FARKLILASMANIN MOLEKULER
BIYOLOJISI

Hucre farklilasma mekanizmalari



Basic Heliks-Loop-Heliks (bHLH) Transkripsiyon Faktorleri

Enhancer ve promotorda DNA-baglayici proteinlerde gortlen diger
bir dnemli dizenleme bazik Heliks-Loop-Heliks (bHLH) motifidir.

Kasa 6zgu transkripsiyon faktori MyoD ve myogenin bu motifi icerir,

Drosophila 'nin periferal sinir sisteminin hicrelerini belirleyen bir
kac Drosophila proteininde oldugu gibi: daughterless, achaete-
scute, ve extracrochaetae genlerinin Urlnleri de bu motifi icerir.

Drosophila 'nin eseyini belirleyen genler de bHLH modelini igerir.

bHLH proteinleri, birinci alfa heliksin ontinde yer alan bazik amino
asitleri (tipik olarak 10-13) bolgesiyle DNA’ya baglanir.

Heliksler her 3. ve 4. pozisyonlarinda hidrofobik amino asitler
bulundurur, boylece heliksin hidrofobik uclarinin ylzeyi cevreye
bakar.

Bu da proteinin ayni proteinle veya boyle bir ylzeye sahip benzer
bir proteinle hidrofobik interaksiyonlarla eslesmesini saglar.



bHLH TF

Son calismalar gostermistir ki, homodimerler (iki identik
bHLH proteini arasinda) DNA'ya iyi baglanmazlar.

Bunun yerine, bHLH proteinleri asagidaki paradigmaya gore
onlarin promotor dizilerini tanir.

Bircok hiicrede sentezlenen, iki potansiyel partnerin biriyle
bir dimer olusturabilen ve her yerde bulunabilen bir bHLH
proteini vardir.

Bu muhtemel partnerlerin biri (transkripsiyonu uyaran)
pozitif dizenleyicidir; diger partner negatif dizenleyicidir.

Pozitif dizenleyici bu genel proteinle dimerize oldugu
zaman, onun tanidigi genlerdeki transkripsiyonu uyaran bir
aktivator kompleks olusturur.

Negatif dizenleyici bu genel bHLH proteini ile dimerize
oldugu zaman, bu ayni gendeki transkripsiyonu baskilayan
bir inhibitdor kompleks olusturur.



Kas dokusu gelisimi

Kas dokusu mezodermden gelisir.

Ornegin, diiz kasin gelismesinde édnce mezensim hicreleri
mitozla cogalmakta ve kas hicrelerine dontismektedirler.

Cizgili kasin gelismesi ise biraz daha farkli olmakla birlikte
orijini aynidir; baska bir anlatimla mezensimaldir.

Embriyonda somit denen yapilardan miyotomlarin
olusmasiyla vicuttaki kaslarin bayuk bir bélima
gelismekte; diger kaslar ise dogrudan mezensimden
olusmaktadir.

Kas lifini olusturan hticreye miyoblast adi verilir. Bircok
miyoblastin kaynasmasiyla lifler ve daha sonra da
miyofibriller ortaya ¢cikmaktadir.



bHLH TF

Ornegin, proteinlerin MyoD ailesi iki genel bHLH proteininden
biriyle- E12 veya E47proteinleri- kompleks olusturdugu zaman
miyogenezi ilerletmede aktiftir.

Yine de, MyoD, E12 veya E47 proteinleri Id ( inhibitor of
differentiation: farklilasma inhibitori) proteinlerine baglandigi
zaman kas gelisimi inhibe edilir.

Id proteini HLH motifi icerir, fakat DNA’ya baglanacak bazik
bolgeden yoksundur.

Id’nin MyoD, E12 veya E47 ile dimerizasyonu bu proteinlerin
DNA’ya baglanmasini engeller, ve hiicrelerde Id’nin ekspresyonu
MyoD proteinlerinin aktivitesini engeller.

Id proteini kas hlicreleri bolinmekteyken yapilir ve bunlar,
miyoblastlar miyotiplere farklilasmayi baslatmak icin hticre
devrinden c¢iktiklari zaman ortadan kaybolurlar.

Eger kiltlre edilmis miyoblastlarda Id asiri eksprese edilirse, bunlar
miyotuplere farklilasmayacaktir.



Basic Leucine Zipper (LOsin Fermuar)
Transkripsiyon Faktorleri

Bazik [6sin fermuar (Basic leucine zipper: bZip)
transkripsiyon faktorlerinin yapisi bHLH proteininkine
cok benzerdir.

bZip proteinleri dimerlerdir, onun altlnitelerinin herbiri
karboksil ucunda bazik bir DNA-baglama bolgesi icerir,
bu bolgeye yakin birkac [6sin amino asiti iceren bir alfa
heliks bulunur.

Helikste yer alan bu losinler bir “I6sin fermuar”
olusturmak icin diger bir bZip proteini Uzerindeki
benzer sekilde yerlesmis 106sin amino asitleriyle
interaksiyona girerek dimer olustururlar.

Bu bdlgeyi, transkripsiyonu uyarmak veya baskilamak
icin promotorla interaksiyona giren dizenleyici bir
bolge takip eder.



bZip TF

C/EBP, AP1 ve maya GCN4 transkripsiyon
faktorleri bZip ailesinin Gyeleridir.

Genetik ve X 1sin1 kristalografi metotlari Sekil
10-27'de gosterilen bir DNA baglama modeli
Uzerinde birlesmistir.

Sekilde DNA baglama bolgesi iceren iki alfa
heliks DNA'nin major oluguna sokulmustur,
herbir heliks identik DNA dizisini bulmustur.

Olusan baglanma bir makas gibi gérinur.



bZip TF
CCAAT dizisine baglanabilen birkac bZip proteini vardir;

en onemlilerinden birine CCAAT enhancer-baglayici protein
(C/EBP) ad verilir.

C/EBP adipogenezde miyogenezdeki miyogenik bHLH
proteininkilere benzer bir rol oynar.

Bolinmekte olan pre-adipoz hiicrelerde C/EBP’nin erken
ekspresyonu hticre boélinmesinin durmasina ve adipoz fenotipin
baslamasina sebep olur.

(Miyogenik bHLH proteinlerinin tersine, ki bu miyogenik bHLH
proteinleri sinir hlicrelerini ve fibroblastlari kas htlicrelerine
donustirebilirler; C/EBP’nin adipoz neslinden olan hiicreleri diger
hiicre tiplerine cevirdigi gortulmemistir).

Adipogenez kiltlirde baslatildigi zaman, C/EBP bZIP proteini ¢cok
sayidaki adiposite-0zgu genin enhancerine baglanir.

C/EBP’ye karsi antisense mRNA adiposite-6zgli mesajin koordineli
ekspresyonunu ve pre-adipositlerin adipositlere farklilasmasini
baskilar.



bZip TF

C/EBP ayrica karaciger hiicrelerinde de zengindir ve karacigere-6zgi
gen ekspresyonunun baslica dizenleyicilerinden biridir.

Fare hepatositlerinde, diger transkripsiyon faktorleri gelisim
sirasinda karacigere 6zgu genlerin promotor ve enhancer
bolgelerine baglanir.

Bununla beraber, bu genler dogumdan hemen 6nce bu hticrelerde
C/EBP eksprese edilinceye kadar cok miktarlarda protein (albimin
gibi) transkribe edemezler.

C/EBP proteini tarafindan aktive edilen diger bir karacigere-6zg(
gen kan-pihtilasma faktoru IX genidir.

Bu pihtilasma faktori genindeki mutasyonlar hemofili B’ye sebep
olur.

Bazi hastalarda, bu hastaligin sebebini arastirmak icin faktor IX
geninin promotor bolgesindeki C/EBP baglama yerindeki
mutasyonlar izlenmistir.

Bu mutasyonlar bu gene C/EBPnin baglanmasina engel olur.



Zinc Finger (Cinko Parmak) Transkripsiyon Faktorleri

DNA-baglama bdlgesinin diger tipi ¢inko parmak (zinc finger)
motifidir. Cinko parmak proteinleri :

WT-1'i (WT-1 bobrek ve gonadlarin olusumunda kritik olan 6nemli
bir transkripsiyon faktorudur);

her yerde bulunan transkripsiyon faktoru Sp1’i;
Xenopus 5SrRNA transkripsiyon faktora TFIHA'yi;

Krox 20’yi ( arkabeyin gelisiminde gen ekspresyonunu diizenleyen
bir protein);

Egr-1'i (beyaz kan hicrelerinin makrofaj nesline gelisiminden
sorumlu);

Krippel’i (Drosophila’da abdominal hiicreleri belirleyen bir protein)
ve

cok sayida steroid-baglayici transkripsiyon faktorlerini icerir.

Bu proteinlerin her biri iki veya daha fazla “DNA-baglayici
parmaklar”a sahiptir, bunlarin alfa heliks bolgelerinin merkezi amino
asitleri bazik olma egilimindedir.

Bu bolgeler ikili olarak birbirine baglanmistir ve her biri iki sistein
(heliksin tabaninda) ve iki i¢ histidin tarafindan koordine edilen
merkezi olarak yerlesmis cinko iyonuyla stabilize edilmistir.



Zinc Finger (Cinko Parmak) Transkripsiyon Faktorleri

Kristal yapi, cinko parmaklarin DNA'nin major oluguna
baglandigini gosterir.

WT-1 proteini dort cinko parmak bolgesi icerir ve genellikle
fotal bobrek ve gonadlarda eksprese edilir.

Mutant WT-1 aleline sahip insanlar (genellikle genin veya
cinko parmak boélgesinin mutasyonuyla) trogenital bozukluklar
ve bobreklerde Wilm’s timoru gelisimine sahiptir.

Farelerde, her iki WT1 geni gen hedefleme yoluyla cikarilabilir
ve ne bobreklere ne de gonadlara sahip farelerin uterusta
olimuyle sonuclanir.

WT1 faktort bobrek gelisimi sirasinda aktif olan birkac¢ genin
dizenleyici bolgesine baglanir ve ayrica gelisen bébreklerde
bazi baylme faktorlerinin (6zellikle insilin benzeri biyime
faktora 1) ekspresyonunu inhibe ettigi distintilmektedir.



Miyogenik bHLH Proteinlerin Dlizenlenmesi:

Kas hiicre proliferasyonu ve differansiyonu arasindaki salterin yonetimi

Miyogenik bHLH proteinleri diizenlemek icin onlarin Id (inhibitor of
differentiation; farklilasmayi inhibe eden proteinler) ile dimerize
olmaktan baska yollar vardir.

Kas hicrelerinin genel olarak proliferasyonlarini bitirinceye kadar
farklilasmadiklari uzun zamandir bilinmektedir.

Cogalmakta olan kas hticreleri kasa-6zgl fenotipi ifade etmezler,
Kaslar farkhlastiklari zaman artik bolinmezler.

Bliyume ve farklilasmanin iskelet kas gelisiminde 6zel bir durum
oldugu disitnulmektedir, ve kas huicresi bir kere hiicre devrinden
cikinca, bluyume faktorleri saglansa bile, geriye donemez.

Farklilasma ve proliferasyon arasindaki boyle gruba 6zgi ortak
Ozellikler ayrica noronlarin, adipositlerin, kan hicrelerinin ve deri
keratinositlerinin de gelisiminde goralur.

Miyogenez sirasinda bu salter mekanizmasinda miyogenik bHLH
proteinlerin diizenleyici etkisinin ise karistigi aciktir.



Miyogenik bHLH Proteinlerin Diuzenlenmesi 1
Bu mekanizmalarin birincisi miyogenik bHLH proteinleri ilk ortaya
ciktigr zaman erken kas farklilasmasini 6nlemekten sorumludur.

Miyogenik bHLH proteinleri buylime faktorlerine son derece
duyarhdir.

Blyume faktorleri mitozu uyarmak icin bulundugu stirece,
hicrelerde MyoD veya Myt-5 proteinleri bulunsa bile miyogenez
meydana gelmez.

Bu bHLH proteinlerinin inaktivasyonu DNA'nin CANNTG (buradaki N
herhangi bir bazdir) dizisine baglanma ozellikleriyle iliskilidir.

Bu miyogenik bHLH proteinleri nicin fonksiyon yapamazlar?

Fibroblast blyime faktorleri(FGF) gibi buyime faktorleri sadece Id
transkripsiyonunu uyarmaz ayrica protein kinaz C’yi de aktive eder.

Bu kinaz onlarin DNA-baglama yerindeki miyogenik bHLH
proteinlerinin fosforilasyonunu uyarir.

Bu yer fosforile oldugu zaman miyogenik bHLH DNA'ya
baglanmayacaktir.

Bu yuzden biylume faktorleri bulundugu ve alinabildigi stirece
miyogenez olmayacaktir.



Miyogenik bHLH Proteinlerin Dlizenlenmesi 2

Dlizenlemenin ikinci tipi istenilmeyen yerde MyoD
ekspresyonunun engellenmesiyle ilgilidir.

MyoD en glc¢lt transkripsiyonel diizenleyicilerden
biridir.
Eger bircok hiicre icinde eksprese edilirse bu hicreler

kas olurlar. Bu da onun cok siki kontrol edildigini
gosterir.

Bir mekanizma hicrelere MyoD fonksiyonunun gicli
bir inhibitorinu sentezletmek ve belirli alanlarda
serbest birakilmasini kontrol etmektir.

Bunun somitedeki MyoD’nin ekspresyonundaki durum
oldugu aciktir, burada Twist dermatom ve
sklerotomdaki Myo D ekspresyonunu inhibe eder.



Miyogenik bHLH Proteinlerin Dlizenlenmesi

MyoD ayrica Notch reseptor proteinlerindeki sinyaller tarafindan da
baskilanir.

Aktive olan Notch proteini diger bir bHLH proteinini kodlayan hes-1
geninin transkripsiyonunu uyarir.

Bu proteinin MyoD’ye baglandigi aciktir, ve onun bir kas-uyaran
transkripsiyon faktoru olarak fonksiyon yapma yetenegini inhibe eder.

Civciv epiblast hiicreleri MyoD'yi eksprese ettigi ve kas oldugu ve kiltiirde
ayrildigi zaman, bazi juxtacrine hucrelerin epiblastin pluripotensisini elinde
bulunduran ve bu ekspresyonu inhibe etmekten sorumlu Notch gibi
temas-araciligi ile sinyali mumkun kilar.

MyoD genellikle “master diuzenleyici gen” olarak adlandirilir, ¢ctinkt onun
Uriint herhangi bir hiicreyi kasa donustirme yetenegindedir.

Paradoks herhangi bir “master kontrol geni”’nin egemen olarak
dizenlenmis olmasidir.

Bunlarin Grinleri o kadar gucltdur ki, hiicre onun yanlis hiicrelerde ve
uygun olmayan zamanlarda ekspresyonlarini 6nlemek icin bircok aracla-
birkac seviyede- degistirilir.
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