . o
e bilinen siirecle yeni hiicreler olusturur. %’% % § ‘;g% 4 560,30*:“"’& g
= % L s &S o ™ |
.= - Tomurcuklanma, hiicre icinde farkli bolgelere K j f;heco“‘"dob
D yerlesmis peptidoglikan sentez bolgeleriyle 1ligkili Ancalomicrobium adenturn
— olarak cesitli morfolojiler tiretir. Alphaproteobacteria
o - Ancak tomurcuklanan hiicrelerde peptidoglikan f 5-,%_ %oséd g
A sentez sisteminin tam konumlanma mekanizmasi $ g %, a
AT A o e . &g’ -{.: E
hala bilinmemektedir. '»:5? 2 <
%D:v (D Lateral elongation @
y Al

@ ® Polar elongation
_) Budding
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[ N ] [} [ . [ [ [ ] L;%S
Mortfoloj1 ve Filogenetik Iliskinin
s ° o W © o ‘%
Gluivenilmezligl )
§
T - Yandaki figlir, morfolojinin filogenetik konumu
O ongormek icin giivenilir bir kriter olmadigini acikca ) 5 Y
o gostermektedir. g &
= 3 § K
o . . ) ) 3 50 & £
o0 - Bir bakterinin sekline bakarak onun evrimsel %, S 8% & Rt
&S akrabalik iligkileri kesin olarak belirlenemez. % 0% 5§ & dof(""& )
s % 3 § § & o e
= - Ayni morfoloji farkli evrimsel cizgilerde bagimsiz K j ﬁgheco““dob
D olarak ortaya cikabilir. Ancalomicrobium adentum
Alphaproteobacteria
E - Bu prensip, mikrobiyal cesitliligi anlamada . . -
morfolojinin tek basina yeterli olmadigini vurgular. § 8 T =
é{? % ﬁdw =
& %y <
A Q?é? ﬁ: %
S aa)
’ 1 :
%5 (D Lateral elongation @
A

p @ ® Polar elongation
) Budding
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Buyuyen Hiucrelerde Peptidoglikan
Sorunu

- Bakter1 hiicreleri biiytirken, yeni peptidoglikanin
eklenebilmesi icin mevcut peptidoglikanin gecici
olarak kesilmesi gerekir.
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- Koklarda yeni hiicre duvari, FtsZ halkasindan 1ki
yone dogru ilerleyerek biiyiir.

Growth zone

- Cubuk bicimli hiicrelerde ise yeni duvar, hiicre
boyunca birden fazla noktada olusur.

- Her morfolojide biiyiiyen bir hiicre, yeni
peptidoglikani sentezleyip bunu sitoplazmik
membranin digsina tasimak zorundadair.
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Yeni Peptidoglikanin Eklenmesi:
Genel Ilke
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— Hydrophobic portion ————

- - Peptidoglikan, kaucuk benzeri ince bir tabaka gibi
gerilime dayanikli bir yap1 olarak diisiiniilebilir. —
- Biiylime sirasinda eski peptidoglikanin kontrolli D:E_ o
bicimde kesilmesi ve ayn1 anda yeni onciillerin 4
eklenmesi gerekir. b
Peptidoglycan {G _?,1 _(lj,

- Bactoprenol adi verilen lipid tasiyici, peptidoglikan precursor
onctullerinin eklenmesinde temel rol oynar.
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- Bactoprenol, bagli oldugu NAG/NAM/pentapeptit
onciilini hidrofobik hale getirerek membrani gegmesini
saglar.
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Bactoprenol ve Transglikozilazlarin

Rolu

- Hicre disina cikan bactoprenol kompleksi, transglikozilaz enzimiyle
etkileserek onciilleri hiicre duvarindaki biiylime noktasina yerlestirir.

- Transglikozilazlar ayni zamanda glikozidik baglarin olusmasini katalizler.

Peptidoglycan Transglycosylase Growing point
activity \ of cell wall
G—M—G—M— G M—G<M— G

|_| ‘—| A_‘ ,l\ ’," 7

G—M—G—M—G— MG - —M—@ i
—M_G
Cytoplasmic \ \ Autolysin
\ activi
s - S | Y,

membrane

@

e

G D-?Ia
|
M—L-Ala—D-Glu—DAP—p-Ala  DAP —D-GIU—L-Ala—hll‘
|
D-Ala G

| l Transpeptidation
G

i
Ild L-Ala— D-Glu—DAP—p-Ala— DAP —D-Glu—L-, Ala—M
| .
p-Ala G

®)
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Bactoprenol ve Transglikozilazlarin i
~ B
S g
Rolu
o
5
2
-—= - Bu islemden 6nce, mevcut peptidoglikanda kiiciik bosluklar olusturan
Q otolizin enzimleri gorev yapar.
(o=
= - Otolizinler, NAG ve NAM arasindaki baglari hidrolize ederek yeni
B . . -
o0 malzemenin eklenebilecegi araliklar: olusturur.
m Peptidoglycan Transglycosylase Growing point
> activity of cell wall
 — G—MH—e—n‘n_‘—e—MH— 7‘\!lﬁ*—§.""‘."'l‘|.ﬁx_ M6
< 0© f 7 lj e
‘=3 —G—NM—G—M—G—M—G < | —M-G -
——06—
Cytoplasmic \ Autolysin
@ ve=m membrane activity | A
m ut. ".‘,_. g o L PR S Gl‘n o-?\la | -
| PUE it sites g s i @A —DGuU—DAP—o Al [DAR—0-Gli—LAR— 4 E
D-Ala G %
A l Transpeptidation %
| &
(li =
M—-Ala—D-Glu—DAP—p-Ala— DAP —D-Glu—L~, Ala—M E
~ ——— Bactoprenol | D—Ala G Q%
@ )
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Yeni1 ve Eski Peptidoglikanin
Birlesimi
§
: - Otolizinlerin actig1 bogluklara yeni Pep“d°9'y\°a“ Z:i;sig'ywsy'ase Cowing poirt
peptidoglikan eklenir. O—M—G—M—G—M *\M\— G- H1—6—M—G
- Gram pozitif bakterilerde, yeni ve eski __G.;_I_.|M__\GS_I_»|M;_ GG 2 a .f—|—|\|n‘— P
peptidoglikanin birlestigi bolgede hiicre = F53 £¥3 58 D TR \
yuzeyinde bir duvar bandi goriliir. Cytoplasmic Autolysin
membrane activity

- Peptidoglikan sentezi ¢ok siki sekilde
koordine edilmelidir; onciillerin otolizin
aktivitesi sirasinda hazir bulunmasi gerekir.
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- Aksi halde, ek yerinde olusacak bir aciklik
peptidoglikan dokusunda zayiflamaya ve
hiicrenin kendiliginden parcalanmasina
(otolizis) yol acabilir.

Pentapeptide —
entapepti e_~|iﬂ"_' o—
P—

Bactoprenol
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Transpeptidasyonun Onemi
2
- - Peptidoglikan sentezinin son basamagi, komsu | \
glikan zincirlerindeki muramik asit G o-nla —"
kalintilarinin peptid baglariyla capraz ,L_L_ Ala—D-GIu—DAP—D-ﬁl\Ia S 0-Glu—1-Ala—
baglanmasidir. | |
D-Ala G
- Gram negatif bakterilerde, capraz bag DAP ile I l Transpeptidation
D-alanin arasinda kurulur. G

| I
~ e oo o oq o . . . - e . A | P —L-Ala—M
- Onculin ucundaki iki D-alanin’den biri “i" L-Ala—Db-Glu—DAP—np-Ala DGTP p-Glu—L-Ala |

transpeptidasyon sirasinda uzaklastirilir. p-Ala G
(b)
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- Bu reaksiyon ekzergoniktir ve
transpeptidasyonu ileriye tasiyacak enerjiyl
saglar.
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Transpeptidazlar ve Ftsl Proteini

- E. coli’de Ftsl proteini bir transpeptidaz olarak gorev yapar.

- Transpeptidasyon, hiicre duvari biitiinliigiiniin korunmasinda zorunlu bir
basamaktir.

- Bu basamak bozuldugunda glikan zincirleri yeterince giiclenemez.

- Otolizinler calismaya devam ettigi icin duvar zayiflar ve hiicre
parcalanabilir.
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Penisilinin Etki Noktasi

- Penisilin, transpeptidasyonu gerceklestiren penisilin baglayici proteinlere
baglanarak bu proteinleri inaktive eder.

- FtsI dahil bircok penisilin baglayici protein bakterilerde tanimlanmistir.

- Transpeptidasyon durdugunda, otolizinlerin devam eden aktivitesi
peptidoglikani zayiflatir ve hiicre patlar.

- Insanlarda peptidoglikan bulunmadigindan, penisilin yalnizea biiyiiyen
bakterileri hedef alir ve bu secicilik klinik etkinligin temelidir.
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Bakteriyel Gelisim ve Farklilasmaya
Giris
- Bakterilerin bazi tiirleri, tek hiicreli olmalarina ragmen belirli kosullarda

ozel hiicre tiplerine farklilagabilir.
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- Bu farklilasma siirecleri, genetik olarak ayni iki hiicrede farkli islevlerin
ortaya cikmasiyla sonuclanir.

- Bacillus, Caulobacter ve Anabaena bu gelisim slireclerinin klasik 6rneklerini
olusturur.

- Ayrica bazi bakteriler, siispansiyon halinden c¢ikip ¢ok hiicrell biyofilmler
olusturma kapasitesine sahiptir.
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KEndospor Olusumunun Genel
Ozellikleri

- Elverissiz kosullarda bazi bakteriler vejetatif hiicrelerden spor olusturarak
hayatta kalir.
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- Bacillus turlerinde spor, hiicre icinde gelisen bir endospor seklinde ortaya
cikar.

- Spor olugmadan 6nce hiicre asimetrik boliiniir ve kiiciik hiicre endosporun
temelini olusturur.

- Gelisim tamamlandiginda ana hiicre parcalanir ve olgun endospor serbest
kalir.
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Sporulasyonun Baslatilmasi

- Bacillus subtilis’te spor olusumu aclik, kuraklik ve biiylimeyi engelleyen
sicakliklar gibi olumsuz kosullarla tetiklenir.
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- Hiicre cevresel kogullar: bes adet sensor kinaz araciligiyla izler.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell density ~ “Spo0A
e starvation - ~
SpollAB o . .
SpollE a Signal from Signal from
po endospore mother cell
: { activates oF; triggers
¢ early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-nK in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates o¥.
SpolIE. o' is inactive
ieseotives Active when bound Developing .
SpollAA SpollAA to SpollAB. endospore o
- =
? ennp )
N un
<
<J >~ SpolIAB X
po 5 5}
M
SpollAA F- —
; o is
EIH?ISAB released. A
po : o
o
Mother Q;_:
2 cell
@ (b)
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Sporulasyonun Baslatilmasi

- Bu kinazlar, i1ki bilesenli sistemlere benzeyen fakat daha karmasik bir fosfo-
1letim mekanizmasi yuritir.
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- Bu slire¢ sonunda SpoOA proteininin fosforilasyonu artar ve sporulasyon
baslamis olur.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell density ~ “Spo0A
e starvation - ~
SpollAB o . .
SpollE a Signal from Signal from
po endospore mother cell
: { activates oF; triggers
¢ early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-nK in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates o¥.
SpolIE. o' is inactive
ieseotives Active when bound Developing .
SpollAA SpollAA to SpollAB. endospore o
- =
? ennp )
N un
<
<J >~ SpolIAB X
po 5 5}
M
SpollAA F- —
; o is
EIH?ISAB released. A
po : o
o
Mother Q;_:
2 cell
@ (b)
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Sporulasyon Faktorlerinin Roli

- Yiiksek fosforilasyon diizeyine ulasan SpoOA, sporulasyonla iligkili bircok
genin ifadesini diizenler.
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- Bu genlerden biri olan SpollE, SpolIAA tiizerindeki fosfati uzaklastirarak
anti-sigma faktori SpollIAB'nin etkisini ortadan kaldirir.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

* cell density SpoOA
e starvation - -
SpollAB o . .
1S llE a Signal from Signal from
po _ endospore mother cell
: ’ activates oF; triggers
early synthesis of 6©
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-o¥ in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates oX.
SpolIE. o' is inactive
Inactlve AC'IIVG when bound Deve|0ping o
SpollAA SpollAA to SpollAB. endospore o
- =
? PR RN S <
] ur
<
Q’/ >~ SpollAB § 4 X
po 5 5}
. as)
SpollAA F « o
g ?ellesased A
SpollAB. ; s
o
Mother &"
2 cell
@ (b)
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Sporulasyon Faktorlerinin Roli

- Boylece sigma faktori oF serbestlesir ve sporulasyonun ilerlemesi icin
gerekli genlerin transkripsiyonunu baslatir.
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- oF’in aktive olmasi, gelisimin bir sonraki asamalarinin gerceklesmesi icin
kritik bir adimdir.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell density ~ “Spo0A
e starvation - ~
SpollAB o . .
SpollE a Signal from Signal from
po endospore mother cell
: { activates oF; triggers
¢ early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-nK in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates o¥.
SpolIE. o' is inactive
ieseotives Active when bound Developing .
SpollAA SpollAA to SpollAB. endospore o
- =
? ennp )
N un
<
<J >~ SpolIAB X
po 5 5}
M
SpollAA F- —
; o is
EIH?ISAB released. A
po : o
o
Mother Q;_:
2 cell
@ (b)
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Alternatif Sigma Faktorlerinin
Koordinasyonu

- Sporulasyona giren bir Bacillus hiicresi, gelisimi dort farkli sigma faktori
1le kontrol eder.

- oF ve oG gelismekte olan endosporun icinde (forespore), oE ve oK ise ana
hiicrede gorev yapar (Figtir b).

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell density ~ “Spo0A
e starvation - ~
SpollAB 3
SpollE D 3 a 4 Signal from Signal from
e PO _ endospore mother cell
1 ’ activates oF; triggers
) early synthesis of 6©
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-o¥ in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates oX.
) SpolIE. < o' is inactive
Inactive Active the 4 ?IC’AUB”d Developing
SpolIAA SpollAA to SpollAB. endospore
d eunnmp
Q/ :
o) sooins
-
SpollAA = &
binds
SpolIAB. released.
Mother
2 cell
@ (b)
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Alternatif Sigma Faktorlerinin
Koordinasyonu

Sporulasyon sinyali, forespore icinde zaten bulunan fakat inaktif olan ocF’in
aktive olmasini saglar (Figir a).

- Aktif oF, bir sonraki sigma faktori olan 0G’y1 kodlayan genlerin ifadesini
baslatir ve ana hiicrede oE’nin aktivasyonuna katkida bulunur.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell densny SpoOA
e starvation_ -
SpollAB 3
1S llE 3 a 4 Signal from Signal from
po _ endospore mother cell
g activates oF; triggers
early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-o¥ in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates oX.
SpollE. o' is inactive
Inactlve Actlve then ?IC;UBnd Developing
SpollAA SpollIAA t0:3poliAL: endospore
d eunnmp
Q/ :
o) spoms
-
SpollAA — S
binds
SpolIAB. released.
Mother
2 cell
@ (b)
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Gec Evre Sporulasyon ve
Endosporun Olgunlasmasi

- Aktive olan oK, ana hiicrede daha ileri asamada gorev alacak olan oK'y1
kodlayan genlerin transkripsiyonunu baslatir.

- 0G (forespore) ve oK (ana hiicre) birlikte gec evre sporulasyon genlerini ifade
eder.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell densny SpoOA
e starvation_ -
SpollAB 3
1S llE 3 a 4 Signal from Signal from
po _ endospore mother cell
g activates oF; triggers
early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-o¥ in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates oX.
SpollE. o' is inactive
Inactlve Actlve then ?IC;UBnd Developing
SpollAA SpollIAA t0:3poliAL: endospore
d eunnmp
Q/ :
o) spoms
-
SpollAA — S
binds
SpolIAB. released.
Mother
2 cell
@ (b)
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Gec Evre Sporulasyon ve
Endosporun Olgunlasmasi

- Bu stirecte endosporun kendine 6zgii katmanlari ve yapilar: olusur.

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
[©)
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

—
=
(=
o
o0
(1]
—
[
s
ra)
A

- Gelisim tamamlandiginda olgun endospor serbest birakilir.

External signals for sporulation
* desiccation~ _

e cell density ~ “Spo0A
e starvation - ~
SpollAB o . .
SpollE a Signal from Signal from
e PO _ endospore mother cell
: 1 ’ activates oF; triggers
} early synthesis of ¢
endospore in endospore Signal from
Phosphate genes are and pro-o¥ in endospore
removed by —— - transcribed. mother cell. activates oX.
) SpolIE. < o' is inactive
Inactive Active when bound Deve|0ping o
SpollAA SpollAA to SpollAB. endospore o
- =
? PR RN S <
] ur
<
Q’/ >~ SpollAB § 4 X
po 5 5}
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SpollAA F « o
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Sporulasyonda Besin Kisitinin Rolu

- Bacillus tirlerinde besin kitlig1 spor olusumunun temel tetikleyicisidir.

- Sporulasyona baslayan hiicreler, heniiz SpoOA aktive olmamis komsu
Bacillus hiicrelerini parcalamak tizere toksik bir protein salgilar.

- Ayni1 hiicreler, komsu hiicrelerin sporulasyona girmesini geciktiren ikinci bir
protein daha tretir.

- Sporulasyona baslamis hiicreler, kendi salgiladiklar: toksine karsi bir
antitoksin sentezleyerek kendilerini korur.
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Besin Saglama ve Topluluk
Dizeyinde Stratej

- Parcalanan komsu hiicreler, gelismekte olan endosporlar icin besin kaynagi
olarak kullanilir.
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- Ozellikle fosfat eksikligi, toksik proteini kodlayan genin transkripsiyonunu
artirir.

- Bu stirec, tiiriin tiim bireylerinin degil, bir kisminin hayatta kalmasini
hedefleyen bir "fedakarhk stratejisini" yansitir.

- Boylece yalnizca gelisim siirecine girmis hiicrelerin hayatta kalmasi ve spor
olusturabilmesi saglanir.
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Caulobacter'in Ayirt Edici Hi 1
aulobacter'in Ayir 1c1 Hiicrese
Farklilasmasi “F
2
T - Caulobacter, genetik olarak ayni fakat yapi ve iglev
O bakimindan farklilagsmis iki kardes hiicre olusturan ) 5 Y
o gram-negatif bir bakteridir. £ &
0 - Bu cins, basit bir yasam doéngiistine sahip olan ve %, %.'3& § g §"~§ ggd*’"@
e oligotrofik sucul ortamlarda yaygin bulunan %% % § ‘;g% 4 560,30*:“"’& g
E\ Alphaproteobacteria grubunda yer alir. % L4 & ﬁ" ?pgan‘? ooV o
] il
@ Togtheco
D - Yasam donguisiinde, serbest ytlizen (swarmer) P calomicrobium adentur
— hiicreler 1le flagellasi olmayan ve ytuizeylere sapcik Alphaproteobacteria
on 1le tutunan stalked hiicreler birbirinin yerine gecer. ¥ b, E
2 5 e
A - Swarmer hiicreler yalnizca yayilmay: saglarken, ggﬁ g %z, Zv;
stalked hiicreler boliinebilme yetenegine sahip olan G i‘a 3
tek hiicre tipidir. ’ ! A
% (D Lateral elongation .
Al

@ ® Polar elongation
_) Budding
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Swarmer ve Stalked Hucrelerin Rol
Dagilimi

- Swarmer hiicreler ne DNA replikasyonu Stalked cell
yapabilir ne de kendileri gibi yeni swarmer
hiicreler olusturabilir.
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Cell division

Swarmer
G1

- Stalked hiticreler bolinmeden sorumludur ve
yasam dongiisiinde cogalma gorevini listlenir.

- Swarmer hiicreler ylizme yetenegini kaybedip
stalked hiicreye farklilasmadan béliinemez.

Loss of
flagellum

- Stalked hiticrelerin ytlizebilen hiicre
olusturabilmesi i¢cin 6nce swarmer hiicreleri
uretmesi gerekir.

C. Femandez-Femandez

i
and J. Collier i
S
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Formation
of stalk

—

DNA replication
and formation S phase
of swarmer
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Caulobacter Hiicre Dongilistiniin
Temel Diizenleyiciler:
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- Hicre dongtist, ardisik dalgalanan

konsantrasyonlara sahip li¢ ana diizenleyici
protein tarafindan kontrol edilir.

- Bunlar 1ki transkripsiyonel diizenleyici olan

GerA ve CtrA 1le hem DNA replikasyonunu
baslatan hem de transkripsiyonel diizenleyici
olarak igslev goren DnaA proteinidir.

- Her diizenleyici yalnizca dongiiniin belirli bir

evresinde aktiftir ve o evre icin gerekli genlerin
kontroliinii saglar.

- Bu diizenleyicilerin ardigik aktivitesi,

Caulobacter hiicresinin yagsam dongiisiini
diizenli bir gekilde ilerletir.
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Cell division

Swarmer
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CtrA’'nin Swarmer Hucrelerdeki Rolu

- Yeni olusan swarmer hiicrelerde CtrA, dis

sinyallere yanit olarak fosforile edilerek aktif
hale gelir.

- CtrA-P, flagellum sentezi ve swarmer hiicrelere

ozgl diger islevlerden sorumlu genlerin
transkripsiyonunu baslatir.

- Ayni1 zamanda CtrA-P, GcrA sentezini baskilar

ve replikasyon orijinine baglanarak DNA
replikasyonunun baslamasini engeller.

- Bu baskilama, swarmer hiicrelerin yalnizca

yayllma amaclh kullanilmasini ve
boliinememesini saglar.
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Stalked cell

Cell division

Swarmer
G1

Loss of
flagellum
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Formation
of stalk

—

DNA replication
and formation S phase
of swarmer
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CtrA’nin Yikimi ve DnaA

Aktivitesinin Dogmasi

- - Hicre dongiusi 1lerledikce CtrA, belirli bir Stalked cell -
proteaz tarafindan parcalanir ve CtrA diizeyleri

Cell division

azalir.

Swarmer

e G
Loss of
flagellum

G1/S

- CtrA-P’nin ortadan kalkmasi, DnaA'nin
kromozomal replikasyon orijinine erismesine
olanak tanir.
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- DnaA orijini baglayarak DNA replikasyonunu
baslatir ve Caulobacter’de replikasyona yonelik
bircok bagska genin aktivasyonunu saglar.

D

C. Femandez-Femandez

ey
and J. Collier i
5 ,‘i ‘
S

- DnaA diizeylerinin proteaz tarafindan
distrilmesiyle donglide yeni bir diizenleyici
evreye gecilir.

Formation
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GerA'nin Etkinlik Dénemi ve
Hicredeki Yapisal Degisimler

- - DnaA seviyeleri azaldikca GerA dizeyi yikselir Stalked cell -
ve dongiinilin bir sonraki evresini kontrol etmeye

Cell division

baglar.

Swarmer

e G
Loss of
flagellum

G1/S

- GerA, kromozom replikasyonunun uzama
evresini ve hiicre boliinmesinin gerceklesmesini
destekler.
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- Ayrica immobile (yiizemeyen) kardes hiicrede
stalk yapisinin bliylimesini yonlendirir.

D

C. Femandez-Femandez

ey
and J. Collier i
5 ,‘i ‘
S

- GcerA dizeylerinin yeniden azalmasiyla CtrA
tekrar ortaya cikar ve ylizme yetenegine sahip
olacak kardes hiicrede etkinlegir.
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Caulobacter Hucre Dongisunin
Okaryotik Hiicre Dongiisu 1le Benzerligl

- Caulobacter’de hem dis uyaranlar hem de hiicre Stalked cell
1¢c1 metabolik ve besin diizeyleri hiicre
donglisiiniin koordinasyonunda rol oynar.

Cell division

Swarmer
e G1i

- Tlrin genomunun dizilenmis olmasi ve 1y1 R
calisan gen aktarim sistemleri, onu hiicresel / —
gelisim siireclerini incelemek i¢in bir model ﬁ A \ﬂageum

organizma haline getirmistir.

D

- Caulobacter’in diizenli ve agsamali hiicre dongtisii,
okaryotik hiicre dongiistindeki G, S ve G,
evrelerine benzer bir yapi sergiler.

C. Femandez-Femandez

st

i

R

and J. Collier A

G1/S
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- Bu benzerlik o kadar belirgindir ki 6karyotik
hiicre dongtisii terminolojisi Caulobacter
sistemini tanimlamak i¢cin uyarlanmaistir. DNA replication

and formation S phase
Bektas Tepe
gezimania_tr

Formation
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faaliyetlerin ylrttildiigii donemdir.

- G, evresi, M evresindeki mitotik olaylara

hazirligin gerceklestigi asamadir ve S evresi
DNA replikasyonunun yapildigi donemdir.

- Caulobacter’de mitoz bulunmamasina ragmen bu

Uc¢ evrenin karsiliklar: yasam dongtisiinde acik
bicimde gozlenir.

Bu durum, Caulobacter’i yiikksek
organizmalardaki hiicre boliinmesi stireclerini
anlamak i¢in gicli bir model haline getirir.

Bektas Tepe
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Eslesen Hiicre Dongtisu Evreler::
G, S ve G, Analoglar

. Okaryotlarda G, evresi biiyiime ve metabolik

Stalked cell

Cell division

Swarmer
G1

D

C. Femandez-Femandez

ey
and J. Collier i
5 ,‘i ‘
S

G1/S

Formation
of stalk

—

DNA replication
and formation S phase
of swarmer

Loss of
flagellum
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Anabaena’da Heterosist
Olusumunun Temel Sorunu

- Cyanobacteria hem oksijenik fotosentez yapar hem de nitrojeni N2’den NHs’e
indirger.
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- Ancak nitrojen fiksasyonu icin gerekli nitrojenaz enzimi oksijene karsi son
derece hassastir.

- Bu nedenle oksijen tiretimi ile nitrojen fiksasyonunun ayni hiicrede
eszamanli yuriutiilmesi biiytk bir ¢eligki yaratir.

- Filamentli cyanobacteria bu sorunu ¢ézmek icin heterosist adi verilen
ozellesmig hiicreler gelistirir.
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Heterosistlerin Rolii ve Anoksik
Yasam

- Heterosistler, oksijen tireten fotosistem II'yi tasimadiklari
1cin dogal olarak anoksik bir ortama sahiptir.
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- Bu anoksik kosullar nitrojenazin etkin ¢alismasini miimkiin
kilar.

- Heterosistler, oksijen lireten vejetatif hiicrelerden
farkhilasarak olusur ve filament boyunca diizenli bir 6riinti
olusturur.

- Bu diizenleme, iki uyumsuz metabolik slirecin ayrilmasini
ve yine de besin aligverigsinin siirmesini saglar.

=)
(=)
e
(= -]
(1" ]
—
(o
|
2
A

Alicia M. Muro-Pastor

(@) A filament of Anabaena

Prof. Dr. Bektags TEPE

O
Qo

Bektas Tepe
gezimania_tr



Heterosist Gelisimi Sirasindaki Ana
Degisimler

- Heterosist olusumu, dis ¢evreyi ve hiicre ici sinyalleri
algilayan diizenleyici aglar tarafindan kontrol edilen
morfolojik ve metabolik donlisimler gerektirir.
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- Bu doniigstimlere kalin bir hiicre duvarinin olugsmasi ve
oksijen girisinin engellenmesi dahildir.

- Ayrica fotosistem II'nin inaktivasyonu ve nitrojenazin
ekspresyonu gerceklesir.

- Heterosist orintisiiniin filament boyunca diizenlenmesi de
bu siirecte kritik bir adimdar.

Alicia M. Muro-Pastor
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(@) A filament of Anabaena

Prof. Dr. Bektags TEPE

O
N®

Bektas Tepe
gezimania_tr



Heterosistler ve Vejetatit Hiicreler
Arasindaki Besin Aligverisi

- Heterosistler ile yanlarindaki vejetatif hiicreler arasinda besin aligverisi
yapilir.
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- Vejetatif hiicreler, nitrojenazin N-'yi indirgemesi i¢cin gerekli elektron
vericisinl saglayan sabit karbonu heterosiste aktarir.
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« Fixed N flow
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Heterosistler ve Vejetatit Hiicreler
Arasindaki Besin Aligverisi

- Buna karsilik heterosist, tirettigi NHslin bir kismini vejetatif hiicrelere
Verir.
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- Bu karsilikl iligki, biiylimenin ve metabolik dengelerin korunmasina
yardimeci olur.

Y

« Fixed N flow

P PP
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Nitrojen Kithiginin Algilanmasi ve
Diizenleyici Baslangic
2
—I - Heterosist olusumunu baglatan temel sinyal, hlicrenin
O sabit azot (nitrat, amonyum vb.) bakimindan sinirh t [o-Ketoglutarate]
o hale gelmesidir.
i
o0 - Bu kogullarda, glutamat sentezi icin gerekli kabul
e molekiili olan a-ketoglutarat hiicrede birikir. NtcA activates
— hetR expression
.= - Artan a-ketoglutarat diizeyi evrensel diizenleyici
D NtcA’y1 aktive eder.
E - NtcA, heterosist gelisiminin ana diizenleyicisi olan HetR activates genes necessary
hetR geninin transkripsiyonunu baglatir. for heterocyst formation
A

(c) Triggering heterocyst formation
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HetR Diizenlemesi ve Nitrojenazin
Ekspresyonu s
2
—I - HetR, heterosist farklilagsmasi icin gerekli genleri
O aktive eden temel transkripsiyonel diizenleyicidir. t [o-Ketoglutarate]
o=
=D - Heterosist gelisiminde az miktarda oksijenin l
o0 uzaklastirilmasi i¢cin sitokrom c oksidazlarin tiretimi
e tegsvik edilir. NtcA activates
— hetR expression
.= - Ayrica nitrojenaz sentezi ve diizenlenmesinden
D sorumlu nif operonu ekspresyona girer.
E - Bu diizenlemeler heterosistin oksijensiz kosullarda HetR activates genes necessary
nitrojen fiksasyonuna tam olarak hazirlanmasini for heterocyst formation
A saglar.

(c) Triggering heterocyst formation
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Heterosist Oriintisiuniin Filament
Boyunca Kontroli

- Sadece belirli vejetatif hiicreler heterosiste dontiiglir ve bu oriinti siki bir
sekilde kontrol edilir.
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- Hicreler arasindaki baglantilar, besin akisinin yani sira diizenleyici
molekiillerin tasinmasini da mimkiin kilar.
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« Fixed N flow
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Heterosist Oriintistnin Filament
Boyunca Kontroli
§
T - Gelismekte olan heterosistlerden salinan PatS adli kiiciik peptit, filament
O boyunca yayilarak bir gradyan olusturur.
(o=
=D - Bu PatS gradyani, HetR'nin etkisini baskilayarak komsu vejetatif hiicrelerin
o0 heterosiste doniismesini engeller.
< .
p— < — Fixed N flow »
= \
: 02 2 02
/ = \ / \7
UUWUWW
A J\ = = Eats_ MJ\/ §
| [ Heterocyst | | ;:3
Vegetative cells Vegetative cells a
> Fixed C flow —< ;gj

(b) Heterocyst—vegetative cell interactions
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PatA'nin Rolu ve Diger Diizenleyicl
Etkilesimler

- PatA, PatS’nin baskilayici etkisini azaltarak HetR'nin aktivitesini
destekleyen ikinci bir diizenleyicidir.
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- Ayrica PatA’nin hiicre boliinmesinde de rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

- PatA ve PatS birlikte, heterosistlerin filament boyunca diizenli araliklarla
konumlanmasini saglar.

- Bu mekanizma, prokaryotik hiicrelerde cok hiicreli 6riintii olusturmanin
essiz bir 6rnegidir.
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Cok Hiicreli Oriintiileme ve Hiicreler
Arasi lletisimin Onemi

- Heterosist olusumu, vejetatif hiicrelerin kontrolli bir sekilde
farklilasmasiyla gerceklesen 6zel bir gelisim stirecidir.
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- Bu stlirecg, prokaryotlarda goriilen nadir ¢ok hiicreli oériintiileme
mekanizmalarindan birini temsil eder.

- Hiucreler arasi baglantilar yoluyla gerceklesen iletisim, hem besin aligverisi
hem de diizenleyici sinyallerin aktarimi icin kritiktir.

- Bu o6zellik, heterosistli Cyanobacteria’y1 gelisim biyolojisi acisindan ilging bir
model haline getirir.
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Bakteriyel Biyofilmlere Genel Bakis

- Biyofilmler, bakteri hiicrelerinin polisakkarit bir matriks icinde gomiulu
olarak bulundugu yapilar olup cevresel ve tibbi acidan biliytik 6nem tasir.

- Bu kisimda, biyofilm gelisimini kontrol eden molekiiler mekanizmalar ele
alinacaktir.

- Pseudomonas aeruginosa ve Vibrio cholerae gibi gram-negatif bakteriler
biyofilm olusumunun iyi ¢alisilmis modelleridir.
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8 g
° ° .o O;Di
Biyofilm Olusumunun Dort Temel ¥
= &
S8
Attachment Colonization  Development Active Dispersal s
S a l I l a Sl (adhesion of (intercellular (more growth and  (triggered by 5
a few motile communication, polysaccharide) environmental e
cellsto a growth, and factors such as =
suitable polysaccharide nutrient availability) =
. . . . lid surf formation)
¢ - Biyofilm olugsumu dért ana basamakta ilerleyen = o= |
gelisimsel bir slirectir: yapisma, kolonizasyon, e Water °Q° g
.. - 2 Cell channels 005
gelisim ve dagilma. < ;o

oy

- Hiucrelerin ytizeyle rastlantisal temasi, flagella, W
pilus ve ytlizey proteinleri araciligiyla kolaylagsan |, surface )
1lk yapismay baslatir. —o o |0-9%3-5%70 | saanthe

Polysaccharide
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- Yiizeye baglanma, hiicrede biyofilme 6zgl
genlerin ekspresyonunu tetikler ve matriks
olusumu icin gerekli polisakkaritlerin Giretimini
baslatir.

- Hicre flagellasim1 kaybederek hareketsiz hale
gelmesine karsin, yapi zamanla aktif bir dagilma
stireciyle hiicre salinimina da olanak tanir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Rodney M. Donlan and Emeraing Infectious Diseases
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Planktonikten Biyofilme Gecisi
Dizenleyen Sinyaller

- Planktonik bliylimeden biyofilm yasamina gecisi yonlendiren bircok cevresel
ve hiicresel sinyal bulunur.
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- Pek cok bakteride bu gecisi tetikleyen temel mekanizma, c-di-GMP adli
diizenleyici niikleotidin hiicre icinde birikmesidir.

- ¢-di-GMP, flagellar motor aktivitesini azaltan, ylizey yapismasini
diizenleyen ve matriks polisakkaritlerinin sentezini uyaran proteinlere

baglanarak etkisini gosterir.
=N // J
OH O CH, : : < f\)\NHQ
HoN \r t jHQC O\ 0 OH
J) // \

c-di-GMP

Bektas Tepe
gezimania_tr

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE




Pseudomonas aeruginosa ve Biyofilm
Olusumu

- Pseudomonas aeruginosa, belirli polisakkaritlerin
yer aldig1 ve antibiyotiklere niifuzu engelleyen
gliclii bir biyofilm tabakasi olusturur.
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- Bu bakteri, toprak kokenli bir firsatci patojen
olup kan, akciger, idrar yolu, kulak, deri ve diger
dokulari enfekte edebilir.

CDC/PHIL/Janice Haney Car

- Kistik fibrozis hastaligindaki baslica semptomlar,
akcigerlerde gelisen yogun P. aeruginosa
biyofilmlerinden kaynaklanir.
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- P. aeruginosa ayni zamanda 6nemli bir hastane
enfeksiyonu etkenidir.

2009. ALoS Pathogens 5(11): e1000668

Olga E. Petrova and Karin Sauer
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Biyofilmde Quorum Sensing’in Roli

- P. aeruginosa biyofilmlerinin gelisimi ve siirdiriilmesinde quorum sensing
mekanizmasi kritik bir rol oynar.

- AHL birikimi, popiilasyonun biiyidiigliinii komsu hiicrelere bildirerek
biyofilm icin gerekli bazi genlerin ekspresyonunu tetikler.

- Bu sinyaller, 6zellikle ekstraselliiler polisakkarit ve c-di-GMP sentezini
artiran genlerin etkinlesmesine katki sunar.
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c-di1-GMP ve P. aeruginosa’da Yapisal
Biyofilm Gelisimi

- Artan c-di-GMP diizeyleri, Pel gibi polisakkaritlerin sentezini baslatir ve bu
yapl hem hiicresel iskelet hem antibiyotik direnci saglar.
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- ¢c-di-GMP artis1 ayn1 zamanda flagellar hareketin azalmasina yol acar.

- Besince zengin kosullarda P. aeruginosa, milyonlarca hiicre iceren 0.1
mm’den yiksek mantar seklinde mikrokoloniler gelistirebilir.

- Biyofilmin nihai mimarisi, sinyal molekiillerine ek olarak besin diizeyi ve
akis kogullari tarafindan da sekillenir.
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Pseudomonas fluorescens’te c-di-
GMP’nin Farkl Etkileri

- P. fluorescens’te artan c-di-GMP diizeyleri de biyofilm olusumunu tegvik
eder.
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- Ancak bu tiirde ¢-di-GMP tarafindan kontrol edilen biyofilm mekanizmasi,
P. aeruginosa’dan tamamen farklidir.

- ¢-di-GMP diizeylerindeki degisim, ylizeye tutunmayi saglayan buytik LapA
proteininin salgilanmasini ve hiicre ylizeyine tasinmasini diizenler.
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LapA Diizenlenmesi ve Besin
Sinyalleri

- Diuigtik fosfat kosullarinda P. fluorescens diisiik c-di-GMP diizeylerini korur
ve LapA’nin dis zar ylizeyine tasinmasini engeller, boylece baslangictaki
tutunma stireci durur.
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- Fosfat azalmasi devam ederse, c-di-GMP’deki daha da belirgin diisis
LapA’'nin bir proteaz tarafindan kesilmesini tetikler.

- LapA’nin uzaklastirilmasi, ylizeye baglanmigs hiicrelerin serbest kalmasini
saglayarak onlarin yakindaki daha besinli habitatlar: aramasina imkan
verir.
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Vibrio cholerae’da Sinyal Sistemleri
ve Biyofilm Kontroli

- Vibrio cholerae hem hiicre i¢ci hem de hiicreler arasi sinyal mekanizmalarini
kullanarak biyofilm olusumunu diizenler.
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- ¢-di-GMP sinyallemesi biyofilm olusumunda gorevli genlerin ifadesini
artirirken, quorum sensing sistemi ters yonde calisir.

- Hicre yogunlugu arttikca quorum molekiilleri birikir ve biyofilm genlerinin
baskilanmasina yol acar.

- Bu durum, Pseudomonas aeruginosa’nin biyofilm davranisiyla zit bir 6rinti
sergiler.
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Hicre Yogunluguna Bagl Biyofilm
Davranislar:

- V. cholerae diisiik hiicre yogunluklarinda biyofilm olustururken yiiksek
yogunlukta bu stlirec¢ baskilanir.
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- Quorum sinyal molekiillerinin artisi, flagellum ve viriilans genlerinin
aktiflesmesine neden olur.

- Boylece bakteri, cevresel kosullara gore yasam stratejisini esnek bicimde
degistirir.

- Bu diizenleme, bakterinin farkli ortamlar arasinda gecis yaparken avantaj
elde etmesini saglar.
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Biyofilmin Ekolojik Roli ve Yayilim

- Dogal denizel ortamlarda besinlerin sinirli olmasi kiiciik popiilasyonlara yol
actig1 icin biyofilm olusumu daha olasidir.

- Biyofilmler, bakterinin plankton, kabuklular ve deniz sedimentleri gibi
yuzeylere tutunmasini kolaylastirir.

- Bu tutunma, hem besine erisimi artirir hem de cevresel degisimlere karsi
koruyucu bir avantaj saglar.

- Biyofilmin son agsamasi olan dagilma, bakterinin yeni konaklara
tasinmasina katki sunar.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Biyofilmlerin Klinik Onemi ve Tibbi
Yansimalar

- Biyofilm olusturan patojenler kalici (persist) hiicrelerin veya antibiyotige
direncli hiicrelerin gelisimine yol acabilir.
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- Biyofilmler, antibiyotiklerin dokuya veya bakteriye niifuz etmesini
zorlastiran fiziksel bir bariyer olusturur.

- Bu nedenle biyofilm gelisiminin molekiiler diizeyde anlasilmasi tibbi acidan
bluiytiik 6nem tasir.

- Biyofilmlerin ekolojisi ve kontrol stratejileri ilerleyen boliimlerde daha
ayrintili incelenecektir.
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Antibiyotiklerin Mikroorganizma
Biuyumesine Etkileri

- Bu kisimda antibiyotiklerin mikrobiyal biiylime siireclerini nasil sekteye
ugrattig: ele alinacaktir.
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- Antibiyotikler, bliiylime i¢cin gerekli molekiiler adimlar: hedefleyerek bu
surecleri kesintiye ugratabilir.

- Bakterilerin gelistirdigi direnc ve 1srar/inat/dayaniklilik mekanizmalari
bliylimenin kontroliini karmasik hale getirir.
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Antibiyotiklerin Temel Hedefleri ve
Direnc Mekanizmalar:

- Antibiyotikler, bakteriler ve mantarlar tarafindan dogal olarak tiretilen ve
bakteri biiyiimesini durduran maddelerdir.
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- Timi, bakterinin hayatta kalmasi i¢cin zorunlu olan molekiiler siirecleri
hedef alir.

- Bu kisimda antibiyotiklerin calisma bicimleri ve bakterilerin gelistirdigi
direnc yollari ele alinacaktir.

- Diren¢ mekanizmalari, antibiyotik kullaniminin etkinligini dogrudan
etkiler.
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DNA ve RNA Stireglerini Hedefleyen ¢
Antibiyotikler
- - Santral dogmanin her basamagi biiylime i¢in EgznmoF:\i'lr;lcin ;

gerekli oldugu icin bircok antibiyotik bu Quinolones
stireclerdeki enzimleri hedefler.

RNA polymerase
/ / Ribosome
mRNA

- Kinolonlar gram-negatiflerde DNA girazi ve DNA gyrase i
gram-pozitiflerde topoizomeraz IV’ hedef alarak s | s T & 3 7
: (> s N S :
DNA replikasyonunu durdurur. '4:[’1./\/Tf\’\! v T

LA
gV Puromycin
Streptomycin

Chromosome
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- Rifampin ve aktinomisin RNA polimerazin aktif
bolgesini veya DNA’daki buiyiik olugu baglayarak
RNA sentezini engeller.

Cytoplasmic Cell wall
membrane i
. . . s 4 v enicillin
- Bu siirecler yanda gosterilmistir. Daptomycin o

Bacitracin
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Protein Sentezini Hedefleyen
Antibiyotikler

- Bircok antibiyotik, protein sentezinin bir asamasina muidahale ederek
bakteriyel bliytimeyi durdurur.
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- Puromisin tRNA’nin 3’ ucunu taklit ederek ribozomun A bolgesine baglanir
ve zincir sonlanmasina yol acar.

- Streptomisin gibi aminoglikozidler 30S alt birimin 16S rRNA’sin1
hedefleyerek mRNAnin hatali okunmasina neden olur.

- Bu hatali protein birikimi hiicresel igslevleri bozar ve biiylimenin durmasina
yol acar.
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[ N J [ N ] L.C%5
Hucre Zar1 ve Hucre Duvarinm
° ° ° ° ° § '%
Hedefleyen Antibiyotiklere Giris )
§
T - Antibiyotiklerin 6nemli bir kismi hiicre zari, niod, i
O hiicre duvari ve belirli metabolik siirecleri hedef Quinolones RNA polymerase
o ahI'. / / Riboson';e
i RNA
o0 - Bu hedefler, bakterinin yasamsal yapisina DNA gyrase v
&S dogrudan miidahale ederek hiicre biitlinligini s | ox SO o N\
== bozar. & o= .
[ o gy t'/\/]”r\ Puromycin
e - Hucre zarina ya da duvarina yonelik _ Chromosome  Streptomyein
— antibiyotikler genellikle hizli ve etkili bir
on bakterisidal etki olusturur.
gq;g;ﬂraas:;ic Cell wall
A - Boylece, klinik olarak 6nemli bir¢cok antibiyotigin Daptomycin e R
etki mekanizmasi bu temel yapilara dayandirilir. Bactipeh
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Daptomisin ve Bakteri Sitoplazmik
Zarinin Hedetlenmesi
- Daptomisin, Streptomyces tarafindan iretilen bir niod, i i

lipopeptittir ve dogrudan sitoplazmik zar Quinolones
tzerindeki fosfatidilgliserol kalintilarina
baglanir.

RNA polymerase
/ / Ribosome
mRNA

DNA gyrase

- Bu baglanma, zar lizerinde por olusumuna ve
membranin hizl sekilde depolarize olmasina yol
acar.

= 2 % .
== \' /\.’ ""\ i ‘\'/‘s
<~ lﬁ\ (\!L’l/\)"d

r‘: / = .w\'/l./ / R~
gy i T Puromycin
Streptomycin

Chromosome

- Membran potansiyelinin bozulmasi hiicrede geri
doniisii olmayan bir 6liim stireci baslatir.

Cytoplasmic Cell wall
membrane 1
Daptomycin Penicillin
Vancomycin
Bacitracin
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Polimiksinler ve Gram-Negatif Dig
Z.arin Hedetlenmesi
- Polimiksinler, uzun hidrofobik kuyruklar: olan o N i

siklik peptit yapisindaki antibiyotiklerdir. Quinolones

RNA polymerase
/ / Ribosome
mRNA

- Gram-negatif bakterilerin LPS tabakasini

ozellikle hedef alarak dis zar yapisini bozarlar. DNA gyrase

e ) oo e W e e . . e e A ) ’_.\\ = . )
- Zar butunligiuniin bozulmasi hiicre iceriginin G \ L5 !\(\M?\;
. e oe . . A R~
s1izmasina ve hizli hiicre 6limiine neden olur. S ) Puromycin
Chromosome Streptomycin

Cell wall

Cytoplasmic

membrane 1
Daptomycin Penicillin
Vancomycin

Bacitracin
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B-Laktamlar ve Peptidoglikan
Sentezinin Engellenmesi

- Penisilin, sefalosporin ve tiirevleri gibi -laktam
antibiyotikleri peptidoglikan sentezini hedef alir.

- Bu antibiyotikler, transpeptidasyon adimini

katalizleyen ve “penisilin baglayan proteinler”
olarak bilinen proteinlerin islevini engeller.

- Transpeptidasyon, muramik asit kalintilari

arasinda capraz baglarin kurulmasini
saglayarak hiicre duvarina dayaniklilik
kazandirir.

Bektas Tepe
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Rifampin
Actinomycin

RNA polymerase
/ / Ribosome

J} mRNA
DNA gyras* ~
y ~J /2 ¥ 9 f‘ 3 4
-% p A
o

¥ >

{ ’ = (\- > \)

NS '5(’1./\/ 1 T
gy T Puromycin

Streptomycin

Quinolones

Chromosome

Cytoplasmic Cell wall
membrane
- Penicillin
Beptamgen Vancomycin

Bacitracin
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Vancomycin: Gram-pozitiflerde
Peptidoglikan Onleyic1 Etki

- Vancomycin, gram-pozitif bakterilerde
peptidoglikan sentezini hedef alan glicli bir
antibiyotiktir.

- Peptidoglikan onciillerinin pentapeptidine
baglanarak transpeptidazlarin kuracag:
koprileri engeller.

- Bu engelleme, hiicre duvarinin olgunlagsmasini
durdurur ve yapiy1 zayiflatir.
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Rifampin
Actinomycin

Quinolones

RNA polymerase
/ / Ribosome
mRNA

DNA gyrase -
s ~ /2 2 N } \
(5 hob \( /\, \ ’L‘\/‘N .
L

N
T Puromycin
Chromosome

r\!\( g

Streptomycin

Cytoplasmic
membrane

Daptomycin

@

Cell wall

Penicillin
Vancomycin
Bacitracin
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Bacitracin ve Peptidoglikan On
° § é
Madde Tasiniminin Engellenmesi
§
T - Bacitracin, peptidoglikan onciillerini tasiyan ALl
O bactoprenol adi verilen sisteme baglanarak bu Quinolones RNA pdlymaress
g tasima siirecini engeller. / oY
E - Yeni oncliller sentez bolgesine ulasamayinca DNA gyrase l v
e duvar sentezi durma noktasina gelir. : . A yvd
— Dy O =
= - Bu sirada otolizinler mevcut duvarda kiiciik Aans TP e ety
D bosluklar acmaya devam eder. e S
o) - Oncil madde eksikligi nedeniyle bu bogluklar
onarilamaz ve hiicre duvari zayiflayarak lizis b s e
A gerceklesir. Daptomycin \Zz:;cglrli]r; -
acitracin
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° W ° ° ) ° —~ ° Lg’aa:
Diger Antibiyotiklerin Onemlh
° 2 g
Hedefler:
TN - Baz1 antibiyotikler metabolik reaksiyonlar gibi niod, i
= hiicrenin biyolojik stireclerini hedef alir. Quinolones RNA polymerase
E / / Ribosome
=D - Bununla birlikte, klinik acidan en yaygin g
(o= antibiyotikler yanda gosterilen temel yapilara DNA gyrase
onelir. § B
g y o '\’l,;;'\J S
N RN
.= - Hiicre duvari, zar veya temel enzimatik o 2 Ikl
D stireclerin hedeflenmesi tedavide yiiksek etkinlik e e
— saglar.
m Cyto;;lasmic Cell wall
R ok
Bacitracin
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Antibiyotik Direnci: Genel Bakis
§
¢ - Bakteriler, antibiyotik saldirilarindan korunmak oo morins
i¢in ¢esitli diren¢g mekanizmalar: gelistirmigtir. — A

Efflux pump

- Diren¢ mekanizmalari kalitsal olup dért ana
grupta toplanir

- Hedefin degistirilmesi
- Tlacin enzimlerle inaktive edilmesi

- Tlacin hiicre digina atilmasi
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+ Metabolik bypass mekanizmalari

- Bu mekanizmalar yanda 6zetlenmektedir.

Plasmid Chromosome
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Spontan Mutasyonlarla Direnc
Gelisimi

- Biytlik bakteri popiilasyonlar: antibiyotiklere maruz kaldiginda spontan
mutasyon tasiyan hiicreler secilimle baskin hale gelebilir.
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- Rifampin direncinin gelisimi buna 1y1 bir 6rnektir; mutasyonlu RNA
polimeraz, ilacin etkisinden bagimsiz caligabilir.

- Boylece antibiyotik hedefl degistiginden antibiyotigin baglanmasi engellenir.

- Bu stirec, antibiyotik direncinin genetik kokenlerini anlamada 6nemlidir.
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Harekethh Genetik Elementler ve
Direnc¢ Genlerinin Yayilimi
e - Direnc genleri yalnizca kromozomal oo morins ;
mutasyonlarla degil, hareketli genetik elementler ... P rnative PEP
tzerinde de tasinabilir. Efflux pump

- Bu genler ayni tiir icinde ya da farkl tirler
arasinda yatay gen transferi ile hizla yayilabilir.

- R plazmitleri tizerinden tasinan bir¢ok direncg
geni, antibiyotiklerin yapisini kimyasal olarak
degistiren enzimler kodlar.
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- Yandaki figiir, bu tiir mekanizmalarin genel Plasmid Chromosome
semasini gostermektedir.
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Direncte Enzimatik Inaktivasyonun
Ornekleri
§
‘ + B-laktamaz enzimi, B-laktam antibiyotiklerinin  Modifod porins
halka yapisini kirarak islevsiz hale getirir. Pencillin P ermative PP

Efflux pump

- Baz1 enzimler, kloramfenikol gibi ilaclara asetil
grubu ekleyerek hedefe baglanmalarini engeller.

- Kimyasal olarak modifiye edilen antibiyotik artik
hedefe tutunamaz ve bakteri normal biiyiimesine
devam eder.
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Plasmid Chromosome
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Hiicreden Antibiyotik Atima:
Genel Bakis
§
o - Baz1 bakteriler, hiicre icine giren antibiyotikleri prisctamase
disar1 pompalayarak direng¢ kazanir ve bu sistemler o Pap
ozellikle gram-negatif bakterilerde yaygindir. Penicillin Alternative PBP

Efflux pump

- Antibiyotigin hiicre i¢1 derisimini diisiiren bu
pompalar, bakterinin daha yiliksek dis
konsantrasyonlarda bile hayatta kalabilmesini
saglar.
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- Bircok efluks pompasi farkli siniflardaki
antibiyotikleri ayni anda uzaklastirabilir ve bu
durum coklu ilaca direnc gelisimine katkida
bulunur.

Plasmid Chromosome

- AcrAB-TolC sistemi, E. coli’de en 1yl tanimlanan
efluks pompalarindan biridir ve rifampisin,
kloramfenikol ve florokinolonlar gibi cesitli
antibiyotikleri disar1 atabilir.
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Biyofilm Olusumu ve Artan Direnc

- Biyofilm halinde biiytime, antibiyotik direncini artirir ve bu yapidaki
enfeksiyonlar tedaviyi zorlastirir.

- Biyofilmin dis polisakkarit matriksi antibiyotik gecisini azaltir ancak efluks
pompalari da bu direncin 6nemli bir parcasidir.

- E. coli biyofilm moduna gectiginde AcrAB-TolC pompasini kodlayan genler
daha fazla ifade edilir.

- Pseudomonas aeruginosa gibi gliclii biyofilm olusturucular da bagli biiyiime
halinde coklu ilaca direncli efluks pompalarini daha etkin kullanir.
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Hedeften Vazgegﬂme&
MRSA Ornegi

- Baz1 durumlarda antibiyotigin hedefi hiicre i¢in Vodified porins
artik hayati olmadiginda direng ortaya ¢ikar. - PBP

Penicillin Alternative PBP
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Efflux pump

- Bu durumun klasik o6rnegi, ciddi enfeksiyonlara
neden olabilen metisiline direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) suslaridar.

- Metisilin bir B-laktam antibiyotiktir ve penisilin
baglayan proteinleri hedef alir ancak f-
laktamazlarla parcalanmaya direnclidir.

- MRSA susglari, kromozomal bir ada olan SCCmec Plasmid Chromosome
tizerinde metisilin tarafindan taninmayan MecA

adl1 alternatif bir penisilin baglayan proteini
kodlar.
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MecA Ifadesinin Diizenlenmesi

- MRSA susglar1 MecA proteinini yalnizca metisilin veya diger B-laktamlarin
varliginda sentezler.

- Bu diizenleme, Mecl represori ve B-laktam sensori MecR1 sayesinde
gerceklesir.

- B-laktam yoklugunda Mecl, mecA operatoriine baglanarak transkripsiyonu
baskilar.

- Metisilin bulundugunda MecR1, MecI’y1 parcalar ve mecA ifadesi
indiiklenir; boylece hiicre antibiyotik varliginda peptidoglikan sentezini
sturdirebilir.
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- SCCmec adasi, eritromisin ve spektinomisine karsi direnc¢ saglayan bir

- Bu yapi, yatay gen transferine uygun oldugundan, ¢coklu ila¢ direncinin
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SCCmec Adasimin Ek Direncleri

transpozon da icerir.

yayllmasinda énemli olabilir.
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Persistens (Kalicilik): Direncten
Farklh Bir Hayatta Kalma Stratejisi
§
—I - Bakteriler yalnizca duyarlh veya direngli W8 acd | @B Remove
O olmayabilir; ticiincli bir yanit olan persistens i persisters.
AN L selected grow.
g (kalicilik) de gortlir.
E - Persistens, duyarli popiilasyon icinde ¢ok -
&S kiictik bir alt grubun gecici olarak bircok ” ’~¢':o_
) antibiyotige tolerans gostermesiyle ortaya S N
°§ cikar.
- - Persister (kalic1) hiicreler, genetik olarak Foly? - Antltoxm
on duyarli kardesleriyle aynidir; bu nedenle \()/ H'PB_ s
persistens kalitsal degildir. = H'pB H"’A\  Tosin =
A - HIDA' s Slow groyvth §
- Bu hiicreler biiyimeyen ancak canh kalan A ‘i _______ . ;A A, peristance <
bir durgunluk hali nedeniyle antibiyotik S . &
etkisinden korunur. % neb ) hipA ) E
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Persistensin Klinik Onemi

- Tedavi sonlandiginda, durgun durumdaki persister hiicreler yeniden
bliyimeye baglar.

- Persistens, 6zellikle kronik tiiberkiilozda Mycobacterium tuberculosis
enfeksiyonlarinin yeniden ortaya cikmasiyla iligkilidir.

- Ayrica Pseudomonas aeruginosa kaynakl kistik fibrozis enfeksiyonlarinda
da persistens énemli bir rol oynar.
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Persistens Nasil Ortaya Cikar?

- Genetik olarak ayni olan hiicrelerin neden farkli davranabildigini aciklamak
1cin li¢ temel unsur énemlidir.

- Bu unsurlar toksin—antitoksin modiilleri, stringent (siki) yanit ve fenotipik
heterojenliktir.

- Persistensin olusmasi ve geri donlisiimlii olmasi i¢in, hiicre biiylimesini
etkileyen bir dizi koordineli molekiiler olay gereklidir.
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Toksin—Antitoksin (TA) Modiillerinin
Rolu

- TA modiilleri, biyimeyi durduran bir toksin ve onu etkisiz hale getiren bir
antitoksin lireten gen bolgeleridir.
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- Bu modiiller, hemen hemen tiim Bakterilerde ve bircok Archaea’da bulunur
ve normal fizyolojide oldugu kadar patojenitede de 6nemli rol oynar.

- E. colv'de 30’dan fazla, M. tuberculosis’te 1se 60 civarinda TA sistemi
tanimlanmastir.

- Toksinler, zorlayici cevre kosullarinda biiyiimeyi yavaslatarak hiicresel
uyumu artirabilir.
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° ° ° ° ° 2%5:
HipAB Sisteminin Persistens
Olusturmasi

§
TN - hipAB genleri, E. coli’de persistensi @ A ] @ (Remove | mm
O tetikledigi bilinen bir TA modiiliini kodlar el persisters’
F' . b ) selected grow
o0 - HipA, translasyonu durduran bir toksindir; -
&S HipB ise Lon proteazina duyarl bir & ’\l': -_
E\ antitoksindir. ~ N
D - Normalde HipA ve HipB birlikte kararh bir
— kompleks olusturur ve toksin etkisiz kalir. P°< - Antltoxm
HIpB
ca - Ancak Lon, sinyal molekiilii polifosfat O\/ HipB | HipA - g
7 (PolyP) tarafindan aktive edilirse, HipB O (Sowgrowtn 2
parcalanir ve HipA serbest kalarak A e . find persistance 3
bliyltimey1 durdurur. L e—— hi;IJB ; hi!m ) g
o) =

Bektas Tepe
gezimania_tr



° S ’%
HipA Translasyonu Nasil Engeller?
\ =
T - HipA, bir kinaz olarak GItX enzimini fosforile P°< Lo Bl
O eder ve bu enzim tRNA’lar1 glutaminle 0\/ Hip/B ) LD
o yiikleyemez hale gelir. TN N
> ST, : < — Zlnoc\ingerrgi\zctehnce
@ e . . ¥ S emenaa- g
(o= - Bu durumda yiiklenmemis tRNA’lar ribozomun A + p—— ] ]
e bolgesine girer ve ribozom duraklar, RelA aktive % D ——
E\ olur (Figiir c).
P
. . . GItX
D - Bu duraklama hem translasyonu hem de protein . H"’A%//\ N
sentezini baskilar. % < 4
E . . Polypeptide/ | “h -
- Serbest HipA ayrica hipAB operonunun (PIPPGPP @ 3 . / Uncharged E
A yukarisina baglanarak transkripsiyonu artirir ve \ W F
hiicredeki HipA diizeylerini ylikseltir (Figiir b). M o 3
. mRNA r
78 Ribosome “
oy
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HipA ve Ribozom Durmasinin
Baslatici Rolu

- Serbest HipA, ribozomlarin durmasina neden Ny ton —
olur ve protein sentezi belirgin sekilde yavaglar. 0\/ fips) @
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POIYP Antltoxm

Slow growth

° Bu durma, alarmon Olan (p)ppG’pp U.I'etlmlnl e e - ,HipA = and persistence
tetikler ve boylece hiicrede stringent (siki) yanit + p— T
yolu baslatilmis olur (Figiir c). dmssaion

- Alarmon tretimi RelA tarafindan gerceklestirilir B
ve siire¢, kalicilik (persistence) durumunun en o HipAC?(p
kritik asamasini temsil eder. |

- Bu olaylar, popiilasyondaki bazi hiicrelerin
dormansiye dogru kaymasini saglar.
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Stringent (Sik1) Yanmitin Hucre
Uzerindeki Etkiler:

- Stringent yanit, rRNA ve tRNA sentezini azaltarak protein tiretiminin
diismesine yol acar.
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- Ayni1 yol, DNA replikasyonunu ve hiicre boliinmesini de baskilar.

- Bu degisimler sonucunda, yaniti tetikleyen hiicreler biiylimeyi durdurur ve
dormansi durumuna gecer.

- Antibiyotik uygulamalari, bu durumu baslatmis olan hiicrelerin
popiilasyonda tercih edilmesine neden olur.
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Persister Hucrelerin Tedavi Sonrasi
Davranisi

- Antibiyotik baskisi ortadan kalktiginda persister (kalici) hiicreler stringent
(s1k1) yaniti sonlandirabilir.
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- Bu asamada, toksinin etkisini notralize etmek icin tekrar antitoksin
uretmeye baglarlar.

- Protein sentezi yeniden normal seviyelerine yiikselir ve hiicreler biiytimeye
gerl doner.

- Boylece gecici dormansi sona ermis olur.
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Persistens Neden Sadece Alt
Popilasyonda Gorulur?

- Olaylarin yalnizca bazi hiicrelerde gerceklesmesinin nedeni rastlantisal
olarak daha yiliksek PoliP liretimi yapan hiicrelerin varligidir.
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- Bu durum genetik bir talimata degil, tamamen fenotipik heterojeniteye
dayanir.

- Klonal bir popililasyonun tamamen homojen oldugu varsayilsa da, hiicreler
arasinda metabolit, protein ve mRNA diizeylerinde énemli farkhliklar
bulunur.

- Bu farkliliklar, hiicrelerin esit olmayan molekiil dagilimi veya RNA
polimerazin DNA ile rastlantisal etkilesimleri sonucu olusabilir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Fenotipik Heterojenitenin Klinik
Onemi

- Hicreler arasi1 bu farklhiliklar pek cok biyolojik sonuca yol acabilir.
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- Klinik acidan en 6nemli sonuclardan biri, tedaviye direncli uyku halinde
kalici patojenik bakterilerin varligidir.

- Bu dormant hiicreler tedavi sirasinda “iyilesme” izlenimi olusturabilir.

- Ancak siire¢ sonunda ayni patojen yeniden aktifleserek tekrarlayan
enfeksiyonlara neden olabilir.
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