Mikrobiyal Dizenleyici
Sistemler
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Mikroorganizmalarin Cevresini
Algilama Yetisi

- Tek hiicreli olmalarina ragmen mikroorganizmalar ¢cevrelerindeki sinyalleri
algilayarak uygun tepkiler verebilen canlilardir.
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- Hareketli bakteriler, kemotaksi ad1 verilen siirecle besinlere yonelip zararh
maddelerden uzaklasabilir.

- Hicrenin disina anten gibi uzanan 6zel kemoreseptorler, sekerler ve amino
asitler gibi cekicileri ya da toksinler gibi iticileri algilar.

- Bu molekiillerin reseptorlere baglanmasi, hiicrenin kamc¢i motoruna sinyal
gondererek bakterinin yonini belirler.
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Kemotaksinin Enfeksiyon
Suirecindeki Rolu

- Kemotaksi, mikroorganizmalarin sadece besin arayisinda degil, patojenlerde
enfeksiyon siirecinde de kritik bir rol oynar.
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- Firsatci patojen Pseudomonas aeruginosa, 25’ten fazla molekiile kemotaksi
1le yanit verebilir ve kistik fibrozis hastaliginda énemli belirtilere neden
olur.

- Kistik fibrozis hastalarinda akcigerlerdeki mukus temizlenemez ve bu yogun
yapl bakterilere zengin bir besin kaynagi saglar.

- Arastirmalar, P. aeruginosa’nin hasarli akciger dokularindan salinan amino
asitler1 algilayarak bu bolgelere yoneldigini géstermistir.
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P. aeruginosanin Besin Avi

- Yandaki goruntiilerde, canli insan epitel hiicreleri
(mavi) ile bakterilerin (yesil) hasarli bolgeye dogru
yoneldigi siire¢ izlenmektedir.

- Hasar oncesinde ve epitel tabakasi cizildikten iki
dakika sonra bakterilerin neredeyse hi¢c bulunmadigi
goruliir.

- Hasardan bes dakika sonra bakterilerin hasarl
hiicrelere dogru hizla goc ederek salinan besinleri
tikettigl gozlenir.
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- Zamanla bazi epitel hiicreleri 6lir (kirmizi) ve
bakteriler daha fazla besin bulmak i¢in diger canh
hiicrelere yonelmeye devam eder.
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Bakteriyel Diizenleme Hizinin

Etkileyiciligi

- Tim bu olaylarin yarim saat icinde gerceklesebilmesi, bakteri hiicresindeki
diizenleyici siireclerin olaganiistli hizini gésterir.
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- Yonlendirilmis hareket, cok agsamali bir diizenleyici mekanizma gerektirir ve
bu siire¢ oldukca uyumlu sekilde yurtr.

- Hicreler, metabolik tepkimelerini verimli yonetebilmek icin protein ve diger
makromolekiillerin miktarini ve etkinligini diizenlemek zorundadir.

- Bu diizenleme, bakterilerin mevcut kaynaklardan en yliksek verimi
almalarinmi saglayarak canliligin siirdiriilmesine katki verir.
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DNA’ya Baglanan Proteinlerin Roli

- Bakteri ve Archaea’da diizenlemenin en 6nemli basamaklarindan biri
transkripsiyonun kontrolidiir.

- Bir genin okunabilmesi icin RNA polimerazin DNA’daki uygun promotori
tanimasi gerekir.

- Bu stirecte kiiciik molekiiller diizenlemede yer alabilir ancak genellikle bunu
dogrudan degil, diizenleyici proteinleri etkileyerek yaparlar.

- Diizenleyici proteinlerin DNA’ya baglanmasi, transkripsiyonun acilip
kapanmasini saglayarak gen ifadesini belirler.
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Protein—Niikleik Asit Etkilesimler:

- Proteinlerin niikleik asitlerle kurdugu etkilesimler replikasyon,
transkripsiyon ve translasyon siireclerinin merkezinde yer alir.

- DNA 1ile etkilesimler 6zgiil veya 6zgiil olmayan sekilde gerceklesebilir ve
cogu DNA baglayan protein DNA’ya diziye 6zgl baglanir.

- DNA’nin buiyik olugu (major groove) proteinlerle etkilesime girebilmek i¢in
elverigli bir yapiya sahiptir.
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Ters Tekrarlar ve Diizenleyici
Protein Baglanmasi

- Ters tekrarlar, diizenleyici proteinlerin DNA’ya 6zgiil bicimde baglandiklar:
bolgeler olarak sikca kullanilir.
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- Bu baglanma sirasinda DNA’nin sap—ilmek yapilari olusturmasi gerekmez.

- Diizenleyici proteinlerin cogu homodimer yapida olup, her alt birim DNA’nin
major olugunda belirli bir bolgeye baglanir.
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Dimerik Proteinlerin DNA’ya
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Baglanmasi
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e - Bu yap1 sayesinde protein dimeri, hedef
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D . Yandaki figiir, bir protein dimerinin ters ). A \I_J
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, o/ [ J [ :Eﬁi
DNA’yva Baglanan Proteinlerin Genel gt
Yapisi
2
. - DNA’ya baglanan proteinler, Bacteria, Archaea ve
okaryotlarda yaygin olarak cesitli yapisal protein
bolgeleri tasir.
- Bu bolgelerin en taninmisi heliks-dontiis-heliks yapisidir.
- Heliks-doniis-heliks, kisa bir dontiis bolgesiyle birbirine SRS
baglanan iki alfa-heliks segmentinden olusur. helix
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- Ilk heliks DNA’y1 taniyan “tanima heliksi”, ikinci heliks -<
1se onu hidrofobik etkilesimlerle stabilize eden
“stabilizasyon heliksidir.”
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- Bu tanima mekanizmasi, proteinlerin belirli diziler
tizerinde secici baglanmasini saglar.

Heliks-Dontug-Heliks Yapisinin
Islevsel Ozellikleri
§

—I - Heliksleri baglayan dontiis bolgesi tipik olarak lic amino

O asitten olusur ve ilk amino asit cogu zaman glisin’dir.

o=

= - Tanima heliksi, DNA’daki baz ciftlerinin kimyasal

(o= gruplariyla hidrojen baglari ve van der Waals

&S etkilesimleri kurarak 6zgil dizileri tanir.

> tabilizin

.= - Bu yap1 birgok DNA-baglayici proteinde tekrar eden bir .. o

=3 motif olarak bulunur. e NG o
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Prokaryotlarda Heliks-Donuig-Heliks
Motifinin Ornekler

- Cok sayida bakteriyel
DNA-baglayici protein
heliks-dontiis-heliks yapisi
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tagir. | o A 55
- Bunlara E. coli lac ve trp 1d o, o G
baskilayici proteinleri —— e ST ‘
dahildir. e \ | iad ’ S;ZL;:SSM

- Bakteriyofaj lambda
baskilayici proteini de bu
yapiya sahip proteinlerden

biridir (Figiir b).

& protein
.= . o
A 3 !
s e

—
=
(=
o
o0
(1]
—
[
s
ra)
A

- E. coli’de transkripsiyonu ) 2
diizenleyen 250’den fazla
proteinde bu motifin
bulundugu bilinmektedir.

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



DNA’ya Baglanan Diger Yaygin
Protein Bolgeleri

- Cinko parmak, adindan da anlasilacagi ltizere bir ¢inko iyonuna baglanan ve
ozellikle 6karyotik diizenleyici proteinlerde yaygin bir yapidir.
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- Losin fermuari (leucine zipper), diizenli araliklarla yerlesmis l6sinler icerir
ve 1ki tanima heliksinin dogru konumda tutulmasini saglar.

- Bu yapilar, DNA’ya 6zgiil baglanmay1 destekleyen ek motiflerdir.

- Boylece proteinler transkripsiyon diizenlemesinde farkl yapisal stratejiler
kullanabilir.
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Proteinlerin DNA’ya Baglanmasinin
Sonuclari

- Bir protein DNA tizerinde belirli bir bolgeye baglandiginda farkli sonuclar
ortaya cikabilir.
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- Baz1 DNA-baglayici proteinler transkripsiyon gibi spesifik bir reaksiyonu
katalize eden enzimlerdir.

- Diger durumlarda baglanma, transkripsiyonu engeller ve bu durum negatif
diizenleme olarak adlandirilir.

- Bazi proteinler ise baglanarak transkripsiyonu aktiflestirir ve bu pozitif
diizenlemedir.
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Transkripsiyonun Kontrol
Kdilmesinin Onemi

- Transkripsiyon, biyolojik bilginin akigsindaki ilk asamadir ve gen ifadesi
cogunlukla bu basamakta kontrol edilir.
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- Bir gen daha sik transkribe edilirse, hiicrede o gene ait daha fazla mRNA ve
daha fazla protein bulunur.

- Represyon ve indiiksiyon, transkripsiyon diizeyindeki en temel diizenleme
tirleridir.

- Bu boluimde 6zellikle negatif kontrol mekanizmalar: ele alinacaktir.
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Enzim Baskilanmasi (Represyon)
Mekanizmasi

- Baz1 enzimler, tiriin ortamda yeterli miktarda bulundugunda sentezlenmez;
buna enzim baskilanmasi denir.
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- Ornegin E. coli, arjinin sentezi i¢cin gerekli enzimleri yalnizca ortamda
arjinin olmadigi1 zaman tliretir.

- Arjinin fazlaligi, bu enzimlerin sentezini azaltir ve gereksiz enerji
harcanmasini onler.

- Bu mekanizma bakterilerde amino asit ve nukleotid 6ncillerinin sentezini
kontrol etmek i¢in yaygindir.
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Enzim Baskilanmasinin Deneysel
GoOsterimi

- Yanda gorildiigi tizere, arjinin icermeyen bir Repression
ortamda biyliyen kiiltiire arjinin eklendiginde
bliytime hiz1 degismez.
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- Ancak arjinin sentez enzimlerinin iiretimi aninda
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g g © number\\ Total protein
| — - Bu etki oldukca 6zgtildiir; hiicredeki diger £
‘=3 enzimlerin sentezi ayni hizda devam eder. 2
IS
Q
Q == o o . . . a
e B-E‘ls}.{llal.lan enzimler, hiicresel proteinlerin ¢cok Arginine added -
kiiciik bir kismini olusturur. =
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Enzim Indiiksiyonu (Induction)
Mekanizmasi

- Enzim indiiksiyonu, bir enzimin yalnizca substrati mevcut oldugunda
uretilmesidir.
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- Baskilanma genelde biyosentetik enzimleri etkilerken, indiiksiyon
cogunlukla katabolik enzimleri etkiler.

- E. coli'nin laktozu kullanabilmesi i¢in lac operonundaki enzimler yalnizca
laktoz bulundugunda sentezlenir.

- Bu mekanizma, gereksiz enzim sentezini 6nleyerek enerji tasarrufu saglar.
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Lac Operonunda Indiksiyonun
Gosterimi g
§
¢ - Yandaki figlir, laktoz eklendiginde B-galaktosidaz Induction
enziminin hizla indiiklenmesini gostermektedir. Total protein

- Laktoz bulunmadiginda enzim tiretilmez, ancak
laktoz eklendiginde sentez hemen baglar.

- Lac operonundaki ti¢c gen ayn1 anda indiiklenir ve Cell number -

1lgili enzimlerin liretilmesini saglar.
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- Bu senkronize indiiksiyon, bakterinin yalnizca
ihtiya¢c duydugu enzimleri liretmesine olanak tanir.

B-Galacto-
sidase

Relative increase

Lactose added
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Indiikleyiciler ve Ko-represorlerin
Temel Rolu

- Enzim sentezini artiran maddeler indiikleyici, azaltan maddeler ise ko-
represor olarak adlandirilir; bu kiiciik molekiiller genel olarak efektor olarak
bilinir.
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. Indiikleyiciler ve ko-represérler her zaman ilgili enzimin substrat: veya
Urini olmak zorunda degildir.

- Baz1 yapisal analoglar substrat olmasalar bile indiikleyici ya da baskilayici
olarak gorev yapabilir.

- Ornegin IPTG, B-galaktosidaz tarafindan parcalanamamasina ragmen bu
enzimin gucli bir indikleyicisidir.
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Dogal Indiikleyiciler ve Allolaktoz
Ornegl

- Dogada indiikleyicilerin ve ko-represorlerin cogu hiicre icinde bulunan
normal metabolitlerdir.
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- E. coli Gizerinde yapilan detayli calismalar, (-galaktosidazin gercek
indiikleyicisinin laktoz degil, ondan olusan allolaktoz oldugunu
gostermektedir.

- Allolaktoz, hiicrede laktozdan tiiretilen dogal bir izomerdir.

- Bu bulgu, indiikleyicilerin her zaman disaridan gelen veya dogrudan
substrat olan molekiiller olmadigini ortaya koyar.
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X v X L gg
Represor ve Indiiksiyonun Temel
[ ] g %
Mekanizmasi “
§
Se— . indiikleyiciler ve ko-represorler, (Jarg Promoter ) arg Operator JusargCu)sargBu)wwarghle) DNA
O dogrudan DNA’yl de}gll, ]oehrh DNA- Sg‘l;\merase b i . i [TEST OO Br OGO E
o baglayici proteinleri etkileyerek
= transkripsiyonu diizenler. @) '
m \ / Repressor
&S - Baskilanabilir enzimlere 6rnek olarak 'y
) arjinin operonu verilebilir.
.= arg Promoter ) arg Operator JuwargCujwargBus)wwarghle) DNA
D - Hicre arjinine ihtiya¢c duydugunda RNA
e . .. .. Corepressor
. arjinin genlerinin transkripsiyonu polymerase ¢ (arginine) Transcription blocked
(am] gerceklegir (Figir a). ' Repressor
(b)
A

- Arginin fazlaysa, bu molekiil ko-represor
gorevl gorerek baskilama siirecini
baglatir (Figlir b).
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Arjinin Operonunda Ko-represyonun s
Isleyisi
§
—I - Arjinin, hiicredeki 6zel bir baskilayici (Jarg Promoter ) arg Operator JuargCudwargBus)wargble) DNA
O proteine bja.gle.u}arak proteinin yapisal Sg‘l;\merase s, i i e (TERTCHTDTOTTT GO
o seklini degistirir; bu protein
= allosteriktir. @) )
oo \ / S
e - Efektor baglandiginda aktiflesen Ly
= baskilayici, promotore yakin bir DNA
°§ bolgesi olan operatore baglanir. arg Promoter ) arg Operator )usargCu)wmargBudwnarghle) DNA
, .. o FR Corepressor
— - Operatore baglanmig baskilayici, RNA polymerase Sy (arginine) Transcription blocked
on polimerazin DNA’ya tutunmasini veya Repressor
1lerlemesini engelleyerek (b)
A

transkripsiyonu durdurur.

- Eger mRNA polisitronik yapidaysa, bu
mRNA’nin kodladigi tiim polipeptitlerin

sentezl baskilanmisg olur.
Bektas Tepe
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Indiiksiyonun Represor Uzerinden
Kontroli J
5
g - Baz1 indiiklenebilir sistemlerde () fac Promoter ) lac Operator JuwlacZu)wiack ) DNA
baskilayici protein, indikleyici RNA = ey
yoklugunda aktif olup transkripsiyonu kg T e s
tamamen durdurur. @) 2

- Indiikleyici molekiil eklendiginde
baskilayiciya baglanir ve onu inaktive
eder.

y DNA
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- Baskilayici inaktive oldugunda engel
ortadan kalkar ve transkripsiyon
yeniden baglayabilir.

Repressor

Inducer
(allolactose)

- Bu stlireg, indiiklenebilir genlerin
cevresel sinyallere hizl yanit
vermesini saglar.
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Negatif Kontroliin Ortak Ozellikleri

- Tim baskilayici temelli diizenleme sistemleri, belirli efektor molekiillerin
kontroliindeki baskilayicilarin mRNA sentezini durdurmasina dayanar.

- Bu nedenle baskilayiciyla gerceklegsen diizenleme genel olarak negatif
kontrol olarak adlandirilir.

- Genler bir anahtar gibi tamamen “acik” veya “kapali” degildir; kontrol
miktarsaldir ve diizey degiskenlik gosterebilir.

- “Tam baskilama” halinde bile diisiik seviyede bazal transkripsiyonun
sturdigi bilinmektedir.
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Pozitif Kontrole Giris

- Negatif kontrolde baskilayici proteinin etkisiyle mRNA sentezi
engellenirken, pozitif kontrolde bir aktivator proteini transkripsiyonu
baslatmaya yardimeci olur.

- Pozitif kontrol, RNA polimerazin DNA’ya baglanmasini kolaylastiran
aktivator proteinlere dayanir.

- Maltoz katabolizmasi, pozitif kontroliin énemli 6rneklerinden biridir.

- Bu yaklasim, baz1 genlerin ancak aktivator yardimiyla ifade edilebildigini
gosterir.
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E. coli’de Maltoz Katabolizmasi

- E. coli’de maltozun parcalanmasindan sorumlu enzimler yalnizca ortama
maltoz eklendiginde sentezlenir.

- B-galaktosidaz i¢in goriilen indiiksiyon 6riintiistine benzer bir siire¢ izlenir
ancak burada diizenleme negatif degil, pozitif kontroldiir.

- Transkripsiyonun baslamasi, aktivator proteinin DNA’ya baglanmasina
baglidir.

- Bu baglanma gerceklesmeden ilgili enzimlerin sentezi baglamaz.
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Maltoz Aktivasyonunun
[ ] g %
Mekanizmasi
§
[ . 1 ® N1 ’ Activator-
T—I Mailtoz aktlvat"or proteini DNA ya b;g’i’ﬁg";ite
— baglanmadan 6nce maltoz ile Q) mal Promoter JiumalEss)smalss)emaiGes) DNA
o birlesmelidir; maltoz bu sistemin —
= indiikleyicisidir. Fie Mo transeription
o P polymerase
e - Aktivator proteini maltoza \_ﬁ Mot TSR
— baglandiktan sonra DNA’daki 6zel o Srose seERrproEn
,= bolgeye yerlesir ve RNA polimerazin _
— R - Activator-
transkripsiyonu baglatmasini saglar. binding site
& . ) . _, « mal Promoter DNA
on - Aktivator proteinleri de tipk ' “ANA - -
baskllaylcllar gibi DNA’daki belirli ‘--‘ polymerase ==> ==> == Transcription proceeds E
A kimyasal gruplari hedefleyerek | | ]
- Maltose activator protein T
baglanir. . &
naucer =
(maltose) @
oy

- Ancak bu bolgeye operator degil,

(b)

aktivator-baglanma bolgesi ad1 verilir.
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Aktivasyonun Operon Uzerindeki
g
& i - Aktivator-baglanma bolgesi operonun ﬁ‘ﬂé"i’ﬁtg”rs'ite
O diizenledigi genlerin ekspresyonunu ) mal Promoter Jusmalbss)ssmalbs)smaléss) DNA
(e mumkiin kilar.
— HNA No transcription
(o= - Bu bolge farkli adlandirilsa da, kontrol /“»
< ett}gl genl.ex.' yme bir operon olarak - Maltose activator protein
E\ degerlendirilir. a
D - Aktivasyon gerceklestiginde RNA ‘E‘ﬁé"iﬁg’;w
— polimerazin DNA tizerindeki hareketi e — DNA
on kolaylasir ve transkripsiyon baslatilir. ; =
| m=p =mp =mp  Transcription proceeds =
A . Béylece, maltoz varhig1 hiicrede ilgili C\ \ P
katabolik enzimlerin hizli sekilde Maltose activator protein 3
sentezlenmesini saglar. Inducer A
(maltose) "
oy

(b)
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Aktivator Proteinlerin Gorevine
Genel Bakais

- Pozitif kontrol altindaki operonlarin promotor &R
dizileri RNA polimerazi zayif bagladig: icin bu ces|)s et
promotorler konsenstis dizisine diisiik benzerlik

gosterir.
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- Bu nedenle, dogru sigma faktori bulunsa bile
RNA polimerazin promotore baglanmasi
gliclesir.

- Aktivator proteinin temel gorevi, RNA
polimerazin promotorii tanimasina ve
transkripsiyona baslamasina yardimci olmaktir.

Thomas A. Steitz and Steve Schultz
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- Aktivator proteinler bu igslevi, DNA yapisini
biikerek gerceklestirebilir ve bu mekanizma
yandaki figiirde gosterilmistir.
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Aktivator Proteinlerin Etki
Mekanizmalar:

- Aktivator protein, DNA’y1 biikerek RNA
polimerazin promotor bolgedeki gerekli
niikleotidlerle temas kurmasini saglayabilir.

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

Dol

[an)

—~q
[}
o
£~

[an)

3
=
0
—
&
g
n
-
=
<
o0
~
o
e
o
Q
g

- Aktivator protein ayrica RNA polimerazla
dogrudan etkilesime girerek transkripsiyonu
baglatabilir.

Thomas A. Steitz and Steve Schultz
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Aktivator Proteinlerin Etki
Mekanizmalar: .
§
e . Bu dogrudan etkilesim, aktivatér 25 e
baglanma bolgesi promotére yakin O—— |_PrOMOter  Jumm—
oldugunda gerceklesebilir (Figir a). DNA | -y RNIA A
j Poymerase ranscription
- Aktivator bolgesi promotorden ylizlerce \ groceedit

Activator protein

baz ¢ifti uzakta oldugunda ise DNAnin @
kivrilmasiyla gerekli temas saglanir
(Figiir b).

y Promoter

RNA
polymerase

Activator protein —__ 7
N

—
=
o
o
o0
(1=
—
[ o
s
ra)
A

=—

Transcription

\ proceeds

[

DNA

Activator-
binding site

(b)
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Operonlarda Coklu Kontrol
Sistemleri

- E. coli’de bircok genin promotori pozitif kontrol altindadir ve yine birgok
gen negatif kontrol ile diizenlenir.
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- Baz1 operonlarin ise birden fazla kontrol tipi bulunur ve hatta birden fazla
promotore sahip olabilirler.

- Bu nedenle, operonlarin diizenlenmesi cogu zaman tek bir mekanizma ile
aciklanamayacak kadar karmasiktir.

- Bakteri ve Archaea operonlarinda coklu kontrol 6geleri yaygin oldugundan,
diizenleme cogu zaman genis bir etkilesim ag1 gerektirir.
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Operonlar ve Regiilonlar Arasindaki

Fark

E. coli’de maltoz kullanimini saglayan genler
kromozom tizerinde birden fazla operona
yayllmis durumdadir.

Bu operonlarin her birinde maltoz aktivator
proteininin baglanabilecegi aktivator
baglanma bdélgeleri bulunur.

Dolayisiyla maltoz aktivator proteini, birden
fazla operonun transkripsiyonunu ayni anda
kontrol eder.

Birden fazla operon tek bir diizenleyici protein
tarafindan kontrol edildiginde bu operonlar bir
regilon olusturur.
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Mal regulatory
protein

Lac regulatory
protein

Maltose operons make
up maltose regulon

Lactose operon

Direction of transcription
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Negatif Kontrolde Regtlilonlar

- Negatif kontrol altinda diizenlenen operonlar i¢cin de regtiilon 6rnekleri
vardir.

- Arjinin biyosentezinden sorumlu enzimler, arjinin baskilayici proteinin
kontrol ettigl arjinin regiilonu icinde yer alir.

- Regitilon kontroliinde DNA’ya baglanan diizenleyici protein yalnizca kontrol
ettigl operonlarda baglanma gosterir.

- Aktivator ya da represor olarak caligsa da bu protein, kontrol etmedigi
operonlari etkilemez.
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Global Kontrol Sistemlerine Giris

- Mikroorganizmalar cevredeki degisimlere yanit vermek i¢cin cogu zaman
birbirinden farkli bir¢cok geni ayni anda diizenlemek zorundadair.

- Ortam sinyallerine yanit olarak cok sayida genin transkripsiyonunu yéneten
bu mekanizmalara global kontrol sistemleri denir.

- Hem lac operonu hem de maltoz regtiilonu, kendi yerel kontrollerine ek
olarak global kontrol mekanizmalarina da yanit verir.

- Global kontrolii anlamak ic¢in lac operonuna geri donelim ve hiicrelerin
birden fazla sekerle karsilastiginda nasil davrandigi inceleyelim.
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Katabolit Baskilanmasinin Temel
Mantig

- E. coli cok cesitli sekerleri kullanabilir ancak birden fazla seker mevcut
oldugunda her zaman once glukozu tiiketir.
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- Cunku E. coli glukoz lizerinde diger karbon kaynaklarina gére daha hizlh
buytr.

- Glukoz varken diger sekerlerin kullanimini saglayan enzimlerin
sentezlenmesi hiicre i¢cin gereksiz bir enerji kaybidir.

- Birden fazla karbon kaynagi oldugunda bu kaynaklarin kullanim sirasini
diizenleyen mekanizma katabolit baskilanmasidir.
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Glukozun Diger Sekerleri
Baskilamasi

- E. coli glukoz iceren bir ortamda biylidiigiinde, laktoz veya maltoz gibi diger
karbon kaynaklarini parcalayan enzimlerin sentezi baskilanir.
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- Bu durum, tercih edilen karbon kaynaginin diger metabolik yollarin
indiiklenmesini engellemesi anlamina gelir.

- Katabolit baskilanmasi ilk kez glukoz ile 1ligkili bulundugu i¢cin bazen
“olukoz etkisi” olarak adlandirilir.

- Ancak 6nemli olan glukozun kendisi degil, mevcut en 1y1 enerji kaynaginin
diger yollari baskilamasidir.
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Neden Katabolit Baskilanmasi
(Global Bir Kontroldur?

- Glukoz mevcut oldugu stirece E. coli’deki ¢cok sayida katabolik operonun
ekspresyonu baskilanir.
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- Laktoz, maltoz ve bircok baska sekerin kullanim yollar: bu baskilamadan
etkilenir.

- Ayrica kamc (flagella) sentez genleri de baskilanir, ¢ciinkii hiicre iy1 bir
enerjl kaynagina sahipken besin aramak icin hareket etmeye gerek duymaz.

- Bu nedenle katabolit baskilanmasi, hiicrede genis kapsamli bir diizenleme
saglar ve global kontrol sistemi olarak degerlendirilir.
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Dioksik Biuylume:
ki Asamali Gelisim

- Katabolit baskilanmasi sonucunda “dioksik
bliylime” ad1 verilen 1ki agsamali bir bliylime egrisi
ortaya cikabilir.

. ki enerji kaynag: varsa hiicreler énce daha iyi
olan kaynakla buytr.

- Bu kaynak tiikendiginde kisa bir duraklama olur,
ardindan ikinci enerji kaynagi kullanilmaya
baslar.

- Bu 1ki evreli biiyime modeli yanda gosterilmigtir.

Bektas Tepe
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Relative cell density (=, =)

Glucose
exhausted
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— Growth on
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Lac Operonunun Katabolit
Baskilanmasi1 Altindak: Davranisi

- Lak operonu, -galaktosidaz gibi laktoz kullanimini saglayan proteinleri
kodlar ve laktozun varliginda indiiklenir.
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- Ancak glukoz bulundugu stiirece katabolit baskilanmasi nedeniyle lac
operonu ekspresyon gostermez.

- Glukoz tiikkendiginde baskilama ortadan kalkar ve lac operonu hizla ifade
edilmeye baglar.

- Bu silirecin hemen ardindan hiicreler laktozu kullanarak bliylimeye devam
eder.
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Katabolit Represyonu ve CRP’'nin
Rolt
§
K . . st - - - Adenine
—I - Katabolit represyonu, adinin aksine pozitif o 0 0 5
O kontrol mekanizmasiyla ¢aligsan bir diizenleme ATP -0—p~0—p~0—P—0—CH,
.g bi¢imidir. y) él) I 0
o0 - Bu mekanizmada gorev alan aktivator protein 0
&S siklik AMP reseptor proteini olarak H
E\ adlandirilir (CRP). OH  OH
‘=3 - Katabolit-repressible bir enzimi kodlayan bir Acitenylate cyclase
— gen ancak CRP promotore baglandiginda ifade op Aty
on edilir. ' .
. =
" . CRP’nin DNA’ya baglanabilmesi icin énce Cycle 9 E
siklik AMP ile etkilesmesi gerekir. ‘ 3
HO—P=0 5
\ ;%
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CRP'nin Yapisal ve Iglevsel
Ozellikler1

- CRP allosterik bir proteindir ve DNA’ya yalnizca cAMP baglandiktan sonra
baglanabilir.
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- Bircok DNA baglayici proteinde oldugu gibi CRP de DNA’ya dimer formunda
baglanir.

- CRP-promotor etkilesmesi RNA polimerazin promotori tanimasini ve
baglanmasini saglar.

- Bu etkilesim olmadan ilgili genlerin transkripsiyonu gerceklesmez.
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° ° o W PP [ ] L] 555
Siklik AMP ve Diger Diizenleyici
X L E .S%
Nikleotidler
| =
T . Siklik AMP hem prokaryot hem de dkaryot o o o Adenine
O hiicrelerde pek cok metabolik kontrol ATP —o_émo_éwo_ﬁ_o_oHQ
o sisteminde gorev alan bir diizenleyici (|3| g (|3| O
= niikleotiddir.
(- N
S - Bu molekiil niikleik asit tiirevi oldugu icin H
E\ diizenleyici niikleotidler arasinda yer alir. OH  OH
D - Siklik GMP, siklik di-GMP ve ppGpp diger Adenylate cyclase
— onemli diizenleyici niikleotidlerdir. op ey
0@ - Siklik AMP, ATP’den adenilat siklaz enzimi i > 0 E
. Cyclic O CH, Adenine =
A tarafindan sentezlenir. AMP ‘ z
HO—P=0 . =
\ OH g
0O A
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Glikozun Siklik AMP Uzerindeki
Baskilayici Etkisi

- Glikoz varlhig1 siklik AMP sentezini baskilar ve hiicre disina tasinmasin
tesvik eder.
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- Glikoz hiicreye girdiginde hiicre ic1 siklik AMP diizeyi1 diiser.
- Siklik AMP diizeyi diisiik oldugunda CRP DNA’ya baglanamaz.

- CRP baglanamayinca RNA polimeraz da promotore baglanamaz ve katabolit
represyonuna tabi operonlar transkribe edilmez.
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Katabolit Represyonunun Gercek
Nedeni

- Katabolit represyonu glikoz gibi daha 1y1 bir enerji kaynaginin varligiyla
tetiklenen dolayli bir sonuctur.
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- Dogrudan baskilamay1 yaratan mekanizma hiicredeki diisiik siklik AMP
seviyesidir.

- Diigtik siklik AMP diizey1 CRP'nin DNA’ya baglanmasini engeller.

- Boylece 1lgili operonlarin transkripsiyonu durur.
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. A
'_O‘ 0
Lac Operonunda Katabolit :
e
Represyonu
2
o . e . . CRP proteln 0 AMP
—N - Lac operonunun diizenleyici bolgesi yanda ° -
Q gosterilmistir. \ .L. %
—
(o=
= - lac genlerinin transkripsiyonu i¢in once siklik Binding of CR recris Jac Structural genes
reszon . . . . - . - e I
oD AMP seviyesinin CRP’nin baglanabilecegi kadar . 5o '
e yiksek olmasi gerekir. Active
re_\pressor
> Transcription l;::;:_;:gr Transcription
- Ayrica ortamda laktoz bulunmali ve Lacl and blocks
. e e .. - . . tran-
D represori operatore baglanarak transkripsiyonu = e scription.
engellememelidir. el
E Translation l =
- Bu 1ki kogul saglanirsa hiicre glikozun l Randation =
A bulunmadigini ve laktozun mevcut oldugunu B inducer g
ﬂ . Active -~ @ @ @ 4
algilar ve lac operonu aktiflegir. repressor \ | | e
& :
| Lactose catabolism Qé
ol

Inactive
repressor
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Archaea’da Transkripsiyonun
Kontroli

- RNA polimerazin etkinligi iki ana stratejiyle diizenlenebilir.
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- Bakterilerde yaygin olan strateji represor ya da aktivator gibi DNA baglayici
proteinlerle diizenlemedir.

- Okaryotlarda yaygin strateji ise pek cok transkripsiyon faktértiiniin RNA
polimeraz ile esgiidiimli calismasidir.

- Archaea’da transkripsiyonun mekanizmasi1 Eukarya’ya benzese de
diizenleme bicimi Bakterilere daha yakindir.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Archaea’da Represor ve Aktivator
Proteinler

- Archaea’da hem represor hem aktivator proteinlerin bulundugu
bilinmektedir.
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- Archaeal represorler ya RNA polimerazin baglanmasini ya da TBP (TATA-
binding protein) ve TFB'nin (transcription factor B) promotore baglanmasini
engeller.

- TBP ve TFB proteinleri Archaea’da RNA polimerazin promotore baglanmasi
1cin zorunludur.

- Baz1 aktivator proteinler ise TBP’nin promotore alinmasini saglayarak
transkripsiyonu kolaylastirir.
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, ° ° E:»D.E:
Archaea’da Azot Asimilasyonunun
Kontrolu
2
° - NrpR, Methanococcus maripaludis’'te azot Nr‘f s
asimilasyonu ile ilgili genleri baskilayan bir ’ ) no transcription.
represor ornegidir. DNA()  LBREJTATA) JINIT ) )

NrpR binds
a-ketoglutarate.

- Bu represor nitrojen fiksasyonu ve glutamin

sentezi gibi slirecleri kodlayan genleri baskilar.
a-Ketoglutarate *f Glutamate
- Hicrede organik azot yeterliyse NrpR bu genlerin @ NH;
transkripsiyonunu engeller. When NrpR is

released, TBP and
TFB can bind.
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NrpR
- Azot sinirli hale geldiginde hiicrede a- W J
ketoglutarat diizeyi ytlikselir. TFB—

Transcription
proceeds.
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a-Ketoglutaratin Sinyal Etkisi ve
NrpR’nin Inaktivasyonu
- - Yikselen a-ketoglutarat seviyesi amonyagin Nr‘f SQQRTE'PO;‘;;;EBQ; -
sinirli oldugunu hiicreye bildirir. ’ no transcription.
DNA()  }.BREJTATA) JINIT ) )

- Bu durum nitrojen fiksasyonu veya glutamin
sentetaz gibi yliksek afiniteye sahip yollarin
aktive edilmesi gerektigini gosterir.

NrpR binds
a-ketoglutarate.

a-Ketoglutarate .7_»<_ Glutamate

(@ NH,

- a-Ketoglutarat NrpR’ye baglanarak bir

L . .o . . . .
. indiikleyici gibi davranair. When NrpR s NrPR
released, TBP and
- . . .. . TFB can bind.
- Bu baglanma NrpR’nin promotore olan afinitesini QJ
azaltir ve 1lgili genlerin transkripsiyonu serbest TFB —
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kalir.

Transcription
proceeds.
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NrpR ve Lacl Benzerlig:

- NrpR’nin yliksek a-ketoglutarat diizeylerinde DNA’ya baglanma yetenegini
kaybetmesi Lacl'in indiikleyiciyle etkilesim sonrasi operatéorden ayrilmasina
benzer.

- Bu benzerlik bakteri ve Archaea’daki diizenleyici proteinlerin calisma
mantiklarinin ortak noktalarini gosterir.

- Her 1ki protein de belirli bir metabolik sinyal ile inaktive olur.

- Bu mekanizma hiicrenin cevresel kogullara hizla uyum saglamasini
miumkin kilar.
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Archaea Duzenleyicilerinde Cift
Islevlilik

- Bazi1 Archaea diizenleyicileri hem baskilayici hem de aktive edici olarak
1slev gorebilir ve TrmB ailesi buna 6nemli bir 6rnektir.
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- TrmB ailesi 250°den fazla protein iceren genis bir gruptur ve tiyeleri
cogunlukla seker metabolizmasini diizenler.

- Ayni1 protein farkli baglanma bolgelerine gore aktivator, baskilayici veya her
1kisi olarak gorev alabilir.

- Ozellikle Pyrococcus furiosus tirinde TrmBL1, hem bazi seker
tasiyicilarinin genlerini baskilar hem de glukoneogenez genlerini aktive
eder.
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onun DNA’ya tutunmasini engeller.

- TrmBL1 DNA’dan ayrildiginda RNA polimeraz e
promotore baglanabilir ve tasiyici genlerin . (R, m——)

Transcription of

genes for sugar
uptake

° P § ‘g
TrmBL1'1n Baskilayici Olarak Roli
—I - TrmBL1, malto-dekstrin ve maltoz/trehaloz TF< T/rmBu TrmBL1 binds to
O alim genlerinin BRE/TATA bolgelerinin hemen = | L o Riratase
o asagisindaki 6zel bir DNA dizisine baglanir. e
= DNA () )=BREJ TATA JINIT ) T
E - Bu baglanma RNA polimerazin promotore Maltose
&S erismesini engelleyerek gen ifadesini durdurur. 0/ a8
> rm inds
= - Hiicrede maltoz, maltotrioz veya fruktoz to maltoas. raiasnd,
D bulunursa bu molekiiller TrmBL1’e baglanarak P L \poymeete
(aa)
A

baskilanmasi ortadan kalkar.

ea)
A
&5
B
Un
<
h
)
)
£
RNA polymerase E
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TrmBL1, glukoz senteziyle iligkili genlerin
bulundugu farkli bir DNA dizisine
baglandiginda aktivator gorevi gorir.

Bu bolge, baskilayici roliindeki baglanma
bolgesinin aksine, BRE/TATA dizilerinin
yukarisinda yer alir.

- TrmBL1’in burada bulunmas: TBP, TFB ve

RNA polimerazin bir araya gelmesini
kolaylastirarak transkripsiyonu baslatir.

- Ancak baskilayici roldeki gibi, ortamda

maltoz, maltotrioz veya fruktoz varsa
TrmBL1 DNA’ya baglanamaz ve aktivasyon
gerceklesmez.

Bektas Tepe
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TrmBL1 binds
to maltose.

_ Maltose

TrmBL11n Aktivasyon Gorevi

TrmBL1 recruits the
initiation complex by
binding upstream.

Genes for
glucose synthesis

0 When TrmBL1
is released,
TBP and TFB are
not recruited.

DNA () Upstream JBRES TATA ) JINIT ) =9
No transcription
of glucose
synthesis genes
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TrmBL11n Cift Rolintun Enerji
Tasarrufu Acisindan Mantigi

- Bu cift yonli kontrol, hiicrenin gereksiz enerji harcamasini énlemek i¢cin
onemli bir mekanizmadir.
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- Glukoneogenez yolu enerji acisindan maliyetlidir, bu nedenle hiicre baska
sekerler mevcutken bu yolu aktif tutmaz.

- Alternatif sekerler glikolize katilabildigi icin glukoz sentezinin gereksiz yere
calismasi engellenmis olur.

- Boylece TrmBL1, hiicrenin enerji kullanimini ¢cevresel kogullara gore
optimize eder.
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SurR: Hem Aktivator Hem Baskilayici
Olan Bir Diger Archaea Regiilatori
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- P. furiosus tiriinde bulunan SurR proteini, baglandig1 bolgenin konumuna
gore genleri aktive eder veya baskilar.

- SurR, hiicrenin fermantasyondan (H: Giretimi) silfiir indirgenmesine (H2S
uretimi) gecisini diizenler.

- SO bulunmadiginda SurR, hidrojenaz sentezi icin gerekli genleri aktive eder.

- Ayn1 zamanda sulfiir metabolizmasina katilan genlerin ifadesini baskilar.
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SurR'nin S° Varliginda Davranisi

- Ortamda elemental kikiirt (S° bulundugunda SurR artik DNA’ya
baglanamaz.

- Bu durum bir efektor baglanmasindan degil, SurR icerisindeki sistein
kalintilarinin oksidasyonundan kaynaklanir.

- Oksidasyon SurR’y1 DNA’dan uzaklastirir ve stilfiir metabolizmasiyla 1lgil
genlerin ifadesi baglar.

- Ayn1 anda hidrojenaz genlerinin ifadesi durdurulur, béylece hiicre
fermantasyon yerine S° indirgenmesini kullanir.
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Hicrelerin Cevresel Degisimler:
Algilamasi

- Prokaryot hiicreler sicaklik, pH, oksijen ve besin miktari gibi bircok cevresel
degisikligi takip ederek metabolizmalarini diizenler.
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- Bu diizenleme, cevreden gelen sinyallerin algilanmasi ve hiicre i¢i hedeflere
1letilmesiyle gerceklesir.

- Bazi sinyaller dogrudan hiicre icine giren kiiciik molekiillerdir ve efektor
gibi davranirlar.

- Ancak bircok durumda sinyal 6nce hiicre yluizeyindeki bir algilama
sistemince alinir ve iceriye aktarilir; bu siirece sinyal iletimi denir.
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[ki Bilesenli Diizenleyici Sistemlerin
Temel1

- Bircok sinyal iletim sistemi 1ki bilesenden olusur ve bu ylzden “iki bilesenli
diizenleyici sistem” olarak adlandirilir.
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- Bu sistemlerin ilk kismi genellikle zar tizerinde bulunan bir sensor kinazdir.
. Tkinei kisim ise sitoplazmada yer alan bir yanit diizenleyici proteindir.

- Bu iki1 protein birlikte cevresel sinyalleri algilar ve uygun gen yanitlarini
olusturur.
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Sensor Kinazlarin Calisma
Mekanizmasi

- Kinazlar ATP’den aldiklar: fosfati belirli N e
molekullere aktarabilen enzimlerdir. Q

Gy
o
>
on
[©)

—
o

Do

[an)

o
(9]
o
~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Sensor kinase

- Sensor kinaz, cevresel sinyali algiladiginda kendi
uzerindeki histidin kalintisini fosforile eder; buna
otofosforilasyon denir.

- Ardindan bu fosfat molekiilii yanit
diizenleyicisine aktarilir.

pozitif veya negatif diizenleme yapar; yanda
gosterilen ornekte fosforile yanit diizenleyici
baskilayici olarak gorev yapmaktadir.
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[ki Bilesenli Sistemlerde Déngiiniin
Resetlenmesi

- Diizenleyici déngiiniin saghkli caligabilmesi icin =~ @ _ @ Envronmentlsigna
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sistemin kendini sifirlamasi gerekir; bu geri © Sensor kinase
bildirim dongilisi fosfataz ile saglanir.

- Fosfataz, yanit diizenleyicisinden fosfati NIV T
uzaklagtirarak onu tekrar aktif olmayan haline ATP  ADP
dondtirtr. s Z His

I_D/;
- Bu islem genellikle diizenleyicinin kendisi ® 2 \
_l_ Response regulator

tarafindan yapilir, bazi durumlarda ayri bir ‘“—)/

protein gerekir. -
. - \ R Phosphatas;ac‘civity
- Fosforilasyon durdugunda fosfataz yavas ama RNA [

sturekli calisarak sistemi yeni bir ¢cevresel sinyale
hazir hale getirir.
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[ki Bilesenli Sistemlere Genel Bakis

. Tki bilegenli sistemler, pek cok bakteride cok sayida genin diizenlenmesinde
rol oynar.

- Bu sistemler Archaea’da ve yiiksek organizmalarin paraziti olan bazi
bakterilerde ya yoktur ya da son derece nadirdir.

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



E. colvde Iki Bilesenli Sistemlerin

Cesitliligi

- E. coli’de yaklasik 50 farkl: iki bilesenli sistem bulunur ve bazilar1 agsagidaki
tabloda listelenmisgtir.
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- Cevredeki ozmolarite, dis zar porin proteinleri olan OmpC ve OmpF’in
diizeylerini kontrol eder.

« OmpC ve OmpF, gram-negatif bakterilerin dis zarindan metabolit gecisini
saglayan porinlerdir.

Examples of two-component systems that regulate transcription in Escherichia coli
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Arc system Oxygen ArcB ArcA Repressor/activator %
Nitrate and nitrite Nitrate and nitrite NarX NarL Activator/repressor EU;
respiration (Nar) NarQ NarP Activator/repressor ﬁ
Nitrogen utilization (Ntr) Shortage of organic nitrogen NRII (= GInL) NRI (= GInG) Activator of promoters qu
requiring RpoN/g>* o

Pho regulon Inorganic phosphate PhoR PhoB Activator/repressor Q
[

Porin regulation Osmotic pressure EnvZ OmpR Activator/repressor 2
oW

®Note that many response regulator proteins act as both activators and repressors depending on the genes being requlated. Although ArcA can function as either an activator or a repressor, it functions as a repressor on

most operons that it regulates.
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Ozmolariteye Bagli Porin Degisimi :
5
2
H— - Ozmotik basing diisiik oldugunda, daha genis bir
(= pora sahip olan OmpkF sentezi artar.
tre— 2 e
o 9 © High-
. . - . . lari
= - Ozmotik basin¢ yliksek oldugunda ise daha dar bir el
— . e ey e -
o0 pora sahip OmpC daha cok tiretilir.
S i
— - Bu diizenleme, hiicrenin dis ortamdaki degisimlere . ama et Sasfal ofe
| — hizl1 ve kontrollii adaptasyonunu saglar. | J { jpefip'asm) J v )
= KT XX I I I K I NIDOININD >,l.""‘- 88 eneuhenn
Cytoplasmic membrane y :
Braun lipoprotein
" UL BEREBALRERL bbbt |
m His\ﬁ P OmpR is E
P) ¥ hosphorylated
2" "> Ey Enva. /e E
A ATP aop @ §
Osmolarity shift Osm:l_arity Transcription r:qd
causes EnvZ ' §+ o8
autophosphorylation. l ! = ) E
- S
Transcription Ay
*+
[ E—
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EnvZ/OmpR Sistema:
Sensor ve Duzenleyicl

- EnvZ, sitoplazmik membranda yer alan bir
histidin kinazdir ve ozmotik basin¢ degisikliklerini
algilar.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

® & High-

5 & osmolarity

& porin

- Cevresel degisim oldugunda EnvZ otokatalitik
olarak fosforillenir ve fosfat grubunu OmpR’ye

aktarir.

OmpC

- Bu iki1 bilesenli sistem, hiicrenin hizli yanit
vermesi i¢in sensor ve yanit diizenleyicisinin
koordineli calismasina dayanir.

Cytoplasmic membrane ; :
Braun lipoprotein

. OmpR is

Punp OmpRY® phosphorylated
2 by EnvZ.
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ATP ADP P

Osmolarity shift Osmolarity Transcription

causes EnvZ 3: e
autophosphorylation.
ompF

Transcription

f+ e
[ E—
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Diizenlenmesi :
5
2
-—0 - Duigiik ozmotik basincta fosforillenmis OmpR
= (OmpR-P), ompF geninin transkripsiyonunu ? g
i 9 © High-
o aktive eder. : Sé?,‘? oy
@ . . -
(o= - Yiiksek ozmotik basin¢gta OmpR-P, ompF
&S transkripsiyonunu baskilar ve ompC OmpC
== transkripsiyonunu aktive eder. Ve Fau et
[ \ ' J jPeripIasm ) ) J )
o . . .o o e WIS I XTI I IIK ',"./H./) XXNID ’.'.""“' KK ',".P~.'.,;./,>,
D - ompkF ifadesi ayrica diizenleyici RNA tarafindan :
Q ey e Cytoplasmic membrane y :
da kontrol edilir. , Braun lipoprotein
- HEEEERERRERL BEREEALRELL et |
m His\ﬁ P OmpR is E
P) ¥ hosphorylated
= ">y Ey Enva. /e E
A ATP rop @ §
Osmolarity shift Osm:l_arity Transcription r:qd
causes EnvZ ' §+ o8
autophosphorylation. l ! = ) E
o
& Transcription Qi
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Coklu Diizenleyicili Tki Bilesenli
Sistemler

- Bazi sinyal iletim sistemleri birden fazla diizenleyici elemana sahiptir ve
aktiviteleri karmasik bir yapiya dontiisebilir.
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- Azot asimilasyonunu diizenleyen Ntr sistemi bunun tipik bir 6rnegidir.

- Bu tiir sistemlerde sensor kinazlar, yanit diizenleyiciler ve ek diizenleyici
proteinler cok katmanli bir kontrol mekanizmasi olusturur.
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Ntr Sisteminde NRI ve NRII'nin
Rolu

- Ntr sisteminin yanit diizenleyicisi, bir aktivator olan nitrojen regiilator I
(NRI) proteinidir.
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- NRI, RNA polimerazin alternatif sigma faktéri 054 (RpoN) tarafindan
taninan promotorlerden transkripsiyonu baslatir.

- Sensor kinaz nitrojen regiilator II (NRII) hem kinaz hem fosfataz olarak
calisir ve bu c¢ift fonksiyon sistemin esnekligini artirir.
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PII'nin UMP 1le Diuzenlenmesi

- NRII'nin aktivitesi, PII adli bir protein tarafindan kontrol edilir.

- PII proteininin UMP eklenmis veya c¢ikarilmis halde bulunmasi NRII'nin
hangi modda caligsacagini belirler.

- Azot kithig1 sirasinda PII'ye UMP eklenir ve bu kompleks, NRII'nin kinaz
aktivitesini destekleyerek NRI'nin fosforillenmesine yol acar.
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Nar Sistema:
Birden Fazla Sensor ve Diizenleyici

- Nar sistemi nitrat (NOs") ve nitrit (NO2") kullanimini diizenleyen bir baska
ornektir.
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- Bu sistemde iki farkl sensor kinaz ve iki farkli yanit diizenleyici bulunur.

- Bu yapi, anaerobik solunum icin alternatif elektron alicilarinin kullanimini
mumkiin kilar.
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Nar Sistemi ve FNR 1le Hiyerarsik
Kontrol

- Nar sisteminin diizenledigi tiim genler, ayrica FNR adl1 bir protein
tarafindan da kontrol edilir.
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- FNR, anaerobik solunumla iligkili genlerin global diizenleyicisidir.

- Bu tiir hiyerarsik ve ardisik diizenleme mekanizmalari, hiicresel
metabolizmanin merkezi sistemlerinde sik goriliir.
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Okaryotlarda Benzerlikler ve
Farkliliklar

- Bakteriyel 1ki bilegenli sistemlere benzer mekanizmalar bazi1 mikrobiyal
okaryotlarda, ornegin Saccharomyces cerevisiae’da bulunur.
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- Benzer sistemler bitkilerde de mevcuttur.

- Ancak okaryotik sinyal iletimi cogunlukla serin, treonin ve tirozin
kalintilarinin fosforillenmesine dayanir; bu durum bakteriyel histidin
fosforilasyonundan farkhdair.
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Kemotaksi:
Hiucresel Hareketin Diuzenlenmesi

- Hareketli bakteriler ve Archaea hiicreleri, besin kitligi veya toksin birikimi
gibi zorluklara yanit olarak cekicilere yonelip iticilerden uzaklasabilir.
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- Bu davranisa kemotaksi denir ve detaylari Bolim 2’de aciklanmasti.
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Zaman Icinde Degisimi Algilama

- Prokaryot hiicreler cok kiiclik olduklari icin kimyasalin uzamsal
konsantrasyon farklarini algilayamaz.

- Bunun yerine kimyasalin zaman i¢cindeki degisimini algilarlar.

- Bu yetenek, hiicrelerin ortamda daha uygun kosullara yonelmesini saglar.
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Kemotakside Iki Bilesenli Sistem
Kullanimai

- Bakterilerde kemotaksi, modifiye edilmig bir iki bilesenli sistem tizerinden
diizenlenir.
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- Bu sistem, cekici veya itici maddelerdeki zamansal degisimleri algilar.

- Bu stlirecte 1ki bilesenli sistem, transkripsiyon kontroli yerine flagellumun
yonini belirleyen mevcut proteinlerin aktivitesini ayarlar.
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Kemotaksinin Genel Sinyal Mantigl

- Kemotaksi, hiicrenin c¢ekici veya itici maddeleri zaman i¢cinde
algilayabilmesini saglayan ¢cok asamali bir protein sinyal yoluna dayanair.

- Hiicre zarinda bulunan methyl-accepting chemotaxis proteins (MCPs), bu
kimyasal sinyalleri algilayan temel proteinlerdir.

- MCP’ler kendileri bir sensor kinaz degildir; sinyali sitoplazmadaki sensor
kinazlara aktararak diizenleyici stlireci baglatir.

- E. coli’deki Tar adli MCP, aspartat ve maltozu cekici; kobalt ve nikeli itici
olarak algilar ve bu sinyali ilgili sitoplazmik proteinlere iletir.
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MCP’lerin Sinyal Alma ve Aktarma

Bicimi

- MCP’ler cekici veya itici maddeyi dogrudan ya da periplazmik baglanma
proteinleri araciligiyla algilar.
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- Bu baglanma olayi, sitoplazmik proteinlerle etkilesimi baslatir ve en
sonunda flagellanin doniis seklini degistiren diizenleyici sisteme ulasir.

- Sinyal algilandiktan sonra olaylar zinciri flagellanin yon degistirerek
hiicresel hareketi diizenlemesine yol acar.

- Boylece hiicre, cevresindeki kimyasal gradyanlar: izleyip uygun yonde
hareket eder.
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Kemoreseptor Kiimesi ve CheA—
CheW Etkilesimi
S - E. coli’'de binlerce MCP bir araya gelerek biiytik 393930303030 -
kemoreseptor kiimelerini olusturur. A ;)’ff )’)3;’ ;
) 9 0,0 0

@ @ O O
Decreased attractant binding to

MCP triggers phosphorylation
of the CheA-CheW complex.

- Bu kiimeler, sinyal iletiminde kritik rol oynayan
sitoplazmik CheA ve CheW proteinleri ile
dogrudan temas halindedir.

- CheA, kemotaksi i¢in gérev yapan sensor kinazdir Flagellar
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@ oo cwe e CheA-CheW motor
» ve CheW, MCP degisikliginin CheA’ya phosphorylate
MCP is both ch ATP CheY and CheB.
aktarilmasini kolaylastirir. iethylated ﬁ(
an it ADP CheY-P binds to
) . - - e e . emethylated. \ flagellar switch. E
- MCP’ye kimyasal baglandiginda reseptoriin sekli ¢ 5
- , - . CheB-@) “ CheY) T=== Che¥p- () — [y =
degisir ve CheA’nin otokatalitik fosforilasyonu b Ched = 5
CheB) k
baS].ar. e CheZ dephosphorylates é
Cytoplasm CheY-P. r
\. Flagellum g.é-
£

Bektas Tepe
gezimania_tr



) . ° ° é’ﬁi
CheA'nin Fosforilasyonu ve Sinyalin ¢
Yayilmasi
§
- - CheA, MCP uyarisi ile CheA-P formuna dontstr; 325239323930
bu fosforilasyonun hizi ¢ekici ve itici yogunluguna 4 ;3’)‘"‘; )’)3;’ ;
baglh olarak degigir. P L PN

@ @ O O

Decreased attractant binding to
MCP triggers phosphorylation

\ f Af of the CheA-CheW complex.

- Cekici artisinda CheA’'nin fosforilasyon hizi azalir,
cekici azalmasi ya da itici artisinda fosforilasyon
hizlanir.

Flagellar

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
(]
e
A

Cytoplasm
Flagellum

@ CheA-CheW t
. - CheA-P, fosfat grubunu CheY’ye aktararak CheY- phosphorylate i
o e MCP is both Ch ATP CheY and CheB.
P olusmasina neden olur; CheY kemotaksinin miethylated ﬁ(
temel yanit diizenleyicisidir. ZZmethy]ateV R < B .
S . i Chel)- @ “ (CheY) === Che¥p- @ —— 1} =
- Ayrica CheA-P, ileride adaptasyon siirecinde rol E } Ched & 2
y . e CheB) R,
oynayacak CheB’y1 de fosforile edebilir. i Chez dephosphiorylates 2
CheY-P. .
A
E
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Flagella Doniis Yoniinun K 14
agella Donus Yonunun Kontrolu
| - _ 2
- - CheY, flagellanin déniis yoniinii belirleyen merkez ~ %53039303030 07030303030
proteindir. "?g De A by J)?3)3))33¢3993? :3:
i i "

- CheY fosforile oldugunda flagella motoruna it &
baglanir ve flagellanin saat yoniinde donmesine
yol acar; hiicre bu durumda “tumble” (durup yon

degistirme) hareketi yapar.

Decreased attractant binding to
MCP triggers phosphorylation
of the CheA-CheW complex.

Flagellar
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hareketinin olugmasini saglar. Cytoplasm

Flagellum

@ . o . o CheA-CheW motor
. - CheY fosforile degilse motora baglanamaz ve B sorchonists
e e e . . . MCP is both ‘ ATP CheY and CheB.
flagella saat yoniiniin tersine doner; hiicre “run” riethylsted %C
. . - . . . . . . and ADP heY-P bind
(iler1 dogru diizgiin yiizme) seklinde diizgiin demethy]atey CheY.p binds o :
yuzer. CheB{P) “ CheY) T==== CheY. — Y - &
o - Pt U
- CheZ ise CheY’y1 defosforile ederek yeniden “run” <SP Che dephcsphoryinbes 3
CheY-P. o8
A
z
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Cekici ve Itic1 Degisimlerine
o0 § .é
Hiicresel Yanit
_ _ - =
- - Cekicinin azalmasi ya da iticinin artmasi, CheY-P ?';53;_;} 9392930503030323930
seviyesini ylukselterek hiicrede daha fazla oo b A Al A et A b )?).3;’;'
“tumble” davranisi olusturur. 2 2,950 0

@ @ O O
Decreased attractant binding to

MCP triggers phosphorylation
of the CheA-CheW complex.

- Cekiciye dogru yuziildiginde CheY-P diizeyi
diiser ve hiicre daha az yon degistirir, daha uzun
stire “run” hareketi yapar.

Flagellar
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@ . . .. . CheA-CheW motor
. - Bu dinamik yapi, bakterinin kimyasal gradyanlar: phosphorylate
. . . . . - MCP is both ch ATP CheY and CheB.
etkin bicimde takip etmesini saglar. methylated ﬁc
and ADP CheY-P binds to
H.. b 1 e e k . d k demethy]atey flagellar switch. E
licre boylece en uygun yont segerek gevresindeki B - o - =
ortamda daha verimli ilerler. g Ched o | 54
Qe CheZ dephosphorylates qu
| Cytoplasm CheY-P. S
.\\ Flagellum g.é-
< [a W
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Adaptasyonun Temel Mantigi

§
- - Hiicre, aldig1 sinyale yanit verdikten sonra 295030303030
sistemi sifirlamak zorundadir; bu stireg LA A Ay )?)‘3;’;
adaptasyon olarak adlandirilir. 2 2,950 ,0

@ @ 9 2
Decreased attractant binding to
MCP triggers phosphorylation

\ f ( of the CheA-CheW complex.

- Adaptasyon sirasinda bir geri bildirim donglisi
calisir ve bu dongii CheB proteini tizerinden
gerceklegtirilir.

Flagellar
CheA-CheW motor

phosphorylate
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- MCP’ler metillenebilir ve metilasyon dereceleri
e ee . e e e MCP is both ch ATP CheY and CheB.
reseptorin cekici veya itici maddelere methylated ﬁc

and

duzenlenir. Cyepicem

Flagellum

- . ADP P bin
duyarhlhigini belirler. demethy]atey SheCh binepas :

€3

. . y L CheB-@) “ (CheY) === CheY} () — [y -

- Bu metilasyon—demetilasyon dongiisii CheR g Ched B g
. : f CheB: =
(metilasyon) ve CheB-P (demetilasyon) tarafindan 2 Che dephcsphoryinbes 2
CheY-P. o8
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MCP Metilasyon Diizeyinin
Davranisa Etkisi

- Tam metillenmis MCP’ler cekicilere yanit vermez ama iticilere daha
duyarlidir; tam tersine, metilsiz MCP’ler cekicilere hassas ama iticilere
duyarsizdir.
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- Eger cekici diizey1 yliksek ve sabitse CheA’nin fosforilasyon hizi diisiik olur;
CheY ve CheB fosforile olmaz ve hiicre diizgiin sekilde ytizer.

- Bu stirecte MCP metilasyonu artar; metilasyon tam seviyeye ulastiginda
reseptor cekiciyi artik algilayamaz ve hiicre yeniden “tumble” hareketine
doner.

- CheB fosforile oldugunda MCP’leri demetile eder ve sistem bir sonraki
sinyale yanit verecek gsekilde yeniden ayarlanir.
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Adaptasyonun Dinamik Donguisi

- Cekici sabit kaldiginda hiicre siirekli ylizmez; hareket ancak cekicinin daha
yiuksek seviyelerine dogru tekrar bir artis oldugunda devam eder.

. Tticiler icin ise stire¢ ters igler; tam metillenmis MCP’ler artan itici
gradyanini gicli sekilde algilar ve “tumble” sinyalini baslatir.

- Hicre boylece rastgele bir yone hareket ederken MCP’ler yavasca demetile
edilir ve sistem degisime tekrar duyarl hale gelir.

- Bu mekanizma sayesinde bakteri ortamindaki kiiciik kimyasal degisimleri
hassas bicimde takip edebilir.
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Kemotaks1 Dis1 Diger “Taks1” Tirler:

- Kemotaksiye ek olarak fototaksi (1s1ga yonelim) ve aerotaksi (oksijene
yonelim) gibi farkli hareket bicimleri bulunur.

- Bu sistemlerde MCP yerine 1s1k algilayan protein ya da oksijen diizeyini
1zleyen redoks proteinleri gorev yapar.

- Ancak sinyal, yine Che proteinleri tizerinden flagella kontrol sistemine
aktarilir; temel diizenleyici yol ortaktir.

- Boylece farkli cevresel sinyaller hiicrenin ayni flagellar kontrol
mekanizmasina baglanarak enerji ve diizenleme acisindan tasarruf saglar.

=)
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Hicresel Yogunlugun Algilanmasa:
Quorum Sensing Nedir?

- Baz1 bakteriler cevrelerinde kendi tiirlerinden bulunan diger hiicrelerin
varligina yanit verir ve bu yanit cogu zaman hiicre yogunluguna bagh olarak
caligsan bir diizenleme sistemi seklinde ortaya cikar.
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- Bu olguya “quorum sensing” adi verilir ve burada “quorum” kelimesi “yeterl
saylya ulasma” anlaminda kullanilir.

- Quorum sensing mekanizmalari, Bacteria’da yaygin oldugu gibi bazi
Archaea tirlerinde de tespit edilmistir.
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Neden Quorum Sensing?
(Mekanizmanin Genel Amaci)

- Quorum sensing, hiicre popiilasyon yogunlugunun algilanmasini saglayan
temel bir diizenleme mekanizmasidir.
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- Bircok bakteri, belirli bir hiicresel yogunluk saglanmadan etkili olamayacak
aktiviteleri baslatmadan once yeterli sayiya ulasildigindan emin olmak i¢in
bu sistemi kullanir.

- Ornegin, toksin iireten patojen bakterilerde tek bir hiicrenin toksin tiretmesi
etkisizdir; ancak cok sayida hiicrenin koordineli toksin salinimi hastalik
olusturabilir.
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Otomatik Uyaric1 Molekiller:
Autoinducer Uretimi

- Quorum sensing kullanan her tir, “autoinducer” adi | | _ o %L
. . . . . ce Y oo o Activator protein
verilen 6zgiil bir sinyal molekiili sentezler ve bu © AHL

molekiil hiicre zarindan serbestce gecebilir. ON
O
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> Other cells
) - Autoinducer, ancak ¢ok sayida hiicrenin ayni el v
e molekiilii iiretmesi durumunda hiicre icinde yiiksek 7
E\ yogunluga ulasarak sinyal olusturabilir. D
Chromosome AHL synthase
D - Sitoplazmada autoinducer, 6zgiil bir transkripsiyon y
aktivatoriine veya iki bilesenli bir sistemin sensér @
E kinazina baglanarak belirli genlerin : . 9
transkripsiyonunu baglatir (Figilr a). R_(:D_ CHQ_(H:_rlu < >O
A H H

Acyl homoserine lactone (AHL)

(b)
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° ° ° o W o
Autoinducer (esitliligi
. . Tlk tanimlanan autoinducer sinifi olan AHL ler (acil ST o %L
homoserin laktonlar), 6zellikle bircok gram-negatif o AL e
bakteride bulunur (Figiir b). ON%
—_— o

Other cells

- Gram-negatif bakterilerin ¢ogu ayrica Al-2 adi el i
verilen dongitisel furan tiirevi bir autoinducer liretir.

- Gram-pozitif bakteriler ise genellikle kisa peptit
yapil1 autoinducer’lar: kullanir.

Chromosome AHL synthase
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Acyl homoserine lactone (AHL)

(b)
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Biyoliiminesans ve Quorum Sensing:
Alitvibrio fischeri

- Quorum sensing olgusu, biyoliiminesansin
diizenlendigi mekanizmanin
anlasilmasiyla kegfedilmistir.
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- Ornegin deniz bakterisi Aliivibrio fischeri
151k yayabilir ve bu 181k “lusiferaz” enzimi
tarafindan tiretilir; bu stire¢ lux operonlari
tarafindan kontrol edilir.

- Lux operonlari, ancak A. fischeri'ye 6zgi
AHL molekiili (N-3-oxohexanoyl
homoserin lakton) yeterli yogunluga
ulastiginda aktiflesir; bu AHL, luxI
geninin Urini tarafindan sentezlenir.
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- A. fischerinin biyoliiminesans kolonileri

yandaki figiirde gosterilmistir.
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Okaryotlarda Quorum Sensing

- Biyoliiminesans bakterilerde oldugu gibi bazi mikrobiyal 6karyotlarda da
quorum sensing gerceklegir.

- Saccharomyces cerevisiae 6zel aromatik alkoller liretir ve bu autoinducer’lar
maya hiicrelerinin tek hiicreli formdan filamentoz forma gecisini kontrol
eder.

- Candida tirlerinde ise uzun zincirli alkol farnesol, budding
(tomurcuklanan) maya formundan hifal (hif) forma gecisi engelleyerek
dimorfik yapinin diizenlenmesini saglar.
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® PPy [ [ ] o0 l;%5
Viriilans Genlerinin Kontroli:
° - ° =
A &
E. coli Ornegi
— - Baz1 patojen bakterilerde viriilans genleri Y
' quorum sensing ile kontrol edilir; 6rnegin
B Shiga toksini tireten E. coli O157:H7, AI-3 adl1 o e
= bir AHL iiretir. e, hormones
e i ~o E. coli cell
(aa] - Bagirsakta E. coli yogunlugu arttikca S— -
g bakteriler AI-3 tretirken, konak hiicreleri de " ° ¢ ’ |
E\ epinefrin ve norepinefrin salgilar. | o| Sensorkinases |
Activate
e - Bu tc sinyal molekiili, E. coli'nin | : ‘_t_ | _ A
membranindaki iki sensor kinaza baglanarak | A rcquiators.  m— ;fé'c?ud;on N
Y 1ki1 transkripsiyon aktivatorinin | Activate O
(aa) fosforilasyonu ve aktivasyonunu saglar. ' / ‘
Al-3
A - Aktive olan bu proteinler, hareketliligi Syithase Enmsrotaain

saglayan genleri, toksin salgilayan genleri ve
bagirsak mukozasinda lezyon olusturan e =
proteinleri kodlayan genleri aciga cikarir. (a) Virulence factor production in Shiga toxin-

producing Escherichia coli
Bektas Tepe
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G itif Bir Ornek
ram-pozitit bir Urnek:
&

Staphylococcus aureus
- Staphylococcus aureusun patogenezinde konak Binding of AIP to

hiicrelerini zedeleyen veya bagisiklik sistemini AP ArgCleadsto

. e . . .. . . autophosphorylation.
etkileyen kiiclik peptitlerin tiretimi 6nemli rol 4 .
oynar. - ArgB Ay " "
ArgG Cytoplasmic membrane

- Bu viriilans faktorlerini kodlayan genler, AIP T |

adi verilen kiiclik bir peptit autoinducer’in Pre AlP EC ADP Cytoplasm

kontroliindedir; AIP, argD geninin urintdir. » —/ =

¢ Pre-Alp is : ArgC phosphorylates ArgA.

- ArgB proteini pre-AIP’y1 aktiflestirip dis converted to =

ortama salgilar; artan hiicre yogunluguyla AlP by p”"‘éf’fe . \ 4

birlikte AIP duzeyl YUkSGhI' out of the cell. ArgA-P activates

- Membrana baglh sensor kinaz ArgC, AIP’ye

ArgA ~P) |
~  expression of genes
required for pre-AlP
o | i 1 ‘ and virulence proteins.
baglaninca otofosforilasyon gerceklesir ve
fosfat ArgA’ya aktarilir; ArgA-P ise argABCD T

Basal transcription ! ! Virulence proteins Z
viriillans proteinlerinin iiretimini artirir. ‘0D ) C) B jagA Genes encoding virulence)

genlerinin transkripsiyonunu ve cesitli
(b) Virulence factor production in Staphylococcus aureus
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Quorum Sensing’in Engellenmesi

- Bazi okaryotlar bakteriyel quorum sensing’i hedef alan molekiiller tiretir ve
bunlarin cogu halojen iceren furanon tirevleridir.

- Bu bilesikler, AHL veya AI-2 yapisini taklit ederek quorum sensing’e dayal
bakteriyel davranislari bozar.

- Bu nedenle quorum sensing bozuculari, bakteri biyofilmlerinin dagilmasini
ve viriilans genlerinin baskilanmasini hedefleyen potansiyel ila¢ adaylari
olarak gorilmektedir.
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Stringent (Siki) Yanit

- Stringent (siki) yanit, bakterilerin besin kitligi, cevresel stresler ve
antibiyotiklere maruz kalma gibi durumlarda kullandigi evrensel bir
diizenleyici mekanizma olarak tanimlanir.

- Bu yanitin tetiklenmesi, makromolekiil sentezinin durmasina ve hiicrenin
hayatta kalmasini artiran stres adaptasyon yollarinin aktive olmasina yol
acar.

- Mekanizmanin biiyiik bolimii E. coli kullanilarak ¢oziilmiistiir ve i1lk olarak
amino asit acligir baglaminda incelenmigstir.
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Stringent (Siki) Yanitin
Mekanizmasi

- Dogadaki mikroorganizmalar hizla degisen besin diizeyleriyle karsilasabilir;
bu durum laboratuvarda “shift down” veya “shift up” deneyleriyle kolaylikla
modellenebilir.
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. Ozellikle amino asit veya enerji yetersizligi, gen ekspresyonunu yeniden
diizenleyen giicli tetikleyicilerdir.
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taniml bir ortama gecildiginde, rRNA ve
tRNA sentezi neredeyse aninda durur ve
yeni ribozom tretimi gerceklesmez.

- Protein ve DNA sentezi azalirken, yeni

amino asitlerin biyosentezi aktive olur.

- Bir siire sonra rRNA sentezi yeniden baglar

ancak hiicrenin yavaslayan biiyiime hizina
uygun yeni bir seviyede devam eder.

- Bu diizenleme, katabolit baskilanmasi gibi

bir global kontrol mekanizmasi olan
stringent (si1ki) yaniti olusturur.

Bektas Tepe
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Amino Asit Kisitlanmasi 1le Ortaya
Cikan Degisiklikler

- Zengin bir besiyerinden tek karbon kaynakli

Shift RNA and

down protein
Growth -Grcrw’[h \
in rich L = 7

medium

*' Stringent response .

!
s

,—PpGpp and pppGpp

----- -

0 30 60 90 120

Time (min)
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Alarmonlar: (p)ppGpp’in Roli

- Stringent (siki) yanit, ppGpp ve (p)ppGpp adl iki
nikleotidin [toplu yazimla (p)ppGpp] hizla
birikmesiyle tetiklenir.

- Bu ntiikleotidler “alarmon” olarak adlandirilir ve
amino asit acligi ile stres kosullarinda E. coli

hiucrelerinde hizlica artar. 0 o
ppGpp | |

—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Prof. Dr. Bektas TEPE

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
>
o0
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
o
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

RelA'nin Gorevi ve Ribozomal Sinyal

- Alarmonlar, ATP’den fosfat ekleyerek (p)ppGpp | (9’
T : L Polypeptide —
sentezleyen RelA i1simli protein tarafindan turetilir. Charged tRNA

Ribosome —_

- RelA, ribozomun 50S alt birimine baglhdir ve amino N ;A
asit sinirlanmasinda ribozomdan gelen sinyalle ol
aktive olur.

Stringent response
activated
* rRNA, tRNA
syntheses decreased
* Amino acid
ppGpp biosynthetic operons
activated
 Cell division arrested
e Stress survival
pppGpp pathways activated

- Amino asit acliginda, yiiklenmis tRNA miktar: ﬁ’
azalir ve ribozom, yanlishkla yiuklenmemis tRNA’y1 Uncharged tANA
kabul ederse duraklar; bu olay RelA’nin (p)ppGpp
uretimini tetikler (Figir d).
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- (p)ppGpp, Gpp proteini tarafindan ppGpp’ye
dontustirilerek agirlikli Girtin ppGpp olur.

(d
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(p)ppGpp’'in Global Diizenleyici
Etkileri

- (p)pprGpp, RNA polimeraza baglanarak rRNA ve tRNA genlerinin
transkripsiyonunu giicli sekilde baskilar.
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- Gram-pozitif bakterilerde alarmonlar, transkripsiyonun baslatici
ribontiikleotidleriyle etkileserek benzer bir baskilama yapar.

- Hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakterilerde stres yanit yollari ve
baz1 amino asitlerin biyosentetik operonlar: aktive edilir.

- E. coli’de ayrica DNA sentezi, hiicre boliinmesi ve zar bilesenlerinin (6rnegin
membran lipitleri) sentezi yavaslatilir.
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SpoT’un Roli

- SpoT, (p)ppGpp’yl hem sentezleyebilen hem de parcalayabilen ikinci bir
proteindir.

- Cogu kogulda SpoT, alarmonlarin parcalanmasindan sorumludur ancak bazi
streslerde veya besin yetersizligi algilandiginda sentez yontiinde calisir.

- Boylece stringent (si1k1) yanit yalnizca amino asit 6nciillerinin eksikliginden
degil, ayn1 zamanda biyosentez i¢in enerji yetersizliginden de
kaynaklanabilir.
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(a) Escherichia coli

Ekolojik Baglamda Stringent (Siki)
g2
Yanit
g
T - Stringent (siki) yanit, hiicrenin
O metabolik durumunu cevre kosullariyla PF
(= uyumlu hale getiren kiiresel bir Limited stress Stringent response
= mekanizmadir.
m Nutrient-rich "G& Amino acid, carbon
e - K. COli, baglrsaktan dls ortama large intestine iron, or phosphate '
— ciktiginda besin azalmasina bagl olarak i,
g ppGpp sentezini artirir ve stringent
p (s1k1) yanit baglar.
@ o= N.o.rmal cell ~ \ - ; /-\rres?e'd.
(am division ) cell division
'\
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Caulobacter’de Stringent (Siki)
Yanit: Farkli Bir Tetikleyici

. OllgOtI’Oflk sularda yasayan Oligotrophic—low g Ammonia or
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sayisinin artmasina yol acar; bu
hiicreler hareket ederek daha besinli
bir ortama ulasma olasiliklarini artirir.

—_— : - 5 : level of nutri o b i
Q Caulobacter, amino asit aclig1 yerine SVe_Of nutnents, L[ EEERon starvanon
o karbon ve amonyak sinirlanmasiyla o —————
= stringent (siki) yanit1 baslatir.
(-
&S - Caulobacter, saph (stalked) ve
E\ hgreke{:ll.(swarmer).o.lmak lizere 1ki Stalked cells Swarmer cells
R hiicre tipi olusturabilir. dominate dominate
8
o= - ppGpp lretimi, swarmer hiicre (b) Caulobacter crescentus
(aa)
A
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Mycobacterium tuberculosis ve
° § é
Kalicilik (Persistence)
§
. - Mycobacterium tuberculosis’te stringent AnABION tredtment stoppec,
(s1k1) yanit, hipoksik ve fosfatca sinirh — Vegeaiive Porr
akciger ortaminda tetiklenir. e i R 220 i .
- ——— % B0 stress I
- Bu durum, bakterilerin bir kisminin | / Granuloma
persister (kalic1) hiicrelere donilismesine yol |
acar.

© <ammm S
. . 1. . . RE Persistercells e @ _ ’
- Persister hiicreler antibiyotiklere direnclidir ..., s & VTeatwith @ & N

. e - tibioti o 22
ve granulomalarda uzun stire canl kalabilir. Ly ontoRes
(c) Mycobacterium tuberculosis

Increase in
persister cells
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- Tedavi sonrasi stres kosullar1 ortadan
kalkinca, persister hiicreler yeniden
enfeksiyon yapabilen forma donerek kronik
tiberkiiloza neden olabilir.
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Bakterilerde Kiiresel Diizenleyici
Sistemler

- Katabolit baskilanmasi ve quorum sensing, bakterilerde kiiresel diizenleyici
kontroliin temel 6rnekleridir.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

D

)]

o
Q
o
~

)]

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

- E. coli ve diger pek cok Bakteri ile Archaea’da cesitli kiiresel kontrol
sistemleri bulunur.

- Bu sistemler birden fazla regulonu iceren cok sayida geni ayni anda
diizenler.

- Kiiresel kontrol aglarinda aktivatorler, baskilayicilar, sinyal molekiilleri, 1ki
bilesenli sistemler, diizenleyici RNA’lar ve alternatif sigma faktorleri gérev
alir.
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Bakterilerde Iyi Calisilmis Uc
Kuresel Yanit

- Pho regulonu, 1s1 soku yaniti1 ve RpoS regulonu bakterilerde en iyi bilinen
kiiresel yanit 6rnekleridir.
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- Pho regulonu hiicrenin fosfat diizeylerine verdigi yaniti metabolik ve
biyosentetik stiireclerle iligkilendirir.

- Is1 soku yaniti tiim yasam alanlarinda goriliir ve bakterilerde cogunlukla
alternatif sigma faktorleri tarafindan kontrol edilir.

- RpoS, stres kosullarina genel bakteri yanitinin ana diizenleyicisidir ve
400’den fazla geni kontrol eder.
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Pho Regulonunun Onemi

- Fosfor, DNA ve RNA sentezi ile enerji Giiretimi ve hiicre ici sinyallesme i¢in
temel bir elementtir.

- Dogada fosfor genellikle inorganik fosfat (Pi, PO.*") halinde bulunur ve ¢cogu
ortamda sinirlayici besindir.

- Bakteriler Pi sinirlanmasina uyum saglamak icin Pho regulonu gibi 6zel
diizenleyici mekanizmalar gelistirmistir.

- Pho regulonu, pozitif kontrolle calisan iki bilesenli bir diizenleme sistemi
1cerir.
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Streptomyces’te PhoR—PhoP Sistemi

- Bu sistem, zara bagli bir histidin kinaz olan

PhoR ve sitoplazmik transkripsiyon
diizenleyicisi PhoP’ten olusur.

- Diigtik P1 seviyeleri PhoR’nin aktiflesmesini

ve PhoP’nin fosforillenmesini tetikler.

- Fosforillenmis PhoP (PhoP-P), genoma
dagilmis Pho kutularina baglanarak
transkripsiyonun baslamasini saglar.

- Pifazlaliginda PhoP’nin defosforilasyonu
gerceklesir ve P1 metabolizmasiyla iligkili

genlerin ifadesi azalir.
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Low P,
signal
p 3 :
\ | PhOR} # ( S \y __— Cytoplasmic
] — membrane
ATP PhoR kinase Cytoplasm
activity is
ADP triggered.
PhoP » PhoP —:_P:“:
Represses
‘%Activates
Genes encoding Genes eﬁcoding
activators for phosphate uptake gInA and
antibiotic synthesis proteins amtB

| | !

Antibiotic Phosphorus Nitrogen
production metabolism metabolism
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PhoP-P'nin Aktivasyon ve Baskilama [g¢
g .2
o0 2 g
Rolu
§
o= . Pho regulonu ¢ogu bakteride Pi e
= sitnirlanmasina yanit mekanizmasidir ancak P A—
=) ayni zam.a.nda kiresel kontrol 6rnegi olarak \3 PhoRy 3 \y P —
= kabul edilir. - membrane
m ATP PhoR kinase Cytoplasm
- PhoP-P, baz1 promotorlere sigma faktoru sctivity ls
m o o 3 . ADP triggered.
== cagirmadan baglanarak RNA polimeraz
°§ engeller ve bagl genin ifadesini baskilar. — B e
— - Bu diizenleyici protein, sasirtici bigcimde S
oN aktive ettiginden daha fazla geni baskilar. Activates -
| o,
3 v & =
POl PhoP Pnin dizenledigi genler arasimda Sgoene™ Sl
glnA, amtB gibi azot metabolizmasi ve Spibioticeypthocia Lol amtB 3
antibiyotik senteziyle iligkili genler de I ! ! A
Antibioti Phosph Ni .
bulunur. | i | plsidi | e :
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Pho Regulonunun Patojenlikteki
Rolu

- Patojen bakteriler farkli enfeksiyon bolgelerinde hem Pi sinirli hem de Pi
acisindan zengin ortamlarla karsilasir.
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- Bu nedenle Pho regiilonu bazi patojenlerde biyofilm olusumu gibi siireclerin
kontroliinde rol oynamaktadir.

- Pho regiilonu ayrica antimikrobiyal direnc, toksin liretimi ve asit direncinin
diizenlenmesi ile iligkilendirilmigtir.

- Bu 6zellikler Vibrio cholerae, Pseudomonas tiirleri ve patojen E. coli gibi
bircok mikroorganizma icin onemlidir.
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Is1 Soku Yanitinin Temel
Mekanizmasi

- Cogu protein 1liml sicaklik artigslarina dayanikli olsa da bazilar:1 yiiksek
sicakliklarda kolayca denatiire olur.
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- Yanlis katlanmis proteinler proteazlar tarafindan taninir ve hizli bicimde
parcalanir.

- Is1 stresi, hiicrenin zarar gérmiis proteinlerle basa cikmasini saglayan 1s1
soku proteinlerinin sentezini tetikler.

- Bu proteinler yalnizca 1s1 1le degil, etanol gibi kimyasallar veya yliksek UV
radyasyonu gibi diger streslerle de uyarilir.
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- Bakteri ve Archaea’da 1s1 soku proteinlerinin

uc¢ temel sinifi bulunur: Hsp70, Hsp60 ve
Hsp10.

- E. coli’de Hsp70 ailesinin temsilcisi DnaK’tir

ve yenl sentezlenen proteinlerin bir araya
cokmesini onler.

- GroEL ve GroES, Hsp60 ve Hsp10 ailesinin

uyeleridir ve yanlis katlanmis proteinlerin
dogru sekilde yeniden katlanmasini saglar.

Diger bir 1s1 soku protein sinifi, denatiire
olmus veya geri donilisimsiiz sekilde agregat
yapmis proteinleri parcalayan proteazlari
1cerir.
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Low temperature

High temperature

Is1 Soku Proteinlerinin Siniflar:

Dnak Normal
/ @ pmt9| n
RpoH

Degradation of
RpoH by protease

RpoH is
released.

Denatured
protein

DnaK binds
and refolds
/ proteins.
RpoH is free
to transcribe
heat shock
genes.

Proteins unfold at
high temperature.
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Is1 Soku Yanitina Genel Bakis

- Bakterilerde 1s1 soku yaniti, alternatif sigma
faktorii RpoH (032) tarafindan diizenlenir.

- RpoH, 1s1 soku proteinlerinin sentezini kontrol
eder ve normalde sentezinden kisa siire sonra
hizla parcalanir.

- Hicre 1s1 sokuna maruz kaldiginda RpoH’1n
y1kimi baskilanir ve hiicredeki miktar: artar.

- RpoH seviyesindeki bu artis, RpoH’1n tanidigi
promotorlere bagli 1s1 soku operonlarinin
transkripsiyonunu ytkseltir.

Bektas Tepe
gezimania_tr

Low temperature

High temperature

Dnak Normal
/ @ pmt9| n
RpoH

Degradation of
RpoH by protease

RpoH is

released. Denatured

protein

RpoH

DnaK binds
and refolds

/ proteins.
RpoH is free
to transcribe
heat shock
genes.

Proteins unfold at
high temperature.
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DnaK ve RpoH Etkilesima:
Is1 Sokunun Molekiiler Mantigl

- RpoH’1n y1kilma hizi, onu inaktive eden serbest

DnaK miktarina baglidir.

- Normal kogullarda serbest DnaK fazladir ve
RpoH seviyesi bu nedenle diistik kalir.

- Is1 nedeniyle proteinler acilmaya basladiginda,
DnaK bunlara baglandigindan RpoH’1 inaktive
edecek kadar serbest kalamaz.

- Boylece denatiire protein miktar: arttikca
serbest DnaK azalir, RpoH seviyesi ytikselir ve
1s1 soku genleri etkinlesir.
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Low temperature

High temperature

Dnak Normal
/ @ pl‘Otein
RpoH +

Degradation of
RpoH by protease
RpoH is

released. Denatured

protein

RpoH
DnaK binds
and refolds
proteins.

RpoH is free
to transcribe
heat shock
genes.

Proteins unfold at
high temperature.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektas TEPE




—
=
(=)
i
(==
(1" ]
—
(o
|
e
A

Is1 Sokunun Sona Ermesi ve

Hucresel Zaruret

- Ortam sicakligi normale dondiigiinde DnaK

yeniden RpoH’1 inaktive eder ve 1s1 soku
proteinlerinin sentezi azalir.

- Hicreler, bu proteinlere duyulan stiirekli
gereksinim nedeniyle optimal kogullarda bile
diistik miktarda 1s1 soku proteini bulundurur.

- Stres altinda 1s1 soku proteinlerinin hizla
artmasi, fazla miktarda olusan inaktif
proteinlerin yeniden katlanmasi veya
parcalanarak amino asit geri kazanimai i¢in
kritiktir.

- Agir1 1s1, kimyasal ya da fiziksel streslerde bu
mekanizma hiicrenin hayatta kalmasinda

temel rol oynar.
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Low temperature

High temperature

Dnak Normal
> @ protein
RpoH

Degradation of
RpoH by protease

RpoH is
released.

Denatured
protein

RpoH
DnaK binds
and refolds
proteins.

RpoH is free
to transcribe
heat shock
genes.

Proteins unfold at
high temperature.

Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektas TEPE




Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Archaea’larda Is1 Soku Yaniti

- Archaea tiirlerinde de, optimum biliylime sicakliklar: ¢ok yiiksek olsa bile,
bir 181 soku yaniti bulunur.

- Bircok Archaea’da bakteriyel Hsp70’e benzer bir protein yer alir ve yapisal
olarak gram-pozitif bakterilerdeki Hsp70’e benzerlik gosterir.

- Hsp70 ayn1 zamanda 6karyotlarda da bulunan evrensel bir strestir.

- Archaea’larda ayrica bakterilerdeki stres proteinleriyle iligkili olmayan
farkl 1s1 soku proteinleri de yer alir.
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Genel Stres Yaniti: RpoS’1n Rol

- Dogal ortamlarda mikroorganizmalar besin kisiti, asir1 pH ve oksidatif stres
gibi ¢cok yonli streslerle karsilasir.

- Gram-pozitif bazi tiirler sporlanmaya yonelirken, bircok gram-negatif
bakteri genel stres yaniti ile hiicre yasamini stirdiirmeye calisir.

- Bu yanit, alternatif sigma faktorii RpoS (6S/038) tarafindan kontrol edilir.

- RpoS, o6zellikle logaritmik artistan duragan faza geciste yliksek diizeyde
bulunur ve bu nedenle duragan faz sigma faktori olarak bilinir.
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RpoS’1n Diizenledigl Genis Gen Agl

- RpoS’in kontrol ettigi gen dizisi 400’den fazla geni kapsar ve bunlar besin
kisiti, DNA hasarina direnc, biyofilm olusumu ve ozmotik/oksidatif/asidik
stres yanitlarinda gorev alir.

- RpoS, cevresel degisimleri algilayip diger diizenleyicilere sinyal aktararak
genig Olcekli bir kontrol saglar.

- Ornegin E. coli’de RpoS tarafindan taninan genler arasinda, dinB (DNA
polimeraz IV) ve katalaz genleri bulunur.

- Bu genler, DNA onarimi ve reaktif oksijen tiirleriyle miicadele gibi temel
stres slireclerinde etkindir.
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RpoS'in Cok Katmanli Kontrolu

- RpoS’1 diizenleyen mekanizmalar transkripsiyonel, translasyonel ve post-
translasyonel diizeyde igler.

- ppGpp alarmonu, rpoS transkripsiyonunu artirarak RpoS’1 stringent (siki)
yanit ile dogrudan baglantili hale getirir.

- Streste uretilen bazi kiiciik RNA’lar (sRNA) rpoS translasyonunu pozitif
yonde diizenler.

- Stres olmayan kogullarda RpoS proteini kolayca yikima ugrar; bu durum
genel stres yanitinin gercekten ihtiyac halinde devreye girmesini saglar.
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RNA Tabanli Duzenlemenin
Temelleri

- Simdiye kadar diizenleyici stireclerde proteinlerin sinyalleri algiladigi ve
DNA’ya baglandig1 6rnekler tizerinde durulmustur.
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- Ancak bazi1 durumlarda, RNA molekiilleri de gen ekspresyonunu
transkripsiyon veya translasyon diizeyinde diizenleyebilir.

- Proteine cevrilmeyen RNA’lar genel olarak non-coding RNA (ncRNA) olarak
adlandirilir.

- ncRNA sinifina rRNA, tRNA, sinyal tanima partikiiliindeki RNA ve 6zellikle
okaryotlarda mRNA’nin islenmesinde gorev yapan kiiciik RNA’lar dahildir.
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Kicik RNA’lar (sRNA) ve Gen

Duzenlemesi

- Kiiciik RNA’lar (40—400 niikleotid) hem prokaryotlarda hem ¢karyotlarda
yaygin olarak bulunur ve gen ekspresyonunu diizenler.
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- Ornegin E. coli’de ¢cok sayida sRNA, hiicre fizyolojisinin farkli yénlerini
cevresel ya da hiicresel sinyallere yanit olarak kontrol eder.

- Bu diizenleme, sSRNA'nin diger RNA’lara veya bazi durumlarda kiiciik
molekiillere baglanmasiyla gerceklegir.

- Sonucta, sSRNA’lar hiicre ic1 kosullara uygun bir gen ekspresyonu diizeni
olusturur.
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Dizenleyici RNA’lara Genel Bakis

- Kiiciik RNA’lar (sRNA’lar), cogunlukla mRNA’larla baz eslesmesi yaparak

etkilerini gosterir.

- Bu baglanma, hedef mRNA’da ikincil yapi (cift sarmal bolgeler) olusturarak
ribozomun baglanmasini/ilerlemesini engeller ve translasyon hizim
degistirir.

- Boylece, 1lgili mRNA zaten sentezlenmis olsa bile, protein tiretimi ek bir
mekanizma ile kontrol altina alinir.
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sRNA’larin Etki Mekanizmalar:

- sRNA’lar, hedef mRNAnin translasyonunu dort farkli mekanizma ile
degistirir.

- Bazi1 sRNA’lar, mRNA’nin ikincil yapisini degistirerek daha 6nce erigilebilir
olan ribozom baglanma boélgesini (RBS) kapatir ve protein sentezini azaltir.

Translation inhibition/stimulation RNA degradation/protection
1 sRNA G 8
mRNA 3o, 5 mRNA \ Yo g
S == 8 Ny — — s . —ILE
5 NNty f.){ ¥ pomgllesny oo 3 5 B -»\4:5»'-3:14 3 oo TS
RBS = g RBS RBS
RBS
l l l l Ribonuclease
Translation No translation Translation No translation
A3
9. , S 2. N
l/' i [ Vi SE— Y
A\, — - r O =t e — _ — o= — 1
\3&4\;-;--:—; ¥ ¥ N Ry 5 e 5 el v
RBS RBS RBS RBS
Ribonuclease l
No translation Translation No translation Translation
@ (b)
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Translation inhibition/stimulation RNA degradation/protection
1 sRNA 1.
y, mRNA N 1 4 mRNA > Yo g
“ ) R <ain g » G -  oui = TILE
5 RN RN 3 » il ' 5 =k : —
. RBS . @ ik L RBS o o il s—\‘*’#
RBS
l l l l Ribonuclease
Translation No translation Translation No translation -
' A
53
= =
~fc ur
2- l/.. . 3 5’ :‘ ,5 2- 3’:_: . 5 ﬁ
A\ — - U == _ j— o —

\m"x;-f——;—_—;? ¥ K e ““ 5 il 3 ol
RBS RBS RBS RBS R
l Ribonuclease l Q
is
No translation Translation No translation Translation Qi

(@ (b)

sRNA’larin Etki Mekanizmalar:

- Diger durumlarda ise tersi olur; sRNA, kapali duran bir RBS’y1 acarak
ribozomun baglanmasini kolaylastirir ve protein Giretimini artirir.
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mRNA Kararliligi Uzerindeki Etkiler

- SRNA-mRNA baglanmasi, mRNA’nin ribontikleazlar tarafindan yikilma
hizini artirabilir veya azaltabilir.

- Artan yikim, mRNA’nin transle
sentezini durdurur.

edilmesini engelleyerek yeni protein

Translation inhibition/stimulation RNA degradation/protection
1 sRNA 1
mRNA 3o, 5 mRNA \ Yo g
B o u oot o - s - e —TTILE
5 S f_’,(3 5 G e S 5 =y \\4_72'-::7_43’ 5’ === ——\_j[f_.._&
RBS = - RBS RBS
RBS
l l l l Ribonuclease
Translation No translation Translation No translation
A3
B , =05 o -
Cary U 3 3 R &
A\, — - r O =t e — _ — o= — 1
\3&4\;-;--:—; ¥ ¥ \Nam ey 5 e 5 gl v
RBS RBS RBS RBS
Ribonuclease l
No translation Translation No translation Translation
@ (b)
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mRNA Kararliligi Uzerindeki Etkiler

- Buna karsilik, mRNAnin stabilitesinin artmasi, hiicrede 1lgili proteinin

daha yliksek seviyelere ulagsmasini saglar.

Translation inhibition/stimulation RNA degradation/protection
1. sRNA 1.
mRNA 3o, 5 mRNA > Yo g
— p—— - Sy P— - g T
5 (= “"" \\_Tf;:\\_‘ f_),(a' 5 Powt— e 3 5! e _‘“ _/’— 7"43 g . ——:_::T;
RBS = - g RBS RBS
RBS
l l l l Ribonuclease
Translation No translation Translation No translation
‘_/‘,3'
2. , '%."15' 2. .
l/_ - =1 5 \ 1 3;'_—: — 5
A\, — - | =t . m— =X —
\m’-x;-:—;—_—;? 3 oy 9 | RN ““ 5 gl o
RBS RBS RBS RBS
l Ribonuclease l
No translation Translation No translation Translation
@ (b)

Bektas Tepe
gezimania_tr

Gy
(@)
>
on
[©)

—
o

B

[an)

4
(]
[©)
£~

[an)

el
=
0
—
&
g
n
o=
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

Prof. Dr. Bektas TEPE




sRNA’larin Hiicresel Siireclerdeki
Rolu

- sRNA’lar oksidatif stres, demir stresi, glukoz—fosfat stresi, quorum sensing,
biyofilm olusumu ve duragan faz gibi ¢cok cesitli stirecleri diizenler.
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- Bu sRNA’larin transkripsiyonu, genellikle hedef genlerin kapatilmasi
gereken kosullarda artar.

- Boylece hiicre, cevresel degisimlere hizli ve etkili yanit verebilir.
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h A ir Sirlilig
RyhB sRNA ve Demir Sinirliligina
Yanit
§
N . E. coli’de RyhB SRNA, bflyl'ime igin demirin Translation inhibition/stimulation
O sinirli oldugu kosullarda sentezlenir. 1. mRNA | NPT
o RN Rt Y camllllan o
=D - RyhB, demir metabolizmasinda gorevli ° RBS A S
(o= veya demiri kofaktor olarak kullanan l, l,
&S proteinleri kodlayan mRNA’larin RBS S R
) bolgelerine baglanarak translasyonu o
°§ engeller. G~
: 2. . IS5
- - RyhB—-mRNA ciftleri riboniikleazlar, LM—’-_Q‘:— e 5 oy 3
N ozellikle riboniikleaz E tarafindan hizla RBS RBS o
yikilir ve boylece hiicre demir tasarrufu l, l,
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Glukoz—Fostat Stresinde SgrS
sRNA’nin Rolu

- SgrS sRNA, glukoz 6-fosfat birikimini
onlemek lizere glukoz—fosfat stresinde ifade
edilir.
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B sors

B pisG mRNA

- SgrS, glukoz tasiyicisini kodlayan ptsG
mRNA 1ile cift sarmal yaparak riboniikleaz
E tarafindan yikimi baglatir.

- Boylece glukoz alim1 azalir, glukoz 6-fosfat
seviyesi diger ve glikoliz yolu aktif

kalabilir.

@) 0 min (b) 10 min
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trans-sRNA’larin Ozellikleri

- Bircok sRNA, hedef mRNA’larindan 2= e
uzakta bulunan intergenik boélgelerde R —
kodlandig1 icin trans-sRNA olarak
adlandirilir.

- Bu sRNA’lar, hedef mRNA 1le
genellikle yalnizca 5—11 niikleotitlik Hfq Small regulatory
kisa bir bélgeden eslesme yapar. protein RNA recognition sequence

- Sinirli tamamlayicilik nedeniyle, bu
eslesmenin gerceklesebilmesi cogu
zaman Hfq proteininin destegine
baghdair.
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w S g
Hfq ve RNA Saperonlugu
2
. - Hfq proteini, hem sRNA’ya hem de ﬁﬁf\" S
hedef mRNA’ya baglanarak ikisinin g
bir araya gelmesini kolaylastirir.
- Hfq, yuzeylerinde RNA baglanma g
bolgeler: bulunan hekzamerik
halkalar olusturur. Hfq Small regulatory
protein RNA recognition sequence
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- Bu protein ve benzer iglevli digerlersi,
sRNA’larin dogru yapiya ulasmasina
yardimeci olduklar: icin RNA
saperonlar1 olarak adlandirilir.

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

Bektas Tepe
gezimania_tr



Gy
o
2
an
=}

—
(=}

B

[an)

4
(]
2
£~

[an)

=
=
0
—
&
g
n
o
=
<
o0
~
o
o
~
Q
g

sRNA’larin mRNA Dis1 Hedetler:

- sRNA’lar her zaman mRNA’y1 diizenlemez; bazilar1 DNA replikasyonunda
gorev alir.

- E. coli’de ColE1 plazmidinin replikasyonu, DNA sentezini baslatan bir sRNA
ve bu slireci engelleyen antisens ortag: tarafindan kontrol edilir.

- Ayrica bazi sRNA’lar proteinlere baglanarak onlarin aktivitesini modiile
eder.
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RNA’nin Beklenmedik Roller:

- RNA’nin proteinlere 6zgii oldugu diisiiniilen pek ¢ok fonksiyonu yerine
getirebildigi anlasilmaktadar.

- RNA, kiiciik metabolitler gibi belirli molekiilleri 6zel olarak taniyip
baglayabilmektedir.

- Bu baglanma, baz eslesmesinden ziyade RNA'nin 6zgiin ii¢c boyutlu yapisina
dayanir.

- Katalitik RNA'lar ribozim, kiiclik metabolit baglayarak gen ifadesini
diizenleyen RNA’lar ise riboswitch olarak adlandirilir.
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Riboswitch’lerin Genel Mekanizmasi

- Klasik negatif kontrol mekanizmasinda metabolit bir represor proteine
baglanirken, riboswitch’lerde herhangi bir diizenleyici protein bulunmaz.

- Riboswitch’lerde metabolit dogrudan mRNA’ya baglanarak kontrol saglar.

- Bu nedenle ¢cogu riboswitch, transkripsiyon tamamlandiktan sonra
mRNA’nin translasyonunu kontrol eder.

- Yani riboswitch’ler genellikle transkripsiyon sonrasi etki gosterir.
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1bosw1 ) htar” Bol
Riboswitch Yapisi ve “Anahtar” Bolge &
§
TN - Riboswitch mRNA’larinin kodlama RN
o bolgelerinin 6n kisminda katlanarak | ‘,)
= metabolit taniyan 6zel ti¢c boyutlu yapilar ¥ W 4 ;212;’:350”
= olusur. |
=0 - Bu tanima bolgeleri, metabolite bagh veya 9 = &
"] bagh olmayan seklinde iki alternatif yap1 J & ;- )
E‘ arasinda gecis yapabilir. mRNA Coding
Z sequence
=3 - Yapilar arasindaki doniisiim metabolitin
— varligina gore gerceklesir ve bu da ST
on mRNA’nin ifadesini belirler. metabolite 4 renaiation
binds .
A

- Riboswitch’ler; baz1 vitaminlerin, az
sayida amino asidin, bazi azotlu bazlarin
ve peptidoglikan sentezi onciliiniin
biyosentezini kontrol eden enzimlerin 3 e
¥ 1mini di T Coding
lretimini diizenleyebilir. i S
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Metabolit Diizeyine Bagli Kontrol d
T - Riboswitch’lerin tanidig1 metabolit RN
= genellikle o metabolitin biyosentez ’\ ;) —
g yolundakl urunudur \‘\-\ f/j proceedls
[ >3 . . . . - —
(o= + Ornegin, thiamin pirofosfati baglayan @Il ®
e riboswitch, thiamin biyosentezine katilan s ) a
= enzimlerin kodlarini tasiyan mRNA’min~ [rna |y
°§ onilinde yer alir. sequence
— - Hiicrede thiamin pirofosfat yeterli Sional O
N oldugunda metabolit riboswitch’e baglanir metabolite J  (Feeton -
. . o . . . binds —— ‘ | o,
ve yeni yap1 ribozom-baglanma bolgesini ® A plac ad =
A kapatir. O e E
s
- Bu durumda mRNA ribozoma baglanamaz 5 _— A
ve translasyon durur. mRNA Coding E
sequence =
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Diisuk Metabolit Diizeyinde
° S g
Etkinlesme
§
TN - Thiamin pirofosfatin hiicre ic¢i seviyesi 'ava
O distigiinde metabolit riboswitch’ten ’\ —
=) ayrilabilir. ] Eacagts |
o0 - Metabolitin ayrilmasiyla mRNA yeniden @
e acilir ve ribozom-baglanma bolgesi 5
E\ gorunir hale gelir. mRNA > - Coding
sequence
D - Bu sayede mRNA ribozoma baglanir ve
— translasyon gerceklesir. Sional /
m . . . . . metabolite // Translation =
- Boylece riboswitch, metabolit diizeyine Bifics ’ blocked =
A dlfyarh geri bildirimle gen ifadesini = g
diizenler. &
Coding Q%
sequence
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Transkripsiyon Kontrolii Yapan
Riboswitch’ler

- Bazi riboswitch’ler mRNAnin bir parcasi olmalarina ragmen
transkripsiyonu kontrol eder.
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- Bu mekanizma, atteniiasyon siirecinde oldugu gibi riboswitch’in
konformasyon degistirmesine baglidir.

- Degisen yapi, tasidigt mRNA’nin sentezinin erken durmasina yol acabilir.

- Boylece transkripsiyon baslamis olsa bile tamamlanmadan sonlandirilir.
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Riboswitch’lerin Evrimsel Perspektifi

- Riboswitch’ler simdiye kadar sadece bazi1 bakterilerde, birkac bitki ve
mantarda tanimlanmigtir.

- Genom calismalari, Archaea domaininde de bazi olas1 riboswitch’lerin
varligina isaret etmektedir.

- Bazi bilim insanlar: riboswitch’lerin “RNA diinyas1” doneminden kalmis
yapilar olabilecegini diisinmektedir.

- Bu donemde riboswitch’ler, RNA yasam formlarinin diger RNA’larin
sentezini kontrol ettigi basit diizenleme mekanizmalari olabilir.
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Riboswitch’lerin Gunumuze Kalan

Rolu

- Proteinlerin evrimiyle birlikte metabolik diizenleme neredeyse tamamen
protein temelli hale gelmistir.
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- Bu nedenle riboswitch’ler, eski kontrol mekanizmalarinin son kalintilar:
olarak degerlendirilebilir.

- Yine de bugilin riboswitch’ler, belirli metabolik siireclerde hiicresel kontroliin
onemli bir parcasi olmaya devam etmektedir.
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Attentasyon: Temel Tanim

- Attentliasyon, Bakterilerde (muhtemelen Archaea’da da) goriilen bir
transkripsiyon kontrol mekanizmasidir.

- Bu mekanizmada mRNA sentezi bagladiktan sonra ancak tamamlanmadan
once erken bir sonlanma gerceklegir.

- Boylece baglatilan transkripsiyon sayisi degismez, fakat tamamlanan
transkript sayis1 azalir.

- Attentiiasyon ile kontrol, transkripsiyonun ilerleyen asamalarinda uygulanir.
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Attenuasyon ve Alternatif Yapilar

- Attentiasyonda mRNAnin ilk b6liimu olan leader kismai 1ki farkl yapiya
katlanabilir.

- Bu yoniiyle attentiasyon mekanizmasi riboswitch’lerin yapisina benzer.

- Yapilardan biri transkripsiyonun devam etmesine izin verirken digeri erken
sonlanmaya neden olur.

- Hangi yapinin olusacagi ribozomal olaylara veya bazi diizenleyici
proteinlerin etkisine baglidir.
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Triptofan Operonunda Attentiasyon

- Attenliasyonun en iyi1 bilinen 6rnekleri gram-negatif bakterilerde amino asit
biyosentez yollarinda gorilir.

. Tlk tanimlanan érnek, E. coli’deki triptofan operonudur.

- Bu mekanizmada mRNAnin katlanma bicimi metabolit diizeyine gore
degisir ve transkripsiyonun erken sonlanmasi saglanabilir.

- Boylece hiicre, amino asit seviyelerine gore operonun ifadesini hassas
bicimde ayarlayabilir.
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Attentasyonun Evrensel Olmayan
Yapisi

- Transkripsiyon ve translasyonun ayni anda gerceklestigi prokaryotlarda
atteniiasyon mumkindir.
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- Ancak okaryotlarda bu i1ki stire¢c mekansal olarak ayri oldugundan
attentiasyon goriilmez.

- Bu durum, atteniiasyonun prokaryotik hiicre organizasyonuna 0zgu bir
diizenleme bicimi oldugunu goésterir.
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Triptofan Operonunun Genel Yapisi
§
: - Triptofan operonu, triptofan biyosentez POL, - Dﬂ"P Structugal genes _ |
yolunda gorev alan bes proteinin DNA | [/ TP trp trp trp trpA
yapisal genlerini i¢erir ve operonun Qe ) ) ) ) ) )
basinda yer alan promotor, operator ve
diizenleyici dizilerle birlikte calisir. Trp Leader
- Bu operon, pek ¢ok operonda oldugu Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly fIFpSIfpsArg-Thr-Ser

o1b1 birden fazla diizenlenme (@)

mekanizmasina sahiptir ve

transkripsiyonu temel olarak negatif Threonine %@lsﬂ_
kontrol altindadar. Gly-Asn-Gly-Ala-Gly
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—
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Histidine Met-Thr-Aﬁ-Val-Gln-Phe- Lys-His-His-His-His-

Pro-Asp

Phenylalanine Met-Lys-His-lle-Pro-PHeSPRe=Phe: Al=PHe=Phe
Thr-Phe-Pro
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Threonine  Met-Lys-ArgJI8-Ser THETHARIES AT AT hr et
ﬂGly-Asn-Gly-Ala-Gly

Triptofan Operonunun Genel Yapis1 &
§
L — - Operonda, kisa bir polipeptidi kodlayan PO L trp structural genes
0 =y ’ / |
O ve lider peptit ad1 verilen bir iiriin DNA | / /" UPE trpD trpC trpB rpA
=) olusturan o6zel bir ‘leader sequence’ Q) )M ) ) ) ) )
o bolgesi bulunur.
(=) Trp Leader
&S - Leader sequence, u¢ kismina yakin
== tandem (art arda) triptofan kodonlar: Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly fIFpSIfpsArg-Thr-Ser
°§ 1cerir ve operonda bir attentiator islevi (a)
p gorur.
(aa
A

Histidine Met-Thr—Aﬁ-Val-Gln-Phe- Lys-His-His-His-His-

Pro-Asp

Phenylalanine Met-Lys-His-lle-Pro-PRe=PhesPhe: Ala PRESPHE
Ph& Thr-Bh&-Pro

=
ol
=
)
[924]
o]
+~
4
<
aa]
=
/A
G
o
~
A

(b)

Bektas Tepe
gezimania_tr




oo ° ?755.
Attentuasyon Mekanizmasinin Temel [g=
Mantigl

=
TR - Hicrede triptofan bol oldugunda, bol POL, trp structural genes |
o miktarda yiikli triptofan tRNA’s1 DNA | [/ /" UPE trpD trpC trpB rpA
= bulundugundan lider peptit sorunsuz Q) ) M ) ) ) ) )
— sekilde sentezlenir.
A - Lader peptidin sentezlenmesi, Trp Leader
(1= operondaki yapisal genlerin
E\ transkripsiyonunun sonlanmasina yol Met-Lys-Ala-lle-Phe-Val-Leu-Lys-Gly flfp=Tfp=Arg-Thr-Ser
.= acar ve boylece trp operonunun geri @
kalani ifade edilmez.
— Threonine Met-Lys-Arg-llg- SerThEThElleThEThEThrlle=Thr
laa) - Buna karsilik, triptofan az oldugunda ﬂGlY-ASH-GW-Na-GlY .
triptofan bakimindan zengin olan lider Histidine — =
A peptidin sentezi durur. Wﬁﬂ:ﬂgph&l‘ys =
q
. .y . . m
+ Lider peptidin sentezinin durmasy, Phenylalanine Met-Lys-His-lle-Pro-PHESPHESPHE: Al BRe2PRE: A
operonun tamaminin transkribe Phe. ThrPhe. Pro =
edilmesine 1zin verir. (b) &
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Attentiasyon Nasil Calisir?
(Genel Prensip)

- Prokaryotlarda transkripsiyon ve translasyon
eszamanl yluriudigi icin, mRNA DNA’dan ayrilir
ayrilmaz ribozom baglanir ve translasyon baglar.

- Bu nedenle, asag1 yondeki genlerin transkripsiyonu
devam ederken ayni anda yukar: yonde
bulunanlarin translasyonu stirmektedir.

- Attentliasyon, yeni olusan mRNAnin belli bir
bolgesinin kendini katlayarak RNA polimerazin
1lerlemesini durduran 6zel bir stem—loop yapisi
olusturmasina dayanair.

- Stem—loop olusumu, birbirine komplementer olan iki
kisa niikleotit dizisinin eslesmesiyle gerceklesir.
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Excess tryptophan:
transcription terminated

,7 Leader sequence

Direction of
transcription

DNA

palring RNA
polymerase
terminates

5 Transcription
terminated and
Trp-rich tryptophan
leader structural genes

peptide Direction of not transcribed

translation
(a)

o Leader sequence
Limiting tryptophan:
transcription proceeds

DNA

Translation
stalled

Direction of
\ transcription

RMNA
polymerase
continues

Transcription
continues and
tryptophan structural
genes transcribed

Leader / y

peptide 5t =

==

¥
Direction of
translation

(b)
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Triptofan Bol Tken Olusan
Stem—Loop (Terminasyon)

- Triptofan bol oldugunda ribozom, lider diziyi cevirir
ve lider stop kodonuna kadar sorunsuz ilerler.

- Lider dizinin geri kalani, RNA polimerazi
duraklatan bir stem—loop yapisina katlanir ve bu
yapiyl urasilce zengin bir dizinin izlemesi
transkripsiyonun sonlanmasina yol acar (Figiir a).

- Bu terminator stem—loop, operonun yapisal
genlerine gecisi engeller.

- Boylece hiicre, zaten yeterli miktarda triptofan
varken gereksiz enzim Uiretmekten kacinmis olur.
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Excess tryptophan:
transcription terminated

,7 Leader sequence

Direction of
transcription

DNA

palring RNA
polymerase
terminates

5 Transcription
terminated and
Trp-rich tryptophan
leader structural genes

peptide Direction of not transcribed

translation

(@

o Leader sequence
Limiting tryptophan:
transcription proceeds

DNA

Translation
stalled

Direction of
\ transcription

RNA

polymerase
continues
Leader / Transcription
S continues and
peptide —=
tryptophan structural
-~ genes transcribed
Direction of
translation
(b)
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Triptofan Az Iken Olusan
Alternatif Stem—Loop

- Triptofan sinirl oldugunda ribozom, lider dizideki
triptofan kodonlarindan birinde duraklar; ¢clinkii
yeterli yiikli triptofan tRNA’s1 yoktur.

- Ribozomun bu konumda takili kalmasi, terminator
yapidan farkl bir alternatif stem—loop olusmasina
1zin verir (Figir b).

- Bu alternatif yapi, terminator stem—loop™un (Figir

a’daki 3 ve 4 numarali bolgeler) olusmasini engeller.

- Boylece RNA polimeraz terminasyon bolgesinin
etkisinden kurtulur ve operonun yapisal genlerini
transkribe etmeye devam eder.
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Excess tryptophan:
transcription terminated

,7 Leader sequence

Direction of
transcription

DNA

palring RNA
polymerase
terminates

5 Transcription
terminated and
Trp-rich tryptophan
leader structural genes

peptide Direction of not transcribed

translation
(a)

o Leader sequence
Limiting tryptophan:
transcription proceeds

DNA

Translation
stalled

Direction of
\ transcription

RNA

polymerase
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Leader / Transcription
S continues and
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tryptophan structural
-~ genes transcribed
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translation
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Attentiasyonun Temel Sonucu

- Attentliasyon, transkripsiyon hizinin dogrudan translasyon hizindan
etkilenmesi tizerine kuruludur.

- Ribozomun ilerleme ya da durma hizi, hangi stem—loop yapisinin olusacagini
belirler.

- Boylece hiicre, triptofanin mevcut seviyesine hizl ve etkili bir sekilde yanit
verir.

- Bu mekanizma, gereksiz enzim sentezinin oniline gecerek enerji kaybini
onler.
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Protein ve Enzimlerin
Diuzenlenmesine Giris

- Simdiye kadar hiicrenin bir proteinin miktarini artirma, azaltma veya
tamamen ortadan kaldirma yollarini inceledik.
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- Bu kisimda 1se, hiicrenin halihazirda bulunan enzimlerin aktivitesini nasil
kontrol ettigine odaklanacagiz.

- Bu kontrol, geri bildirim inhibisyonu ve post-translasyonel diizenleme gibi
mekanizmalarla saglanir.

- Boylece hiicre, metabolik yollarin akisini hizlica ayarlayabilir.
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[ ] [ J [ [} [ [ J [ ] L?FJE
Feedback Inhibition (Geri Bildirim
° ° ° § '%
Inhibisyonu) Nedir?
§
TN + Geri bildirim inhibisyonu, bir biyosentetik yolun son e
2 Urinlinin, ayni yolun erken bir basamagindaki enzyme  Starting substrate
g enzimi gecicl olarak inhibe etmesiyle gerceklesir. \
G mom . . E A e~
o - Ilk basamagin durmasi, ara tiriinlerin olugsmasini o \\\
&S engelledigi icin tiim yolak etkinligini kaybeder. Intermediate |
= , (Fecdback
.= - Bu inhibisyon geri dontigtimliidiir; son liriin Enzyme B l \ l}”fh#ibr;'fc":’”
‘=3 azaldiginda yolak yeniden ¢alismaya baglar. Intermediate Il 'nl enzyme
1 shuts
E - Boylece hiicre, gereksiz biyosentezi durdurarak Enzyme C l I down
kaynaklarini verimli kullanir. Intermediate Il ‘,' pathway.
A Enzyme D l /

!
End product /!

=
Ay
=
B
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(a) Feedback inhibition
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- Urliniin hiicre ici miktar: azaldiginda allosterik
baglanma sona erer ve enzim yeniden aktif hale
doner.

b ' X L] 1;%5:
Allosterik Duizenlenme ve Enzim
Aktivitesinin Kontroli
=
—I - Bir yolun son iuriini, substrat ile 1lgisi olmayan bir End product
O molekiil olmasina ragmen enzimi inhibe edebilir. S#::ttsgc
(o=
=D - Bu durum, enzimin hem bir aktif bolgeye hem de son / L Active site
o0 Urinin baglandig: allosterik bolgeye sahip Allosteric site \
1 d k kl Enzyme
e olmasindan kaynaklanir. =
= o L 5 INHIBITION: Substrate
.= ° Son. Girtin fazlayker} a.llc.)s.te.zrlk bolgeye baglamr. ve Substratbe_ ) e—
D enzimin yapisl degistigi icin substrat artik aktif oot Enzyme
- bolgeye baglanamaz. ;ZCCZ:QS
(aa)
A

-/

>
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(b) Allosteric inhibition
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[zomer Enzimlerin Genel Ozelligi
§
—I - Izomer enzimler ayni reaksiyonu katalizleyen Phosphoenol- ,  Erythrose Initial
Q fakat farkl sekilde diizenlenen proteinlerdir. pY““ate - ph“phate SUbStrates
(= DAHP
= - Bu enzimler, 6zellikle geri besleme Eggtehnﬂsﬁes
o0 inhibisyonuyla kontrol edilen biyosentetik 1,2, 3}zy
e yollarda gorev alir. DAHP ‘
= : : : : i r ‘ 1 -
— - Aromatik amino asitlerin sentezinde yer alan I " \ ' Activity of
o — b . . . .. I | | pathway is
irozin, triptofan ve fenilalanin i¢in gereken , l n | partially
. enzimler buna 6rnektir. | | | reduced
v 1 Chc:rlsmate ' I by excess
m \ I of any 5
"1 \ : one end =
duct. 2
A ‘,‘ ;I produc £
M
AN Tyr-::-sme f Tryptcnphan] Final A
Phenylalanlne products ;%

(c) Isoenzyme inhibition
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DAHP Sentezinin Rolu
§
T - DAHP sentaz, aromatik amino asit Phosphoenol- ,  Erythrose Initial
= biyosentezinde merkezi bir basamagi katalizler. p'f“”ate - ph“phate S”bs“'ates
[ o . DAHP
=D - Bu yolakta dallanma noktasi siirecin ileri Eggtehnasﬁes
o0 safhalarinda yer alir ve kontrol bu nedenle 1,2, 3}zy
e kritiktir. DAHP ‘~
= : . : .. r ‘ 1 o
— - E. coli’de ti¢c farkli DAHP sentaz izoenzimi ayni 1 " | Activity of
o — . . .. I | | pathway is
11k reaksiyonu gerceklestirir. , n | partially
: l : : reduced
s 1 | by excess
(aa 11 Chc:rlsmate | of any .
\ \ : one end =
A “ ; product. g
\x / é
. Tyr-::-sme f Tryptcnphan] Final A
Phenylalanlne products ;%

(c) Isoenzyme inhibition
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. S
DAHP 1 Imlerinin Bag
zoenzimlerinin Bagimsiz
Diizenlenmesi
§
- E. colvdeki i¢ DAHP i1zoenziminin her biri farkli  Phosphoenol- |,  Erythrose Initial
bir son iirtin amino asidi tarafindan bagimsiz p‘f“”ate . PhUSPhate SUbStmtes
sekilde diizenlenir. DAHP
synthases
. . . oy - Isoenzymes
- Klasik geri besleme inhibisyonundan farkl { 1.2, 3}zy
olarak, burada enzim aktivitesi asamali bicimde ; DAHP ‘
azalir. | \ \ -
I \ \ Act;.lvlty of
.. . . g | 1 pathway is
- Aktivite, ancak i¢ amino asidin de asir1 ,' l ! | Eartiall;f
miktarda bulunmasi durumunda tamamen | : | reduced
durur. I Chc:rlsmate 1 I by excess .
\ I of any o,
\ \ : one end =
1\ ; product. g
\ / 3
. Tyr-::-sme f Tryptcnphan] Final 5:
Phenylalanlne products ;%

(c) Isoenzyme inhibition
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I 1m Duizenl Inin Hy |
Z0€nNz11n vuzeniemesinin rnucrese ¥
° § ‘g
Avantajl
§
—I - Bu sistem, yalnizca bir veya iki amino asidin Phosphoenol- ,  Erythrose Initial
= fazla olmasinin tiim yolu kapatmasini engeller. pY“”ate -~ ph“phate S”bStrates
- . . . DAHP
) - Boylece liclincii amino asit i¢in hiicrenin synthases
@ .. . e {lsuenzymes
o0 gereksinim hissettigi durumlarda yol tamamen 1,2,3)
kapanmaz. DAHP ‘
S b
= . : : e e r ‘ 1 -
— - Bu diizenleme, aromatik amino asit iretiminde " | Activity of
| - . I | | pathway is
: hiicresel dengey1 korur. , n | partially
: l : : reduced
hrr— 1 | by excess
(aa 11 Chc:rlsmate | of any .
\ \ : one end =
A “ ; product. g
\x / é
. Tyr-::-sme f Tryptcnphan] Final A
Phenylalanlne products ;%

(c) Isoenzyme inhibition
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Proteinlerin Post-Translasyonel
Diizenlenmesine Giris

- Fosforilasyon ve metilasyon gibi diizenleme mekanizmalari daha 6nce 1ki
bilesenli sistemler ve kemotakside ele alinmisti.
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- Biyosentetik enzimler, AMP, ADP ve UMP gibi kiiciik molekiillerin
eklenmesiyle de diizenlenebilir.

- Ayrica, hiicrede protein—protein etkilesimleri de enzim faaliyetini
degistirebilen 6nemli yollar arasindadir.
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Kovalent Modifikasyonla Diizenleme

- Baz1 enzimler kiictik bir molekiiliin kovalent olarak eklenmesi ya da
cikarilmasiyla diizenlenir.

- Bu tiir modifikasyonlar, proteinin tamamen sentezlenmesinden sonra
gerceklestigl icin post-translasyonel diizenleme kapsamindadir.

- Burada o6zellikle PII proteinlerinin bu sekilde diizenlenmesi ele alinacaktir.
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PII Proteinlerinin Genel Ozellikleri

- PII proteinleri, Bacteria, Archaea ve bitki plastitlerinde bulunan yaygin
sinyal iletim proteinleridir.

- Bu proteinler, azot metabolizmasinda bircok transkripsiyon faktorinii,
enzim ve tasiyici proteini diizenler.

- PII proteinlerinin aktivitesi, kovalent olarak modifiye edilip edilmemesine
bagl olarak degisir.
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If not bound to
glutamine, GInD possesses

GlnD ve Glutamin Havuzu s

glutamine synthetase

Uzerinden Sinyal Algilama - =
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Active glutamine synthetase

= / Glutamine
@ Binding of glutamine

triggers GInD to remove

! UMP from PII
Pll — UMP Pll| Pll stimulates

glutamine synthetase
adenyltransferase
activity.

- Hiicredeki glutamin diizeyi, NHs asimilasyonuna @

1htiyac olup olmadigini belirleyen temel gostergedir.

o0
Glutamine concentration

- Glutamin diizeyi diisiikse, GlnD glutamin baglamaz
ve uridiltransferaz aktivitesi kazanir.

- Bu durumda PII proteinine bir UMP grubu eklenir ve H
PII-UMP olusur.
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° @ If not bound to
’ glutamine, GInD possesses
nln ! uridyltransferase activity
-
Pll

Pll — UMP  PII-UMP stimulates
glutamine synthetase
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Brock Biology of

Microorganisms, 15. Ed.

. . § Active glutam_lne synthetase
-— - PII-UMP, glutamin sentetaz adeniltransferaz 2 @
. e . . 8 :
Q enzimini uyararak glutamin sentetazdan adenil 2 g~ Glusarmine
—— - o e E inding of glutamine
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If not bound to
glutamine, GInD possesses

Glutamin Yeterliliginde -

Diizenlemenin Tersine Donmesi _— |
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Active glutamine synthetase

= / Glutamine
@ Binding of glutamine
triggers GInD to remove
! UMP from PII
Pll — UMP Pll| Pll stimulates

glutamine synthetase

- Glutamin diizeyleri yeterli oldugunda GlnD glutamini @

baglayarak bu sinyali algilar.
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Glutamine concentration

- Bu baglanma, GlnD’nin PII-UMP’den uridil gruplarini
cikarmasini saglar (Figir b).

adenyltransferase

Inactive

o e . . .e . . ! ; activity.
- Modifiye edilmemis PII, GS tizerinde adenilasyonun H 2D B
. yeniden artmasina yol acar ve GS-AMP olusur. i
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If not bound to
glutamine, GInD possesses

GS Aktivitesinin Azalmasi e -
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Active glutamine synthetase

= / Glutamine
@ Binding of glutamine
triggers GInD to remove
! UMP from PII
Pll — UMP Pll| Pll stimulates

glutamine synthetase
adenyltransferase
activity.

@

- Tam adenillenmis GS daha diisiik aktivite gosterdigi
1cin NHs asimilasyonu azalir.

o0
Glutamine concentration

- Bu durum, hiicrenin yliksek azot diizeylerinde enerji
tasarrufu yapmasini saglar.

- Boylece NHs bol oldugunda ATP tiikketen GS yolu H

. . GS-AvP)
gereksiz yere aktif kalmaz. et

Inactive glutamine synthetase
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GS Uzerindeki Karmasik
Diizenlemenin Nedeni

- GS’nin calismasi ATP gerektirdigi icin asir1 aktivitesi hiicre i¢in enerji
kaybina yol acar.
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- NHs hiicrede yiiksek oldugunda, ATP harcamayan alternatif enzimler amino
asit sentezinde kullanilabilir.

- GS yalnizca NH; diisiik oldugunda aktif kalarak hiicrenin enerji dengesini
korur.
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Sigma Faktorlerinin Inaktivasyonu

- Normal sicaklik kogsullarinda RpoH sigma faktori, DnaK tarafindan
1maktive edilir.

- Anti-sigma faktori adi verilen bazi proteinler, sigma faktorlerine
baglanarak onlar1 post-translasyonel diizeyde inaktive eder.

- Bu mekanizma, hiicrenin ¢cevresel kogullara hizla yanit verebilmesini
saglayan onemli bir diizenleme basamagidir.
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RpoE ve Ekstra-
Sitoplazmik Stres Yaniti

- RpoE (c** veya oE) pek cok bakteride korunan ve
ekstra-sitoplazmik strese yanit veren bir sigma
faktoradir.

- RpoE, dis zar proteinlerinin dogru katlanmasi,
ekspresyonu ve doniisimii i¢cin gereken genlerin
promotorlerini tanir.

- Bu promotorlerden biri ayni zamanda dnaK genine
aittir.
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. Under normal conditions, RpoE
@ is sequestered at the membrane
by RseA; no transcription

() RpoE promoter ) Genes for envelope repair )

() RpoE promoter ) dnak )
@

Membrane stress Unfolded OMP

!‘ ! Membrane stress unfolds OMP,

triggering degradation of RseA

and freeing of RpoE;

transcription proceeds
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RseA’nin RpoE’y1 Baskilamasi |
(Normal Kosullar) )
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Stres olmayan kosullarda zar bagli anti-sigma faktor
RseA, RpoE’y1 hedef promotorlerden uzak tutar.

. Under normal conditions, RpoE
@ is sequestered at the membrane
by RseA; no transcription

() RpoE promoter ) Genes for envelope repair )

- Bu baglanma, RpoE’nin transkripsiyonu baglatmasini (#po€prometer) dnak )
engeller. &

Membrane stress Unfolded OMP

- Boylece hiicre, dis zar stres yaniti ile 1lgili genleri 7 Rl S8 § o % Bt
gereksiz yere aktive etmez. IR g A

a g ,
B N :
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Membrane stress unfolds OMP, &
triggering degradation of RseA +
RNA polymerase and freeing of RpoE; 'f)
transcription proceeds M
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Zar Stresi ve RseA’nin
Proteolitik Yikimai

- Is1 ya da ozmotik stres gibi kogullarda dis zar

proteinleri denatiire olur.

- Bu durum, RseA’ya 6zgili bir proteazin aktive

olmasina yol acar.

- RseA proteolitik olarak yikildiginda, RpoE serbest

kalir ve hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir.
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RpoE Aktivasyonu ISACE R
Sonrasl Gelisen Siirecler e LR 2L
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4 - Serbest kalan RpoE, zar onarimi i¢in gerekli genlerin @ e
= transkripsiyonunu artirir. el b i
o () RpoE promoter ) Genes for envelope repair )

= - Bu gen urlinleri arasinda dis zar proteinlerinin (JReoE promoter ) dnak )

— . . . . . .

(o= yeniden katlanmasi ve fosfolipit/lipopolisakkarit o
(4] sentezl bulunur Membrane stress Unfolded OMP
— - RpoE aktivasyonu ayni zamanda DnaK diizeyinin 5 § % 1§38 § <§

o - . . . - 2.5

D artmasini saglar; DnakK, dis zar proteinlerinin _!...'\ G

. oy e . out brane
katlanmasi ve yikimi ile 1lgilenir. J ,--,..I.,.?’.T?’.’.‘.,'."’T'zx.,,., |
e mectare A I
i Membrane stress unfolds OMP,
A W

transcription proceeds
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Zar Onarimi Tamamlandiginda
Diuzenin Yeniden Kurulmasi

- Zar onarimi gerceklestikten sonra RseA artik yikim
icin hedeflenmez.

- RseA tekrar sitoplazmik zarla iligki kurar ve anti-
sigma faktor olarak islevine geri doner.

- Bu durum, zar stresine yanit genlerinin ve dnakK
geninin ekspresyonunun azalmasina yol acar.
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Baska Bir Anti-Sigma Faktor Ornegi:
Endospor Olusumu

- Bacillus turlerinde endospor olusumu sirasinda anti-sigma faktor SpolIAB,
oF ile baglanarak onun RNA polimerazla etkilesmesini engeller.
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- Bu etkilesim, spor olusumunda 6nemli bir diizenleyici basamaktir.

- Bu ornek, anti-sigma—sigma iligkilerinin farkli biyolojik stireclerde ne kadar
kritik olabilecegini gosterir.
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(Genel Degerlendirme:
Neden Bu Kadar Onemh?

- Hiicrede RNA ve protein sentezinin diizenlenmesi, organizmanin biyolojisi
1cin hayati derecede 6nemlidir.
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- Bu diizenlemeler pek cok farkli mekanizma tizerinden gerceklesebilir.

- Her ne kadar genetik olarak bliytik bir yatirim gerektirse de, bu maliyetler
evrimsel sliirecte avantaj saglamigstir.

- Rekabetci ortamlarda mikroorganizmalarin biiyiime ve hayatta kalma
basarisi, kaynaklar:i dogru zamanda dogru siireclere yonlendirebilmesine
baglidir.
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