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OZET

Haciosmanoglu, E. Difteri Toksininin Klonlanmasi ve Toksinin Endozomal
Siiregte Aktinle Iligkisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyofizik
Anabilim Dali. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2010.

Difteri toksini gerek yapisi gerekse etkisi agisindan iyi tamimlanmis bakteri
toksinlerinden biridir. Simurli proteolitik sindirim sonrasi1 toksin iki parcaya
ayrilmaktadir. Toksin, N-terminal ucuna karsilik gelen, enzimatik islevi olan (ADP-
riboziltransferaz) A fragmenti (FA) ve holotoksinin hiicreye baglanmasini saglayan B
fragmentinden (FB) olusur. Toksinin enzimatik parcast (FA), endositik siirecte
sitoplazmaya ulagmaktadir. Hiicre i¢ine giren FA protein sentez inhibisyonuna, DNA
kirpilmasina, aktin iskeletinin yilkimina ve apoptoza neden olmaktadir. Aktin iskeleti,
endositik vesikiillerin olugsmasina ve bu vesikiillerin hiicre i¢inde erken endozomlara
yonelmesine dinamik destek verir.

Bu bilgilerin 15181inda, toksinin FB pargasinin ileriye yonelik caligmalarda
kullanilmak iizere antikorununun eldesi i¢in rekombinant teknikler kullanilarak FB’nin
klonlanmas1 gerceklestirildi. Corynobacterium diphtheria susundan DNA izolasyonu
yapilarak FB’nin bulundugu boélge PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Plasmide aktarilarak
E.coli susunda proteinin ekspresyonu saglandi ve GST-Trap yontemi ile kimerik protein
saflagtirildi. Kimerik FB, (GST-FB) trombin varliginda kirpilarak gel filtrasyon
kromatografisi (Sephacryl S-100) ile ayristirilda.

Hiicre icersindeki FA’nin hiicre i¢i kalimlilig1 elektroforez ve bagisik emdirim
yontemiyle farkli zaman dilimlerinde gosterildi. Hiicredeki FA’nin enzimatik (ADP-
riboziltransferaz, ADP-ribazilhidrolaz, polyPhe) etkinliginin sitokalesin D etkisinde
azaldig1 goriildii. Toksine duyarli HUVEC hiicrelerinde toksin sonrast endozomlarda
sisme goriildii. Ayrica bu hiicrelere CD ve amonyumkloriir ile muamele edilerek hiicre
ici endozom yerlesimi ve boyutlarindaki degisiklikler karsilastirildi. Toksin ve
Sitokalesin D varliginda endozomlar saflastirilarak icerisindeki FA etkinligi saptandi.
Saflagtirilan endozomlar iizerine F-aktin ve Okaryotik Elongasyon faktér 2 ilave

edildiginde FA’nin endozomlardan disar1 salindig1 gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Difteri toksini, endozom, aktin, 6karyotik elongasyon faktor 2, ADP-ribozilasyon.

Bu caligma TUBITAK tarafindan desteklenmistir. Proje No: 1075032
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ABSTRACT

Haciosmanoglu, E. Cloning of Diphtheria Toxin and Relationship Between
Toxin and Actin in Endosomal Process. Istanbul University, Institute of Health Science,

Biophysics. Master of Science Thesis. Istanbul. 2010.

Diphtheria toxin is one of the well-characterised bacterial toxins, both in terms
of its structure and mode of action. After limited proteolytic digestion, toxin is
separated into two fragments. Toxin comprises of Fragment A (FA) has enzymatic
activity (ADP-ribosyltransferase) at the end of the N-terminal end and Fragment B that
is providing connection between the cell and holotoxin. FA in the cell leads to protein
synthesis inhibition, DNA fragmentation, actin degredation and apoptosis. Actin

supports endosome vesicles to early endosomes in the cell.

FB was cloned with the recombinant techniques in order to obtain the FB
antibody for the future studies. DNA isolation from the Corynobacterium diphtheria the
FB site was amplificated with PCR and integrated to plasmid in E. coli. Then protein
expression was perfomed and chimeric protein was purified by GST-Trap. In the
presence of thrombine, chimeric FB (GST-FB) was digested and fractioned with gel

filtration chromatography (Sephacryl S-100).

FA in the cell was established both with electrophoresis and bagisik blotting in
various time periods. It was determined that FA enzymatic activity ADP-ribosyl
transferase, ADP-ribosyl hydrolyse, poy-Phe) in the cell was decreased in the presence
of Cytochalasin D (CD). In toxin sensible HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells) following DT incubation endosyme enlargement was observed. Besides
HUVECs were incubated with CD and ammonium chloride thus, the endosome
localization as well as the changes in the endosome size was compared. In the presence
of diphtheria toxin and CD endosomes were purified and the FA activity was identified.
FA release from the endosomes was observed by adding F-actin (filamenteous actin)

and eukaryotic elongation factor 2.
Key Words: Diphtheria toxin, endosome, actin, eEF2, ADP-ribosylation.

The present work was supported by TUBITAK Project No: 1075032



1. GIRIS VE AMAC

Difteri toksini (DT), NAD’yi ADP-riboz ve nikotinamide ayristirir. Sonra ADP-
riboz’u 6karyotik Elongasyon faktor 2 (eEF2) lizerine transfer ederek protein sentezinin
inhibisyonuna neden olur (1). DT nin, amino ucundaki 21 kDa’luk A fragmenti (FA)
149. glutamik asit iizerinden ADP-riboz’un aktarimmi gerceklestirir. DT nin B
fragmenti (FB) holotoksinin hiicreye yiizeyine baglanmasim saglar. Endositoz ile hiicre
icine alman FA ise ADP-riboziltransferaz etkinligiyle protein sentezini inhibe eder.
Diger yandan, K562 ve Vero gibi bazi hiicre soylarinda, difteri toksini protein sentezi
etkin bicimde durdurmasina karsin, sitotoksik (hiicreleri o6ldiiriicii) bir etki
gostermemektedir. ADP-riboziltransferaz etkinliginden yoksun mutant toksin (CRM
197) protein sentezinde inhibisyon yapmazken sitotoksik etki gostermektedir. Toksinin
aktin ile etkilestigi, aktin iskeletini yiktig1 ve DNA kirilmasina yol a¢tig1, dolayli yoldan
apoptotik siiregte rol aldigi bilinmektedir. Ayrica aktinin protein sentez 6gelerinden
ribozomlar, mRNA, okaryotik elongasyon faktor 1 (eEF1) ve eEF2 ile etkilestigi ve
eEF2’nin aktivitesini diizenledigi bilinmektedir. Aktinin bir motor protein olarak toksin
ve protein sentez dgeleri ile etkilesimi dikkate alindiginda endositik siirecteki kargo rolii
Onem kazanmaktadir. Bu bulgular difteri toksininin sitotoksik etkisinin yalnizca protein
sentezinin durmasiyla agiklanamayacagini, protein sentezinin durmasinin sitotoksik
stirecteki onemli ancak tek asama olmadigimi diistindiirmektedir (2). Bu bilgilere ek
olarak, FB ile yapilan caligmalar sinirli oldugundan, bu calismada toksinin hiicre
yiizeyine baglanmada etkin rolii olan FB’nin ileriye yonelik caligmlarada, hiicre
reseptoriinii tanima ve hiicreye baglanmasimi daha iyi anlayabilme ve FA’nin hiicre
icerisine girmesindeki ve optimizasyonundaki etkisini inceleyebilmek amaci ile ilk
olarak FB’nin klonlamas1 gerektigi Ongoriilmiistiir. Ayrica, aktin difteri toksini
etkilesiminin fizyolojik anlami sorgulanarak, toksinin hiicre ici trafiginde F-aktinin
kargo gorevi ve endozom-toksin-aktin arasindaki iligki immiinfloresan yontemlerle
gosterilmesi ve burada Sitokalasin D yardimiyla aktin iskeleti ¢okertilen HUVEC
hiicrelerinde toksinin hiicrei¢i trafigi, endositik siirecin erken evrelerinde ortaya
konularak, enzimatik etkinliginin (ADP-ribozil transferaz, protein sentez etkinligi)

incelenmesi diigiiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Difteri Toksini

Difteri Toksini ilk olarak Corynebacterium diphteria kiiltiirinde kesfedilmistir
ve dogal olarak, corynebakteriofajlarla yakindan akraba olan, toksin yapisim kodlayip
fox genini iceren lizojenik susundan elde edilir (3,4). Toksin, hem yap1 hem de
fonksiyonel acidan iyi tammlanmis bakteri toksinlerinden biridir (1). Erken biyokimysal
calismalarda gozlenmistir ki, toksin serin proteazlara karsi (drnegin; tripsin) asiri
hassasiyet gosterir ve kendisini olusturan kovalent disiilfit baglariyla birbirine bagh A
ve B olmak iizere iki fragmente ayrilir (5). Toksik olmayan serolojik mutantlardaki
caligmalarda, fragment B (FB)’nin C terminal ucta 37.1 kDa agirliginda bir peptit
olmasina ragmen, toksinin hiicre ylizeyine baglanmasim sagladigit ve fragment A
(FA)’nin sitozole ulagsmasini kolaylastirdigi, FA’nin ise 21.1 kDa agirliginda olup
enzimatik aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (6-9). FA, NAD’in ADP-riboz
kisminin 6karyotik elongasyon faktér 2 (eEF2)’ye transferini katalizleyerek hiicre ici
protein sentezinin durmasina neden olur (10). Bu etkinin yani sira FA’nin aktin ile
etkilestigi polimer yikimina neden oldugu gosterilmistir (11). Ancak, protein sentezinin
inhibisyonu ile toksine bagli hiicre Olimii arasindaki iligki tam agikliga kavusmus
degildir. Calismalar difteri toksininin protein sentezinin inhibisyonunun yan sira hiicre
iskeletinin yitkimina niikleozomlar arast DNA kirilmasina yol actigim da gostermektedir
(12). FB enzimatik olarak, inaktif goriinse de, toksinin hiicre yiizeyine baglanmasindan
ve endositozla iceri alinmasindan sorumludur (Sekil 2-1) (10). Toksinin 2.5°A’luk
coOziiniirliikteki X-1s1n1 kristalografik analizleri sonucunda 3 yapisal bilesenden
olustugu goriiliir (Sekil 2-2). Bunlar; amino terminal katalitik (C) altbirim, FA’y1
olusturur, transmembran (T) ve karboksi-terminal reseptor baglama (R) altbirimleri de

FB’yi olusturur (13).
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Sekil 2-1: Toksinin hiicre icine girisi (14).

Translokasyon

Sekil 2-2: Difteri toksininin 3 boyutlu yapis1 (15).

(A) Katalitik bolge, (R) reseptor baglanma bolgesi, (T) transmembran bolge.



2.2. Aktin Filamentleri (Mikrofilamentler)

2.2.1. Aktinin Yapisal Ozellikleri

Okaryotik hiicre sitoplazmas1 birbirinden tamamen farkli ama ayn1 zamanda
birbiriyle biitiinlesmis ii¢ ayr1 fibrin polimerini (F-aktin; mikrofilament olarak da bilinir,
mikrotiibiil ve ara filamentler) de kapsayan ve hiicre iskeleti ad1 verilen karmasik bir
ipliksi protein ag orgiisii igerir (16). F-aktin hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden biridir
ve bircok hiicresel islemler icin globiiler protein (G-aktin) olan aktinin F-aktine
polimerlesmesinden olusur (Sekil 2-3). Okaryotlarda toplam hiicre proteinin %S5-
10’unu, kas hiicrelerinde ise %20’sini olusturarak hiicre iskeleti ve sinyal yolaklarinda
hem yapisal hem de diizenleyici bir grup proteinle etkilesmekte ve bundan dolay1

kavsak rolii tistlenmektedir (17).
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Sekil 2-3: Aktin filamentleri (18).

(A) TEM’de (Transmisyon Elektron Mikroskobu) aktin filamentlerinin goriintiisii.

(B) Aktin molekiiliiniin aktin filmenti icinde heliks seklindeki diizenlenmesi.



Aktin, hiicrede hem monomer yapida globiiler aktin (G-aktin) hem de polimer
yapisinda (F-Aktin) bulunabilir (19,20). G-aktin molekiilii 375 aminoasit uzunlugunda
ve 42.5 kDa agirhiginda bir polipeptit zincirinden olusur. Aktinin birincil yapist dort
ayr1 alt birimden olusmaktadir (Sekil 2-4) (21). Birinci alt brim G-aktinin 1-32, 70-144,
338-375, ikincisi 33-69, iiglinciisii, 145-180, 270-333 ve dordiinciisii 181-269 amino
asitleri kapsayan dizileri icermektedir (22). G-aktin molekiilleri, ATP, Ca** ve Mg"
baglayabilir (23,24). Fizyolojik iyonik sartlarda, magnezyum ve ATP varliginda G-
aktin, ¢oziiniirliigii olmayan F-aktine bir ¢ift heliks filamenti olusturmak iizere kovalent
olmayan bir sekilde polimerlesir. F-aktin, filament yapida, 6.7 nm kalinliginda, 35.5 nm
boyundadir (25).

ALT DOMEYN 3

ALT DOMEYN 1

Sekil 2-4: Aktin molekiilii.

(A) G-aktin molekiiliiniinin ADP ve Mg* iyonlar: ile beraber gosterilmis atomik

modeli (26). (B) Aktinin elektrostatik potansiyel yiizeylerinin goriintiisii (27).

2.2.2. Aktin Filamentinin Olusumu

Aktin polimerlesmesi hiicre hareketinin gerceklesmesinde 6nemli bir rol oynar.
Aktinin ¢oziilmesi /yeniden birlesmesinin kontrolii ve filament geri doniisiimiin hiicre
hareketinin iki 6nemli 6zelligini olusturur (28). G-aktin monomerleri miktar1 F-aktin
yapisinin olusumuyla ilgkilendirilir. Filamentler olusurken, serbest monomerlerin
derisimi kritik miktara (Birim zamanda filamente eklenen ve filamentten ayrilan

monomer miktarin esit olmasi) gelinceye kadar diigser. Bu miktarin altina diisiildiigiinde,



artik polimerlesme gerceklesmez, depolimerlesme baslar. Aktin monomerlerinin bir
araya gelmesi, pozitif (+) ucta (“Barbed end”, ok sekilli ug), negatif (-) (“Pointed end”,
siviri ug) uca gore daha hizli gerceklesir. Bu isim miyozin baglarinin aktine
baglandiginda ok seklini almasindan kaynaklanir (29). G-aktin monomerinin baglanma
bolgesinde ATP bulunur ve polimerlesme swrasinda bu ATP hidrolize ugrar. Ancak
ATP-G-aktinin filamente baglanmasi ile hidrolizi arasinda bir gecikme meydana geldigi
goriilmiistiir. Yeni eklenen aktin monomerinde ATP’nin hidrolizi iki asamada
gerceklesmektedir.

1. ATP - G-aktin <> ATP — F-aktin — (hizl)

2. ADP - Pi — F-aktin <> ADP — F-aktin + Pi — (yavas)

ATP’nin hidroliz hizinin Pi ayrisim hizindan 10 kat daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Bu sekilde hidroliz daha ¢ok biiyiiyen filamentin pozitif ucunda goriiliir
(30). F-aktin ve G-aktin miktar1 dengede oldugunda, zincirde uzalma ve kisalma olmaz.
Bu yiizden, negatif uctaki artig kadar pozitif ucta azalma vardir (29). Polimerlesmeden
sonra, sabit faz gelir. Bu fazda net polimer uzunlugu korunur. Serbest aktin monomeri
derigimi, aktin filamentlerinin arti ve eksi u¢larinin polimerlesmesi icin gerekli kritik
derisimde olmalidir. Aktin molekiilleri filamentin bir ucundan digerine aktarilir. Bu

siire¢ ayak degirmesi ‘“Treadmilling” olarak tanimlanir (18) (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5: Aktin filamentinde ayak degirme- (''treadmilling'') (29).



2.2.3. Aktin Baglayan Proteinler

Aktine baglanan bircok protein onun durumunu ve dinamigini etkiler. Aktin
baglayan proteinler (ABPs) bunlara ornektir (29). En cok bilinen ABP’lerin
simiflandirilmasi yapilmigtir. Monomere baglanan proteinler, G-aktini tutuklayarak
polimerlesmesini engeller (DNaz I, timosin). Filament ucuna baglanan proteinler,
filament uclarin kapatarak negatif uctan monomer degisimini engeller (CapZ). F-aktine
baglanarak filamenti iki parca ayiran proteinler, filamenti keserek, boyunun kisalmasini
saglarlar (gelsolin). Capraz baglanan proteinler, demetlerinin olusumunu, dallanmalarini
ve hiicre icinde ii¢ boyutlu agsi yapinin olusumunu saglarlar (filamin). Kalimhiligi
saglayan proteinler, aktin filamentlerine baglanarak depolimerlesmeyi engeller
(tropomiyozin). Motor proteinler (miyozin), kasilmaya da yardimci olarak hareket de
rol oynarlar. F-aktin iizerinde haraket ederler (18) (Sekil 2-6). Bunlarin diginda hiicre
iskeletiyle direk iliskisi olmayip, eEF1 ve eEF2 gibi protein sentezinde islevi olan
proteinlerle de etkilesim gosterir. Ayrica aktinin eEF2 etkinligini diizenledigi ve
eEF2’nin ADP-ribozillenmesine sebep olan DT’nin FA parcasi ile etkilestigi de
bilinmektedir (11).

AKTIN BAGLAYAN PROTEINLER
G-aktin

a0

ARP2/3 T
kompleksi " baglanan

ek olusumuna proteinler
yardimci

proteinler

s

Kesici Proteinler

Capraz ! ,
Baglanan _ Demet Proteinleri
Proteinler Fila oA

Sekil 2-6: Aktin baglayan proteinlere ornekler (31).



2.2.4. Ozgiin Droglarin Aktin Polimerlesmesine Etkileri

Cesitli kiif matarlarindan elde edilen bir metabolit ailesi olan sitokalasinler
(cytochalasin), omurgali hiicrelerin, fagositoz, sitokinez ve hiicre ylizeyindeki
uzantilarin  olusumu ve epitel hiicrelerinin yapigmasi gibi pek ¢ok hareketini engeller
(32). Fakat bu droglar, dzellikle mikrotubullere bagli kormozomlarin mitoz sirasinda
kutuplara c¢ekilmesi yada kas kasilmasi gibi aktin filamentlerinin kalimli oldugu
hareketleri etkilemez. Ciinkii, sitokalasinler aktin filamentinin hizla uzayan pozitif
ucuna, aktin monomerlerinin baglanmasini engeller ve bu yiizden sadece aktin
polimerlesmenin gerekli oldugu hareketleri durdurur (33,34).

Phalloidin, Amanita phalloides mantarmin iirettigi ¢cok zehirli bir alkaloyittir.
Sitokalasinlerin tersine, aktin filamentinin kalimliligin1 arttirir ve depolimerlesmeyi
engeller. Yine sitokalasinlere oranla hiicre membranindan kolayca gecemez, bu yiizden
etkisini gorebilmek i¢in hiicre icine enjekte edilmelidir. Bu gerceklestirildigi zaman
hem amoeba hem de kiiltiirdeki omurgali hiicrelerinde hareketi engelledigi goriiliir. Bu
da hareket icin polimerlesmenin yaninda depolimerlesmenin de gerekli oldugunu ve bu
isteki dinamik dengenin 6nemini gdstermektedir (35).

Buna ilaveten, phallodin aktin filamentlerine 6zgiin olarak baglandigindan, onun
floresan isaretli konjugatlar1 hiicrelerdeki aktin filamentlerini goriintiilemek i¢in siklikla
kullanilmaktadir (35). Ayrica Clostridyum C2 ve Ayota toksini aktin monomerlerini
ADP ribozilleyerek F-aktin olusumunu engeller (33). Difteri Toksini ise F-aktin
iskeletini yitkmaktadir (11).

2.3. Endozomlar ve Endozomal Trafik

Hiicre icine endositoz ile giren biyomolekiiller kargo olarak endozomlarin
lojistik destegini alir. Kargoyu tasiyacak olan endositik vesikiiller erken endozomlar ile
birlesirler. Endositik vesikiillerin olugmasina ve hiicre i¢inde erken endozomlara
yonelmesine dinamik aktin iskeleti destek verir. Endositik vesikiiller, erken endozomlar
ile fiizyona ugradiktan sonra vesikiil icerigini aktrarirlar. Erken endozomlarin tagidiklari
proteolitik enzimler, pH artistna baglhh olarak etkinlik kazanir ve tasinan
biyomolekiillerin enzimatik olarak parcalamasina neden olur. Erken endozomlarin
kismen parcaladiklar1 atik molekiiller ©nce ge¢ endozomlara tasinir ardindan

ulagtirildiklar1 lizozomlarda pargalanma islemi son bulur. Bazi1 patojen ve toksinler,



Okaryotik hiicreye giriste ve hedef bolgeye ilerlemede, endositozdan ve molekiillerin
organeller aras1 taginma sisteminden yararlanirlar.

Endositoz’un reseptor aracili formunda (sivi faz alim, reseptor aracili alim),
reseptore baglanmanin gerceklesebilmesi icin, membran iizerinde, sitabiliteyi saglayan
ve transporta gorevli klatrinle kaplanmis 6zel cukur alanlar bulunmaktadir. Daha sonra
bu c¢ukurlardan olusan vezikiiler, klatrin kabim1 kaybeder (36). Reseptor aracili
endositoz yoluyla, toksinler, lektinler, hormonlar ve biiylime faktorleri hiicre igine
almmaktadir (37). Ligand, kendisine 0zgli reseptdriine baglanarak, ligand-reseptor
kompleksini olusturur. Yamalar tarzinda hiicre membraninin bir bdlgesinde
kutuplagarak cepler, bu ceplerden ise vezikiiller olusur. Boyun bolgesine bulunan
dinamin’in (GTPaz) etkisi ile GDP olusur ve bu durum kontraksiyon olusturarak,
vezikiilin membrandan ayrilmasini saglar (38). Sitoplazma igerisine giren endositik
vezikiil, klatrin Ortiisiinii kaybeder ve benzer vezikiillerle hizli bir birlesim asamasina
girer. Her bir vezikiil, v—SNAR (vezikiil - NSF bagl protein reseptorii) ve t—-SNARE
(hedef - NSF bagl protein reseptoril) olmak iizere iki adet SNARE (NSF bagh protein
reseptorii) molekiilii tasimaktadir. Benzer fiizyonun gerceklesmesi i¢in, SNARE
molekiillerinin birbirlerinden ayrilmasi gerekir. Vezikiillerin yakinlagsmasim1 saglayan
baz1 faktorlerden yiizeyde bulunan rab-5, GTP’yi kullanarak bu gorevi yerine getirir.
Bu faktorlere bir bagka ornek ise, EEA1 (erken endozom iliskili protein) dir (38). Bu
protein, endozom zar1 iizerindeki fosfatidilinozitol-3—fosfata baglanarak, vezikiillerin
sadece yakinlagmasini saglamakla kalmaz, aym1 zamanda fiizyonlarin1 da etkinlestirir.
Erken endozomlarda ayirt edici yapilar (EEAI1, rab5—-GDP ) proteinleridir ve pH’s1
6.0’dir (39). Biitiin endozomlarin membranlari, ATP bagimli H-pompasi icerir. Aktif
transportla, endozomun i¢cine H pompalanmas1 sonucu, diisiik pH saglanmis olur. Erken
endozom, ge¢ endozoma doniisiir. Ge¢ endozomun belirtecleri [rab7-GDP, LBPA
(Lizobifosfaditik asit), MPR+ (Mannoz—6—fosfat reseptorii)] pH nin 5-6.0’ya diismesi
ve transgolgi agindan gelen klatrin kaph vezikiillerdeki sindirim enzimlerinin de iceriye

eklenmesiyle olusur (40).

2.4. Patojen ve Toksinlerin, Hiicre ici Trafigi
Patojen ve toksinlerin, hiicre ici trafigi nasil kullandiginin belirlenmesi,
terapotik Ozellikteki biyomolekiillerin gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir. Hiicre

icine endositoz ile giren biyomolekiiller kargo olarak endozomlarin lojistik destegini
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alir. Kargoyu tasiyacak olan endositik vesikiiller erken endozomlar ile birlesirler.
Endositik vesikiillerin olusmasina ve hiicre ig¢inde erken endozomlara yonelmesine
dinamik aktin iskeleti destek verir (41). Bu biyomolekiillere verilebilecek en carpici
ornek bakteri toksinleri ile gelistirilen immiintoksinlerdir. Bunlardan en sik kullanilan
protein toksinleri DT ve psddomonas ekzotoksindir. DT’den tiiretilen, mutant
toksinlerde enzimatik Ozelligin ortadan kalkmasi1 kanser tedavisi icin yeni genetik
yaklagimlar saglar (42). Bunlardan CRM197: droglarin, bakteriyel enfeksiyonlara karsi
gelistirilen asilarin, peptidlerin ve immiinolojik adjuvanlarin in vivo ve in vitro tasiyicisi
olarak kullanilabilecek bir adaydir. Kanser olgularinin yaninda proHB-EGF (biiyiime
hormonu 6ncii yapisi, toksin reseptorii ile ayni) anlatimmin arttigi belirlenen inme,
lizozomal depo hastaliklar1, epilepsi, Parkinson, Alzheimer gibi hastaliklarinin tedavisi
icin CRM197°nin kan beyin bariyerini gegme 0zelliginden dolayr 6nemli bir molekiil
oldugu belirtilmistir (43,44). Toksinin lizozomal yikima ugramadan, erken endozomlar1
terk edip sitoplazmaya gecme 6zelligi sayesinde, in vivo ve in vitro drog tasiyicisi

olarak kullanilabilecektir (45).

2.5. Rekobinant DNA Teknolojisi ve Klonlama

2.5.1. Rekombinant DNA Uretimi

Rekombinant DNA teknolojisinin esasi calisan organizmadan izole edilen
DNA’nin ilgili parcasinin restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra bakteri plazmidleri
gibi, kendisi ¢ogalabilen bir tasiyict DNA (vektdr) molekiillerine eklenmesidir. Vektor
DNA’st ve icine eklenen DNA parcasinin olusturdugu yeni DNA molekiiliine
rekombinant DNA ad1 verilir. Daha sonra bu molekiil bakteri hiicrelerine aktarilarak

cok fazla miktarda liretimi saglanir.

2.5.2. DNA Saflastirilmasi

Rekombinant DNA {iiretiminin ilk agsamasi caligilan organizma DNA’s1 ve vektor
DNA’smin saflagtirilmasidir. Temelde DNA izolasyonu hiicre duvar1 ve/veya hiicre
zarinin SDS  (sodyum dodesil siilfat) gibi deterjanlarla zayiflatilip parcalanarak
DNA’nin ag1ga cikarilma, protein ve polisakkarit gibi kirleticilerin fenol, kloroform gibi
organik c¢oziiciilerle RNA’nin da RNaz enzimi ile ortamdan uzaklastirilmast ve
sonrasinda DNA’nin tuz ortaminda alkol ile c¢oktiiriilmesi basamaklarindan
olusmaktadir. Fakat ¢alisilan organizmaya gore bazi degisiklikler s6z konusu olabilir.

En yaygin vektor olan plazmidlerden DNA izlolasyonunda kullanilan yontem genomik
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DNA’da da kullanilan yontemle aymidir. Fakat burada dikkat edilmesi gereken konu
plazmit DNA’smin bakteri kromozom DNA’sindan ayrilmasimin gerekliligidir. Bu
nedenle plazmit DNA’s1 izole edilirken kromozomal DNA uzaklastirilmalidir. Bunun
icin ise en ¢ok kullanilan yontemler alkali denatiirasyonu ve etdiyum-bromid-sezyum

kloriir yogunluk gradienti santrifiijlemesidir.

2.5.3. DNA’nin Kesilmesi ve Restriksiyon Enzimleri

Restriksiyon enzimleri ad1 verilen ve bakteriden izole edilen bu enzimlerin
asil gorevi bakteri icine giren viral kaynakli DNA’lar1 par¢alamaktir. Bu islem sirasinda
bakterinin kendi DNA’s1 zarar gérmez, ciinkii baska bir enzim, metillenme enzimi,
tarafindan metillenmistir. Metillenme, DNA’y1 restriksiyon enzimlerinden korur ve
hiicrenin kendi DNA’sinin par¢alanmasin1 Onler. Sayilar1 1200 civarinda bulunun bu
enzimler 3 grupta toplanmistir. Bu enzimlerin tiimii 6zgiin bir DNA dizisini tanirlar.
Yalnmz Tip II DNA’y1 tanima bdlgesinin i¢inden keser ve bu yiizden rekombinant DNA
teknolojisinde en ¢ok kullanilan enzim tipidir. Tip II restriksiyon enzimlerinin tanima
bolgeleri yaklasik 4-8 baz uzunlugundadir. Genellikle tanima bélgleri palindromiktir
(Tablo 2-1).

Tablo 2-1: Rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak kullanilan bazi restriksiyon

enzimleri.
Enzim izole Edildigi Organizma | Ozgiin Tanima Dizisi
BamHI Bacillus 5'G*GATCC 3’
amyloliquefaciens H 3'CCTAG*G 5’
" 5'G*AATTC 3’
EcoRl E.coliRY13 3'CTTAAG 5"
Haelll Haemophilus 5'GG*CC 3’
egyptius 3'CC*GG 5’
Hindlll Haemophilus 5 A*AGCTT 3’
influenza R 3'TTCGA*A 5’
Notl Nocardia 5'GC*GGCCGC 3’
otitidis-caviarum 3'CGCCGG*CG 5’
Smal Serratia marcescens 2 COFOG S
3'GGG*CCC 5’
(*) Enzim kesim noktalari.

Baz1 restriksiyon enzimleri ¢ift kollu DNA’yr tanima bolgelerinin orta

kisimlarindan keserek kiit uclar olustururken, bazi enzimler de enzimleri DNA’y1
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tanima bolgelerinde 2-4 niikleotitlik zincirli uglar olusturacak sekilde keserler. Bu
uclara da yapiskan uc denir (Sekil 2-7).

Smal
l

a) Kit ug

T
Smal

s Kiit ugl [GGG..—..] 3
clar
37 CCC..... M

Hindill
1

1
Hindl1l

. S'LAGCTT..... 3
. 5" yapiskan uglar
s

Sekil 2-7: Restriksiyon enzimlerinin olusturdugu kiit (a) ve yapiskan uc (b).

2.5.4. DNA’nin Birlestirilmesi ve DNA Ligazlar

Restriksiyon enzimleri ile olusturulmus ayni yapiskan ug dizisini tasiyan DNA
parcalar1 birbirleri ya da ayni restriksiyon enzimi ile kesilmis baska DNA parcalart ile in
vitro sartlarda birlestirilebilir. Bu islem DNA ligaz ile gerceklestirilir ve ligasyon adin1
alir. DNA ligaz enzimi ATP varliginda birbirine gecgici olarak hidrojen baglar1 ile
tutunmus yapiskan ug tasiyan DNA pargalarindan birinin 3’ hidroksil ucuyla, vektoriin

5’ fosfat ucu arasinda 3’°-5’ fosfodiester bagi olusumunu katalizler.

2.5.5. Klonlama Vektorleri
Normalde restriksiyon enzimleri ile olusturulmus DNA parcalart dogrudan
bakteri hiicresine giremez. Dolayisiyla vektor adi verilen bakteri i¢inde bagimsiz
cogalabilecek baska bir DNA molekiiliine eklenmesi gerekir. Vektor molekiilii kiigiik
olmali ve bakteriden izolasyonu kolay olmalidir. Bakteri icinde ¢ogalabilmesi igin
konak¢iya uygun bir replikasyon orijini tasgimalidir. Vektor DNA’s1 iizerinde pek ¢ok
enzimin sadece bir tanima bolgesi olmalidir ve ayrica vektoril tagiyan ya da tasimayan
konakg¢1 hiicreleri birbirinden ayirt etmeye yarayan bir secici belirte¢ gen (genelde
antibiyotige diren¢ geni ya da konakc¢ida bulunmayan bir enzim geni) olmalidir.
Calisma amacina bagl olarak ¢ok farkl: tiplerde klonlama vektorleri kullanilmaktadir.
1 — Plazmidler
2 - Viral vektorler
3 - Kozmid vektorleri
4 - BAC (yapay bakteri kromozomu) vektorleri
5 - YAC (yapay maya kromozomu) vektorleri
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2.5.5.1. Plazmidler ve Gen Klonlama

Plazmidler bakteri igerisinde kromozom DNA’sindan bagimsiz olarak
cogalabilen, cift zincirli, halkasal ekstra DNA molekiilleridir. Plazmitler dogal olarak
tiim bakterilerde bulunur ve tasidig1 genlerle bakteriye genom dis1 bazi ekstra dzellikler
kazandirir.

Gen klonlama, rekombinant DNA ya da rekombinant vektor olusturulduktan
sonra bu molekiiliin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi gerektirir. Bu da rekombinant
vektoriin konake1 bir hiicre icine aktarilmasiyla saglanir. Bu iglem, hiicre i¢ine aktarilan
vektor plazmit ise transformasyon, bir viriis ise transfeksiyon adini1 alir. Konakei hiicre
prokaryotik olabildigi gibi Okaryotik hiicre de olabilir. Klonlama deneylerinde en
yaygin olarak kullanilan prokaryotik konak¢1 genelde E.coli hatlaridir.

Bakteri plazma membranlar1 normalde DNA gibi biiyiik molekiillerin ge¢isine
izin vermez. Fakat yiiksek iyonik tuz derisimlerine ya da kisa elektrik soklarina maruz
brrakildiklarinda membran gegirgenligi degistirilebilmekte, cok az da olsa baz
hiicrelerin ortamdan yabanci DNA almalar1 saglanabilmektedir. Bu tip hiicrelere
kompetan (yetenekli) hiicre denir. E.coli hiicreleri CaCl, soliisyonuyla muamele
edildiginde 10000 ya da daha ¢ok hiicreden sadece bir tanesi yabanct DNA’y1 almak
icin yetenekli hale gelmektedir. Ancak CaCl, muamelesi DNA’nin hiicre duvarina
yapigsmasina neden olur, DNA’nin hiicre i¢in hareketi ise 1-2 dakikalik 1s1 soku (42 °C)
ile saglanir. Rekombinant vektér molekiiliinii tagiyan bakterilerin bir siire 37°C’de
bekletilerek toparlanmalarina izin verildikten sonra petride kati besiyerine yayilarak
inkiibasyona devam edilir. Eger aktarilan vektor bir plazmit ise her bir bakteriden ¢ok
sayida boliinmeyle koloni olusturmast beklenir. Koloniyi olusturan hiicreler
baslangictaki ata hiicre ile ayn1 genetik yapiya sahiptir. Her bir bakteri hiicresinin bir
plazmit vektoril alarak koloni olusturdugu varsayilirsa, plazmitler hiicre boliinmesinden
bagimsiz olarak da kendilerini cogalttiklarindan, tek bir bakteri kolonisinden birkac
mikrogram rekombinant DNA elde edilebilir. Bu miktar transformasyon sirasinda
ortama konulan rekombinant DNA miktarinin yaklasik bin katidir. Hatta bu koloniden
stvi kiiltiiriine inokiilasyon yapilarak izole edilen plazmit DNA’s1 gen yapis1 ve

anlatimina yonelik calismalar i¢in gerekli miktarin da tizerinde olacaktir (46).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kimyasal maddeler

Agar (Sigma)

Akrilamit (Sigma)

Amonyum persiilfat (Sigma)

Aproteinin ( Sigma)

BCIP (bromokloroindolfosfat) (Sigma)
Bis-Akrilamit (N,N’-metilen-bis-akrilamit) (Sigma)
Brom fenol mavisi (Sigma)

BSA (s1gir serum albumini) (Sigma)

Commasie parlak mavisi (Sigma)

DAPI (4',6-diamidino-2-fenillindo) (Invitrogen)
Difteri toksini ( Sigma)

DMEM F-12 (Dubelco’s medium F-12) (Gibco)
EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) (Sigma)
FBS (fetal s1gir serumu) (Gibco)

Fikol (Sigma)

IPTG (izopropil B-D-1- tiogalaktopiranosit) (Bioron)
Karbonik anhidraz (Sigma)

Luepeptin (Sigma)

Maya oziitii (DIFCON)

MET (2-Merkaptoetanol) (Sigma)
Nitrobluetetrazolium (NBT) (Sigma)

Penicillin - streptomycin solution (Sigma)
pGEM-T vektor (Promega)

PMSF (fenilmetanesiilfonilflorid) (Sigma)
Primerler (IDT-Integrated DNA Technology)
RNaz Inhibitérii (Fermantas)

Sitokalasin D (Sigma)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)
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Sukroz (Sigma)

TEMED (N,N, N'N tetrametilendiamin) (Sigma)
T4 Ligaz (Fermantas)

Terz transkriptaz (Fermantas)

Triton X-100 (Merck)

Tween-20 (Riedel de Haen)

Yumurta albumini (Sigma)

Tris, gliserin, glisin, metanol, etanol, izopropil alkol, etilen glikol, asetik asit, HCI,
NaCl, KCl, NaH,PO,, Na,HPO., KH,PO., K,H PO, ve diger tiim kimyasal malzemeler
Sigma ve Merck firmasindan saglandi.

Aktin, okaryotik elongasyon faktor 1 (eEF1), okaryotik elongasyon faktor 2
(eEF2), ribozom, E.coli tRNA, tRNA sentatazlar (Istanbul Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali’ndan), pGEM-T, pGEX-4T-1 vektorler, DH5a, BL21-Gold (i.U.
DETAE-Genetik Anabilim Dali’ndan), C. Diphtheria (Refik Saydam Hifsissiha

Enstitiisii’den) saglanda.

3.1.2. Kitler

Jelden DNA saflastirma kiti (Qiagen)

MagNA Pure compact DNA saflastirma kiti (Roche)
Mini-Prep kiti (Qiagen)

Plazmid saflagtirma kiti (Mini Prep)

Proteaz kiti (Sigma)

PZR saflagtirma kiti (Qiagen)

3.1.3. Antikorlar

Anti- difteri toksini FA 6zgiin fare kokenli monoklonal antikoru (Santa-Cruz,Abcam)
Anti-IgG tavsan kokenli FITC isaretli 2. Antikor (Sigma)
Anti-IgG fare kokenli TRICH isaretli 2. Antikor (sigma)
Anti-IgG fare alkalen fosfotaz (Sigma)

Erken endozom antikoru 1 (EEA1) (abcam)

Falloidin-Tetrametilrodamin B izotiyosiyanat (Sigma)



3.1.4. Kromatografik Maddeler
Hi Prep 16/60 Sefakril S-200 (GE Healthcare)
GST-Tag (GE Healthcare)

3.1.5. Radyoaktif Malzemeler
[adenozin - ““CINAD*

[U-"*Cfenilalenin (["*C]Phe)

3.1.6. Cihazlar

Buz makinas1 (Hoshizaki)

Calkalamali inkiibat6r (Shaker) (Thermo)
Derin dorundurucu (-80 °C) ( NUAIRE )
Distile su cihazi (GFL)

Diyaliz sistemi (Milipor)

Etiiv (Sanyo)

Floresan mikroskobu (Olympus BX51)
Goriintiileme sistemi (DP2-BSW)

Jel kurutucusu (Model 543) (Biometra)
Laminar hava akim cihazi ELB 2472 (Heraus)
Likit kromatografi cihazi (Akta)

Likit sintilasyon sayaci (Packard Tri-Carb 1000 Tr)
Masaiistii mini santrifiij (Hettich-Eppendorf)
Mini gel elektroforez tanki (Biometra)

Otoklav (HIRAYAMA)

PZR aleti (Thermo-Cycler) (Eppendorf, Techne)
pH metre (Hanna)

Sanrifiij (Hettich )

Sivi azot tanki (34 XT Taylor-Wharton)
Spektrofotometre (UV 1601 Schimadzu)
Floresan spektrofotometre (Perkin Elmer LS-5)
Su banyosu (37 °C) (Heidolph)

Ultrasantrifiij (Sorwel)

UV-transluminat6r (Fotodyne)

Vivaspin (Sartorius)

16
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3.1.7. Cahsmada Kullamilan Eriyikler

3.1.7.1. PAGE (Poliakrilamit Gel Elektroforezi) icin Gerekli Eriyikler

PAGE Alt Jeli: (%12)

1,5M Tris HCI pH:8,8
Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
% 10 SDS

%10 Amonyumpersiilfat
6.56 M TEMED
bd H,O

PAGE Ust Jeli: (%5)

1M Tris HCI pH:6,8
Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
% 10 Sodyumdodesilsiilfat

% 10 Amonyumpersiilfat
6.56 M TEMED
bd H,O

PAGE Eriyigi:
Trisbaz1 3 g
Glisin 15¢
SDS lg

bd H,O ile 1000 ml’ye tamamlanur.

PAGE Yiikleme Eriyigi (2x):
1M Tris HCI pH:6,8

% 99 Gliserin

% 10 Sodyumdodesilsiilfat
14M MET

% 0,1 Bromfenol mavisi

bd H,O

2000 pl
3220 ul
75 pl
30 ul
15 ul
2720 pul

625 ul
420 ul
25 ul
10 ul
Sul
1460 pl

1 ml
1,6 ml

2 ml
0,4 ml
0,2 ml
3,8 ml



SDS-PAGE’de Kullanilan Molekiil Agirhik Belirtecleri

Fosforilaz b 97 kDa
S1gir serum albumini 66 kDa
Yumurta albumini 45 kDa
Karbonik anhidraz 29 kDa

“Coomassie”’ Parlak Mavisi ile Jel Bovama Erivigi

% 0,2 ““ Coomassie “ parlak mavisi
% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Jelden Boya Cikarma Eriyigi

% 25 Izopropil alkol
% 10 Asetik asit

3.1.7.2. Bagisik (Western) Emdirim i¢in Gerekli Eriyikler

TBST (Tris Erivikli Tuz ) Eriyigi
10 mM Tris HCI pH: 8,0

150 mM NaCl

% 0,05 Tween 20

BSA (Sigir Serum Albumini) Eriyigi
TBST icinde % 0,05 BSA eritilerek hazirlanir.

Aktarim (Transfer) Eriyigi

174 g Tris
87 g (Glisin
3 g SDS

600 ml Metanol bd H,O ile 3000 ml’ye tamamlanr.
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Alkalen Fosfataz Substrat Eriyigi
100 mM  NaCl

100 mM  Tris HCI pH: 9,5

5 mM MgClh

Durdurma Eriyvigi:
20 mM  Tris HCI pH: 8,0
5 mM EDTA

Aktarim Eriyigi

50 mM Tris HCI pH: 8,0
380mM  EDTA

% 0.1 SDS

% 20 Methanol

3.1.7.3. Klonlamada Kullanilan Eriyikler

LB Besi Yeri ( Medyum)

10 g/1 Tripton (Bacto-tryptone)
5 g/l Maya Oziitii (Bacto-Yeast Extract)
5¢g/1 NaCl

LB Agar Besi veri (Medyum)

%1.5 lik olacak sekilde agar LB i¢inde ¢oziiliir.

Tryptone 1g/l
Yeast Extract 05¢g/1
NaCl 1g/l

Agar 1.5g /1
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Siiper Optimal Siv1 Besiveri (SOC Medium)

Tripton (Bacto-tryptone) 20¢g
Maya Oziitii (Bacto-Yeast Extract) 05¢g
1 M NaCl 1 ml
1 M KCl 0.25 ml

2M Mng2 Stok (filtre ile steril edilmis) 1.0 ml
2 M Glukoz (filtre ile steril edilmis) 1.0 ml

Tripton, Maya oziitii, NaCl, KCI 10 ml bd H,O’ da c¢oziiliir, otoklavlanir ve oda
sicakigma gelene kadar beklenir ve 2 M Mg*, 2 M Glukoz eklenir. pH:7.0’ye

ayarlanir.

Agaroz Jel Yiikleme Eriyigi (10 ml)
% 0.25 Bromfenol mavisi

% 30 gliserol

10 ml steril bd H,O i¢inde hazirlanir.

Tris-asetat EDTA-TAE (500 ml, 50X)
121 ¢ Tris baz

28.5 ml glasiyal asetik asit
50ml0.5M EDTA

bd H,O ile 500 mI’ye tamamlanarak otoklavlanir, oda 1sisinda saklanir.

3.1.7.4. Floresan Boyamada Kullanilan Eriyikler

PBS ( Tuz iceren Yikama Erivigi)

1,44 g/1 Na,HPO,2 H,O

0,2 g1 KH;HPO,

8,0 g/l NaCl

0,2 g1 K(CI

800 ml dH,O0 ile ¢oziilerek pH HCl ile 7,4 olacak sekilde ayarlanarak son hacim

1 1t’ye tamamlanir.



Sabitleme Eriyigi

% 2 Paraformaldehit PBS eriyigi i¢cinde ¢oziiliir.

Membran Gecirgenligini Artran Erivik

% 0,1 Triton PBS eriyigi i¢inde ¢oziiliir.

3.1.7.5. Hiicre Pracalama (Lizis) Eriyigi
10 mM MOPS, pH: 7,0

% 1 tritonX-100

% 10 gliserol

0.5 mM EDTA

10 mM sodyum pirofostat
50 mM sodyum floriir

1 mM sodyum ortovanadat

Proteaz Inhibitor Kiti

3.1.7.6. Endozom Homojenlestirme Eriyigi
0.25 M sukroz

78 mM KCl

4 mM MgCl,

8.4 mM CaCl,

10 mM EGTA

50 mM HEPES-NaOH pH 7.0
10 pg/ml aprotinin

1 uM/ml pepstatin A

0.5 pg/ml leupeptin
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3.1.7.7. TBS ( Tuzlu Yikama Erivigi)
50 mM Tris

150 mM NaCl

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Klonlama Calismalari
Rekombinant FB icin oOncelikle Refik Saydam Hifsisstha Enstitiisii’nden
Cotynebacterium diphtheria susu (RSKK 922-634) temin edildi.

3.2.1.1. PZR ile (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Fragment B (FB)’yi Kodlayan

Genin Cogaltilmasi

In vitro kosullarda FB’nin klonlanmasi i¢in PZR yonteminden yararlanildi. Tlk
olarak PZR’da kullamlcak primerler (Tablo 3-1) belirlendi. Bu primer, Domain T,
SCIN aminoasitleri ile baglayan kism1 ve bu altbirimden Once gelen 4 adet aminoasit
daha almarak dizayn edildi. (VDSSL). Bu primer pGEX-4T-1'na EcoRI-Xhol enzim

kesim bolgeleri i¢in hazirlandi.

Tablo 3-1: DT fragman B icin hazirlanan Primerler (47).

pOTF 5-GAATTCGTAGGTAGCTCATTGTCATGC-3

pDT-R 3-AAACTCGAGTCAGCTITIGATTICAAA S

Al- TGEIGCAGGAAATCGTGTCAGGOGATCCOCGGGAATTCGTAAT
Al CATGGTCATAGCTGTTICCTGTGTGAAATTGTITATCCGCTCA
A3 CAATTCCACACAACATACGAGOCGGAAGCATAA

hiddlel- gegeaagttatepatgetgeageatsttagag

BI-AATTCGTATAATCGT CGATCC GTCGATCOA CCTGCA GCATGTTAGTAG

Alternatif primer:
p293DT-R2  5- CTCGAGCCGGCACACGACCCCACTACC-3
p306-F 5-GTGCTTCGCGTGTAGTGCTC-3
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95°C’de 2 dakika bekletildikten sonra, 95 °C’de 30 saniye, 57 °C’de 30 saniye,
72 °C ‘de 1dakika olan PZR kosullarinda 35 cevrim uygulandi. Son olarak 72°C’de 5
dakika beklenerek PZR iglemi tamamlandi.

3.2.1.2. PZR Saflastirma

PZR iiriintiniin 5 kati kadar PBI tamponu (DNA’ nin kolona baglanmasini
saglar), PZR iiriinii ile karistirilarak spin kolonlara aktarildi. Daha sonra bu karigim 1
dak. 13000 devri/dakika’ da santrifiij edildi. 750 pl PE (yikama tamponu) tamponu
eklenerek ldak. 13000 devir/dakika’da tekrar santrifiij edildi. Etanolii uzaklastirmak
icin fazladan 1 dak. santrifiij yapildi. Kolonlar 1.5 mI’lik tiiplere yerlestirilerek iizerine
35 ul bdH,0 eklendi ve 1dak. bekleme siiresinin ardindan 13000 devir/dakika’ da 1 dak.

santrifiijlendi.

3.2.1.3. pGEM-T Easy Vektoriine Klonlama

PGEM-T-easy vektoriine direkt PZR {iriiniinden T-A klonlama yapildi. Bunun
icin DNA T4 Ligaz enzimi ile uygun kosullarda bir ligasyon islemi gerceklestirildikten
sonra, ligasyon iirlinii, DH50 kompetan hiicresi kullanilarak 1s1 soku ile bakteriye
transforme edildi.

KAVNAK DNA /’- x\.-

{ .
JPI.R [ PLAZMID

PZR URUNIT \ﬂ___ “7/ /

SAFLASTIRMA

{ Taq Polimeraz ; \\\\_/I’

JELDEN | e / I

ANTP i|.TdT ddTTP. ar

/ ‘\ Taq, dTTP
'l

2} T4 DNA Ligaz ve Jelden
T VELTOR Saflastirma

T4 DNA LicAZ \h

"'.'\

[ 1l
\ /]
HUCRELERE TRANSFORMASYON

Sekil 3-1: Uluslararasi A-T klonlama yontemi (48).
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3.2.1.4. Ligasyon
Onceden hazirladigimiz cDNA, pGEM T-easy vektoriine klonlanirken asagidaki
kosullar hazirland1 (Tablo 3-2). Reaksiyon oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona
brrakildi.

Tablo 3-2: Ligasyon kosullari.

Icerik cDNA icin Negatif Kontrol
2 X Ligasyon Buffer Spul Snul
pGEM-T-easy Vektor 1pl 1pl
c-DNA 1pl -

T4 DNA Ligaz Enzimi 1pl 1l
bd H,O 2l 3l
Total Hacim 10 pl 10 pl

3.2.1.5. Aktarim (Transformasyon)

Bakteriyel transformasyon icin, 6nceden hazirlanmig olan kompetan hiicrelere
(DH50) aktarim, “heat shock” metodu ile gerceklestirildi. Kompetan hiicrelerin
-80°C’den alinarak buz iizerinde erimesi saglandi. Ligasyon iiriinii (10 pl) ile kompetan
hiicreler (90 pl) karigtirilarak 30 dakika buz sonra 1.5-2 dakika kadar 42°C’de
bekletildi ve hemen ardindan tekrar 2 dakika buzda bekletildi. Bakteri hiicreleri ile
transforme olmus ligasyon iiriinlerini iceren tiipler oda sicakliginda 900 pl’ lik SOC
medium ile karistirilarak 45 dakika 37°C’de inkiibatérde (220 devir/dakika) c¢alkalandi.
45 dakika sonunda hiicreleri dibe ¢oktiirmek amaciyla 5000 devir/dakika’da 1 dakika
santrifijlendi. LB-agar (ampisilinli) 100 pl’lik 6nceden hazirlanmis olan petrilere
yayma yapildi. Petriler 37°C’de geceboyu bekletildi ve ertesi sabah olusan kolonilerden
bir adet secilerek 5 ml LB’ ye ekildi. Yaklagik 10-12 saat sonra Bug icin 1 ml gliserol
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icine 1 ml bakteri konup, pipetaj yapmadan alt iist edilip sallanarak karigmas1 saglandi

ve ornekler -80°C sakland1.Geri kalanlara Mini-Prep protokolii uygulandi.

3.2.1.6. Mini-Prep Protokoliiyle Plasmid DNA Eldesi

Petrilerden se¢mis oldugumuz bir koloni 5 mI’lik ampisilinli LB i¢ine eklendi ve
yaklagik 10 saat calkalamali inkiibatorde (220 devir/dakika) fermentasyon igin
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi bakteriler 10 dakika 3500 devri/dakika’da santrifiijlendi
ve ¢oken hiicreler 250 ul’lik P1 (RNase) cozeltisi ile karistirlip ependorfa alindi.
Uzerine 250 ul P2 (lizis) ¢ozeltisi eklendi ve iyice karistirilarak mavi renk olusumu
saglandiktan sonra iizerine 350 pl N3 (SDS) cozeltisi ilave edilerek iyice karistirilarak
beyaz renk olusumu saglandi. Ornekler, 10 dak. 13 000 devir/dakika’da santrifiilenerek
tist sivilar spin kolonlara aktarildiktan sonra 1 dakika 13 000 devir/dakika’da santrifiij
edildi. Kolonlarin alt1 bosaltilip filtrenin iizerine 0.75 ml PE (yikama cozeltisi)
tamponu eklenerek 1 dak. 13 000 devir/dakika’da santrifiijlendi ve plazmit DNA’s1
temzilendi. PE yikama tamponu icersinde bulunan etanolii uzaklastirmak i¢in fazladan
1 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonras1 kolonlar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
yerlestirilerek iizerine 50 ul EB (“Elution Buffer”, yikama cozeltisi) (10 mM Tris.Cl,
pH 8.5) ¢ozeltisi eklendi 1 dak. bekleme siiresinin ardindan 1 dak. santrifiij edildi ve
plazmit ayristirildi.

3.2.1.7. pGEX4 -T-1 ve pGEM-T-easy Vektorlerine Enzim Kesimi Uygulanmasi

pGEM-T-easy’e klonlanmis olan cDNA (klonladigimiz difteri toksininin FB
parcas1 ) ve bir expresyon vektorii olan pGEX-4T-1 iki vektdrde de ortak olan XhO1
EcoR1 ortak restriksiyon enzim kesim bdlglerinden kesildikten sonra genimiz pGEX-
4T-1" a aktarildi. Enzim kesimi yaparken 1 ug DNA’ y1 1 {inite enzim kesecek sekilde
hesaplandi. Kullandigimiz enzim kesim ortami se¢tigimiz enzimlerin en iyi calistiklari
cozelti olarak asagidaki tablodan secildi (Tablo 3-3). Bunun “turuncu ¢dzelti” (orange
buffer) olduguna karar verildi. Bir saat sonunda ayr1 ayr1 ependorflarda kestigimiz
vektorlerden pGEX-4T-1" a tekrar kendi iizerine birlesmesin diye 5’ bolgedeki fosfatlar1
koparmak i¢in ortama 1 pl CIAP (dana bagirsak alkalen fosfataz) eklendi ve 30 dak.
37°C’de inkiibe edildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonar enzim kesim iiriinleri
% 0.5’lik diisiik sicaklikta eriyen ( “low melting” ) agaroz jele 1 x TAE (Tris-asetat
etilendiamintetraasetik asit) yiikleme tamponu kullanilarak yiiklendi ve 50 voltta 45-60
dakika yiiriitiildii.
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Tablo 3-3: Enzim kesimi icin gerekli kosullar.

Icerik PGEM-T-Easy pGEX-4T-1
turuncu ¢ozelti 3.0 u
XhOI 1.0 ul 1.0 wl
EcORI 1.0 ul 1.0 ul
bdH,O Sul 4.0 ul
DNA 20 ul 3.0 pl
Total 30 pl 30 ul

Enzim kesim i¢in hazirlanan karisimda 37°C’de 1 saat inkiibe edildi (Tablo 3-4).

Tablo 3-4: Kullamilan enzimler icin ideal kosullar1 saglayan cozelti icin tablo.

Onerile Inkiibas 20 dakika Enzim Aktivitesi (%)
n yon icindeki
Tampon Sicakhg |inkiibasy|termal

EcwoRI| B | © o |r Tango™:
(telk) | (ma | (yesil | (turun | (Jar (sar:)
wi) ) ) iz
i)
x| x| x |ix|aix

inalctivas
yonu

& pon 3T 0.2 63 100 0-20| NRE 100 IED NE 100
EcoRI
A
inkiibasyon | Geceboyu 20 dakilka Enzim Alktivitesi %
Sicakhg inkiibasyon icindelki B c
icin gerekli termal 3 = e I 5
miktar inaktivasyonu (mavi)| (yesil) | (turuncu) g
(w/pg :
DNA) i
Tampon 50- o
KhT 3rec 0.1 B0=C 0-20 100 S0-100 104D 5—0 100

(A) EcoRlI i¢in Calisma Kosullari, (B) XhOI i¢in Caligma Kosullar

%57 ten fazla kesimde “star” (yildiz) aktivtesi gozlemlenir (5 unite x 1 saat).
NR (Onerilmeyen): Yiiksek yildiz aktivitesi gozlemlendiginden bu ¢ozelti dnerilmemektedir
(49).



27

3.2.1.8. Jelden DNA Saflastirma

Istenilen DNA bolgesi nester ile UV 1sikta (380 nm) jelden kesilerek alindi.
pGEM-T-Easy’den klonlanan FB, pGEX-4T-1’dan aym enzimler ile kesilmis (vektor)
DNA pargalar1 1.5 ml lik tiipler igersinde hassas terazide tartilarak agirhiklar: belirlendi.
Uzerine 1 jel birimine 3 birim (1/3) olacak sekilde QG (pH: 7.5’dan kiiciik oldugu
zaman renk veren ¢ozelti) ¢ozeltisi ilave edilerek 50°C’de 10 dakika siiresince jelin
erimesi saglandi. Karisima bir hacim kadar isopropanol eklendi ve DNA’y1 baglamak
icin karistm 2 ml’ lik toplama tiiplerinin iistiine yerlestirilmis kolonlara aktarildi.
Kolonlar 13 000 devir/dakika’da 1 dakika santrifiijlendikten sonra, iizerine 0.75 ml PE
tamponu eklendi ve 13 000 devir/dakika’da tekrar 1 dakika santrifiij islemiyle DNA
yikandi. Kolonlardan etanolii uzaklastrmak i¢in bir kez bos olarak santrifiij edildi.
Kolanlar 1.5 ml’ lik temiz bir tiipe aktarild1 ve iizerine 30 pul steril bd H,O eklenerek 13
000 devir/dakika’da 1 dakika santrifiij edildi. Elde ett§imiz orneklerin DNA miktarini
belirlemek amaci ile optik yogunluklarina (A;¢) bakild.

3.2.1.9. pGEX4 -T-1 Vektoriine Klonlama

Jelden izole edilen aym1 enzim bdlgeleriyle kesilmis parcalar vektoriin agirlig
(ng) X insert’iin boyu (kb) / vektoriin boyu (kb) formiilii kullanilarak cDNA ve
komplementer vektoriin (insert) hangi oranlarda karistirilarak ligasyonun saglanacagi
belirlendikten sonra gelden izole edilen DNA ornekleri ligasyon kosullarinda (Tablo

3-5) klonlama icin 6 saat oda sicakliginda ligasyona birakild1.



Tablo 3-5: Ligasyon kosullari.
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icerik Ligasyon iiriinii | Ligasyon iiriinii | Ligasyon iiriinii| Negatif
se 1:1 1:2 1:6 Kontrol
10 X Ligasyon
Cozerltisi 2ul 2ul 2ul 2ul
pGEX-4T-1
Vektorii 1l 1l 1pl 1pl
cDNA (Insert) 1pl 2l 6 pl -
T4 DNA Ligaz
Enzimi 1l 1l 1pl 1pl
bd H,O 15 pl 14 pl 10 pl 16 pl
Total Hacim 20 pl 20 pl 20 20 pl

Yukarida anlatildig1r gibi olusturulan ligasyon f{iriinlerinden transformasyon

yapildi, transforme bakteriler (Bug) -80°C’de saklandi, Transformasyon sonrasi

bakterilerden mini-prep protokoliiyle plazmid izolasyonu yapildi ve enzim kesimi ile

klonlama kontrol edildi. Boylece 1:1 oraninda ligasyon {iriinii ile hazirladigimiz 6rnekte

dogru baglanma gerceklesti ve

bu plasmid daha sonraki asamalarda protein

ekspresyonu icin kullanilmak ve Genetik Anabilim Dali’nin veri tabaninda bulunmak

tizere 80°C’de “Plasmid No:41-pGEX-4T-1-DT Fragman B” (Sekil 3-2) seklinde

saklandu.
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lacd_a tac_promoter
M13_pUC_fwd_primer M13_pUC_rev_primer
M13_Forward?0_primer MscI 465
M13_reverse_primer GET

M13_pUC_rev_primer
lac_gromoter

BstBI 655
pGEX_S_primer
BamHI 930
ORF ORF EcoRl 939
Al an . M'yikedlayan cDNA'Tm
Sall 949  veslestirilecegihilee
Narl 4308 £hol 934
Hpal 4174 0
EcoRY 4118 Eagl 3960
fApal 3879 pGEX_3_primer
lacl AatIl 1245

pGEX-4T-1

4969 bp

AmpR_promoter
Ampicillin

ORF

pBR3ZZ_origin PstI 1922

Sekil 3-2: p-GEX-4T-1 vektoriiniin enzim kesim ve promotor bolgeleri (50).

3.2.1.10. Protein Ekspresyonu

Transformasyon icin protein ekspresyonuna uygun olan “Rosetta” kompetan
hiicreler (99 pl) -80°C’den alinarak buzda coziildiikten sonra plazmid (1 pl) ile
karistirilarak 30 dakika buz iizerinde tutuldu. Hiicreler 1.5-2 dakika kadar 42°C’de
bekletildikten sonra hemen ardindan tekrar 2 dak. buzda bekletildi. Bakteri hiicreleri ile
transforme olmus ligasyon {iriinlerini iceren tiipler oda sicakliginda 900 pl’lik SOC
medium ile karistirilarak 45 dakika 37°C’deki  inkiibatorde (220 devir/dakika)
calkalandi. Hiicreleri dibe c¢oOktiirmek amaciyla 5000 devir/dakika’da 1 dakika
santrifijlendi. LB agar (ampisilinli) 100 pl'lik dnceden hazirlanmis olan petrilere

yayma yapildi. Petriler 37°C’de geceboyu inkiibe edilerek koloni olusmasi saglandi.
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Ertesi sabah kat1 besi yerinden 2 koloni alinip sivi LB besi yerine ekildi ve 200
devir/dakika’da calkalanarak bir giin ¢cogalmasi saglandi. Cogalan hiicrelerden 500 pl
almarak 250 mI’lik LB s1v1 besi yerine ekildi. Bir saat inkiibasyondan sonra yarim saat
araliklarla spektrofotometre’de optik yogunluk oOl¢ctimii (590 nm) yapildi. Optik
yogunluk 0.6’ya ulasincaya kadar bu islem devam etti. Bu degere ulasildiginda
hiicrelerden 10 ml alarak falkon tiiplere aktarild1 ve {izerlerine artan miktarlarda IPTG

ilave edildi (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: Kullanilan IPTG miktarlari.

Kontrol 1.0rrnek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek 5. Ornek

IPTG Miktar - 0.1 mM 0.3 mM 0.5 mM 0.8 mM 1M

IPTG icermeyen tiip 0. Saat olarak kabul edildi ve bundan sonra her 30 dak. da bir (180
dak. siiresince) orneklerden 1.5 ml ayrildi. Farkli IPTG derisimleri ve farkli siirelerde
indiiklenen hiicreler 14.000 devir/dakika’da 8 dak. santrifiijlenerek iist sivilar1 atild1 ve
peletlere 400 pl yiikleme tamponu eklendi. SDS-PAGE hazirlanarak ornekler jele
yiikklendi ve 100 mA’lik akimda yaklagik 2 saat yiiriitiildiikten sonra “Commasie”

parlak mavisi ile boyanarak goriintiilendi.

3.2.1.11. Rekombinant Proteinlerin Saflastirilmasi

Protein ekspresyonun gerceklestigini goriildiikten sonra jeldeki goriintiiden en
uygun IPTG derisimi secildi ve o derisimde protein ekspresyonu islemi tekrarlandi. Bu
islem yapilirken de rekombinant proteinlerin saflagtirilmasi isleminde yararli olabilecegi
diisiiniilen Glutatyon -S-Ttransferaz (GST), kimerik gen fragmanlarin elde edilmesi i¢in
BL21-Gold adli E. coli protein ekspresyon hiicre soyuna transfekte edildi.
Transfeksiyon icin “heat shock” yontemi kullaildi. Rekombinant proteini, pGEX-GST-
FB Fragamani plazmidini tasiyan tu-hibrid sistemle, AKTA prime plus kromatografi
cihazinda, afinite kromatografisiyle GSTrap 4B (GE Healthcare), afinite klonu
kullanilarak saflastirildi. Elde edilen 67 kDa’luk kimerik protein, trombin (trombin kit-
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Novogen) ile kirilarak molekiiler elek kromatografisinden (Hi Prep 16/60 Sefakril S-
200) ayristirildi. Kolonun kalibrasyonu, fosforilaz b (M; 97 kDa ), (BSA) (M, 66 kDa ),
ovalbumin (M; 45 kDa), karbonik anhidraz (M; 29 kDa) ve GST (M, 21 kDa) ile yapild1.
Yaklagik 37 kDa agirhigindaki FB, elektroforez ve bagisik emdirim yontemiyle

gosterildi.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii Caliymalar:

3.2.2.1. Hiicre Cogaltma

Calismada kullanilan hiicre soyu HUVEC (insan Gébek Kordonu Ven Endotel
Hiicresi) standart kiiltiir kosullarinda, % 10 FBS ve antibiyotik (100 pg/ml streptomisin
ve 100 U/ml penisilin ) iceren DMEM F-12 i¢inde 37°C’de ve % 5 CO;’li kiiltiir
otaminda iiretildi. Uretilen hiicrelerin canlilik tespiti tripan mavisi ayirma yontemi ile
yapildi. Kiiltiire edilen hiicreler hiicre kaziyicisi ile kaldirilarak santrifiijlendi. Hiicre
peleti PBS ile ¢oziildiikten sonra % 0.4’liikk tripan mavisi ile 1:10 oraninda karistirilip,
oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra karisimdan alinan 6érnek Thoma lami

izerinde 151k mikroskobunda sayilarak saptandi.

Kiiltiir siseleri (flask) ters mikroskopla 3-4 giinde bir kontrol edildi. Belli bir
yogunluga ulagan hiicreler, hiicre kaziyicis1 ile ylizeyden kaldirilarak 15 ml’lik steril
“falcon” tiliplere aktarildi. Hiicreler 700 x g. 5 dak. santrifiijlenerek {iist sivi
uzaklastirildi ve lizerine taze medyum eklendi. Hiicre sayisina gore her bir yeni pasajda
kiiltiir siselerinde yaklagik 1-2 x 10° hiicre olacak sekilde hiicreler béliindii. 25 cm®lik
flasklar icin 5 ml, 75 cm”lik flasklar icin 10 ml medyum eklenerek hiicreler kiiltiir
ortamina ¢ogalmaya birakildi. Bu sekilde 3-4 giinde bir kontrol edilen hiicrelerin, belirli

araliklarla yeni pasajlar1 yapildi..

3.2.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler, hiicre kaziyicist ile kazinarak 15°lik falkon tiiplerde 700 x g 5 dak.
santrifiij edilerek iist sivi atildi. Her bir tiipteki hiicre sayist 3 x 10° olacak sekilde
ayarlandi. Hiicreler 1/9 oraninda DMSO-FBS varliginda yiiksek derecede soguga karsi
dayanikli olan kryotiiplere alind1. Tiipler 24 saat -80°C’ de bekletildikten sonra ~200
°C’lik s1v1 azot tankina alindi. Bu sayede HUVEC hiicre soyunun devamliligi saglandi.
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3.2.2.3. Hiicrelerde Canlihk Tayini

Hiicre sayimi, 0.1 mm’ hacimde sayim yapilma esasma gore, Thoma laminin
cukur kismina konulan 6rnek iistiine lamel konulduktan sonra (0.1 mm yiiksekliginde
stv1 ile ) sayim yapildi. Lam da 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiiciik kare olmak
tizere toplam 400 kiiciik kare bulundugu i¢in hiicre sayisi,

|hiicre sayisi/ml = 16 x 10" x seyreltme faktbru|

formiiliinden hesaplanda.

10* = 0.1 mm’ hacimdeki sayim sonucunu 1 ml’deki sayiya doniistirmek igin sabit

olarak kullanlda.

|t0p1am hiicre say1s1 = toplam hacim x hiicre saylsllm]]

formiiliinden hesaplanda.

Santrifiij sonrasi, siispansiyon halindeki hiicreler ile % 4’liik tripan mavisi
cozeltisi 1:1 oraminda karistirildi. 5 dakika bekletme sonrast Thoma lamina alinarak
saylldi. Canli hiicrelerin membran biitiinliikleri ve gecirgenlikleri bozulmadigr igin
boyay1 hiicre icine almazlar. Bu 6zellige dayanarak boyanmis ve boyanmamis hiicre

orant ile canlilik ( % olarak) hesapland: .

|Hiicre canliligl (%) = Canli hiicre sayis1 (x100) / Toplam hiicre say1s1]

3.2.2.4. Hiicrelere Toksin Uygulanmasi

HUVEC hiicreleri kuyu bagma 1 x 10° hiicre olacak sekilde 6 kuyuluk kiiltiir
flasklarina bir giin 6nceden ekildi. Ertesi giin kuyu bagina 1 pg /ml olacak sekilde difteri
toksini uygulandi. Belirli zamanlardaki inkiibasyonu sonrasi hiicreler kaldirilarak 700
x g 5 dak. siire ile santrifiijlendi. Hiicre peletleri, % 0.5 Triton X-100, 1 mM PMSF, 10
mM Tris-HCI, pH:7.4 varliginda lize edildi. Lizatlar 15 000 x g. 15 dak. santrifij
edildi. Ust sivilar alinip -80 °C’ de saklandh.

3.2.2.5. Poliakrilamid Gel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Difteri toksini ile farkli zaman dilimlerinde bekletilen hiicre lizatlar1 ve
calisgmanin diger asamalarindaki protein Orneklerinin SDS-PAGE analizleri Laemli

yontemine gore yapildi (51). Sonrasinda bagisik emdirim analizleri yapilacak olan
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ornekler icin cift tarafli jel calisildi. Molekiiler agirlik standartlart olarak fosforilaz b
(M; 97 kDa ), (BSA) (M; 66 kDa ), ovalbumin (M; 45 kDa ) ve karbonik anhidraz (M,
29 kDa) kullanildi. Elektroforez sonrasi, proteinler Coomassie parlak mavisi ile oda
sicakliginda bir saat siire ile boyandi. Bagisik emdirim ile analizi yapilacak olan jel
Ornegi boyanmadi. Boyama sonrasi jel 45 dakika boya ¢ikarma eriyigi icinde bekletildi.
Bu sayede, fazla boya jelden atilarak proteinlerin goriintiilenmesi saglandi. Daha sonra
boyanan jel, altta 3MM Whatman kagidi, iistte saran stre¢ film olmak iizere jel

kurutucuda vakum uygulanarak 80° C’de 1 saat siire ile kurutuldu.

3.2.2.6. Bagisik Emdirim Yontemi

SDS-PAGE sonrast bagisik emdirim analizi (52) yapilacak olan boyanmamus jel
biiyiikliigiinde nitroselilloz membran kesilerek 30 saniye siire ile aktarim tamponunda
bekletildi. 3MM Whatman filtre kagitlar1 da aktarim tamponu icinde islatildi. Jel;
nitroseliiloz membran ve 3MM Whatman filtre kagitlar1 arasina yerlestirilerek sandvig
modeli seklinde aktarim tamponu ile yiizeyi 1slatilmig olanyar1 kuru emdirim(semi-dry
blotting) cihazina yerlestirildi. Olusurulan diizenek, 45 dakika siireyle 200 mA
siddetinde akima tabi tutularak aktarim islemi gerceklestirildi. Aktarimdan sonra
nitroseliiloz membran; 6zgiin olmayan baglanmalar1 dnlemek i¢in % 0.5 BSA iceren
Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBST) ile oda sicaklifinda 2 saat ¢alkalanarak doyuruldu.
Membran; TBST c¢ozeltisi ile ii¢c kez yikandiktan sonra ¢alismanin amaci icin uygun
olan olan l.antikor 1:500 TBST-BSA ile seyreltilerek oda sicaklifinda iki saat
calkalandi. Membran TBST c¢ozeltisi ile tic kez yikandi. Alkalen fosfatazla birlesik,
2.antikor olan immunglobulin G, 1:1000 oraninda TBST-BSA ile seyreltilerek ortama
eklendikten sonra membran bir saat oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Tekrar
TBST ¢ozeltisi ile ii¢ kez yikandi. Alkalen fosfataz substratt BCIP (150 pg/ml) ve NBT
(300 pg/ml) substrat tamponu iginde c¢oziildiikten sonra ,membrana bu eriyik ile
muamele edildi. Karanlikta c¢alkalanarak bantlarin olugmasi saglandi. Membran,
durdurma cozeltisi i¢ine alinarak tepkime durduruldu. Alkalen fosfataz yerine HRP

sistemi de benzer bigcimde kullanilda.

3.2.2.7. immiinfloresan Calismalar
HUVEC hiicreleri 6 kuyuluk kiiltiir flasklarina kuyu basina 1 x 10° hiicre olacak
sekilde 1 ml DMEM F-12 medyum icinde yuvarlak “coverslip” lameller iizerine

onceden ekildi. Boylece lameller iizerine yapisip yayilmas: saglandi. Ertesi giin,
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kuyulara CD (2 uM), NH4C1 (10 mM) , DT (0.8 uM), farkli ve aynmi kuyuda beraber
olacak sekilde belirli inkiibasyon siireleri ile hiicrelere uygulandi. Hiicreler, membran
gecirgenligini arttirmak amaci ile 30 dak. % 0.1’lik Triton X-100-PBS igerisinde
bekletildi. Ardindan PBS ile 3 kez yikama yapildi ve bu islem her bir asamanin sonunda
tekrarlandi. Hiicreleri sabitlemek amaci ile hiicreler % 2’lik paraformaldehit-PBS
(Sabitleme Eriyigi) icinde 4°C’ de 1 saat bekletildikten sonra, hiicre ici FA ve endozom
konumunu belirlemek amaciyla 6zgiin antikorlar (anti-FA ve EEA1), 1:1000 oraninda
PBS-BSA icinde seyreltilerek 1 saat siire ile uygulandi. Erken endzozom i¢in, (anti-fare
FITC isaretli IgG), FA i¢in, (anti-tavsan FITC isaretli IgG) 2. antikor 1:2000 oraninda
seyreltilerek kullanildi. Hiicreler 1 saat inkiibasyon sonrasi, DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) damlatilan lam iizerine kapatilarak florasan mikroskopta (Olympus
BXS51) incelendi. Goriintiiler, Olympus DP-72 kamera sistemi ve DP2-TWAIN yazilim
programi1 ile fotograflandi. Calismada kullamilan floroforlarin uyarilma-salim
degerlerine gore floresan mikroskopta Olympus U-25ND25 ve U-25ND6 filtreleri
kullanildi. Bu degerler DAPI i¢in uyarilma 345 nm salim 458 nm, FITC i¢in uyarilma
494 nm, salim 518 nm, TRICH i¢in uyarilma 554 nm, salim 576 nm, olarak belirlendi.
Aym islemler HUVEC hiicrelerine toksin verilmeden once aktin iskeletini yikmak

amaci ile kuyu basina 2 uM sitokalesin D verilip 15 dak. inkiibe edilerek tekrarlanda.

3.2.2.8. Hiicreden endozom kesimlenmesi

Endozomlarin kesimlenmesi (53) i¢in HUVEC hiicreleri (5 x 106)
homojenlestirme ¢ozeltisi (0.25 M sukroz, 78 mM KCI, 4 mM MgCl,, 8.4 mM CaCly,
10 mM EGTA, 50 mM HEPES-NaOH pH 7.0, 10 pg/ml aprotinin, 1 uM/ml pepstatin
A, 0.5 pg/ml leupeptin) i¢inde teflon uglu homojenizator ile pargalandi. Homojenat 5
dak. 1000 x g’de santrifiijlenerek cekirdeklerin ¢oktiiriilmesinin ardindan iist s1ivi 5-20
% Optiprep (Axis-Shield) kesintisiz gradiyenti iizerine yayild1 ve 19 saat 90.000 x g’de
santrifiijlendi. Gradiyent hazirlanmasi sirasinda tiretici firmanin S23 numaral protokolii
takip edildi. Gradiyent kesimleri tiip iizerinden aspire edilerek (0.5 ml) toplandi. En
diisik yogunluk gradiyenti (1.064-1.04 g/ml iyodiksanol) bolgesinden elde edilen
kesimdeki erken endozomlarmn varligt EEA1 antikoru varliginda bagisik emdirim

yontemi ile analiz edildi.
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Sekil 3-3: Endozom kesimlenmesinin sematik goriintiisii.

3.2.2.9. ADP Ribozillenme

ADP-ribozillenme 25 pl’lik (50 mM Tris-HCI, pH: 7,4, 7 mM ME, 5 uM
[adenozin-14C]NAD ve 120 pg/ml DT iceren) tepkime ortaminda 10 dakika 20°C’de
gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda 5 pl'lik 6rnekler GF/A Whatman filtrelere
uygulanarak soguk TCA ile yikandi. Kurutma islemi sonrasi filtreler, 5 ml 2,5-
difeniloksaloz (PPO) iceren toluol cam siselere yerlestirildi. TCA c¢oOktiiriilmiis
radyoaktivite siv1 sintilasyon sayacinda (Packard TriCarb1000 TR) belirlendi.

ADP-ribozillenme gergeklestirilerek eEF-2 miktar1 asagidaki esitlik ile
hesaplandi:

[pmol =cpm X 100 /[(2.22 X (6zgiin etkinlik) (%) X sayim verimi (Ci/mol)]|

3.2.2.10. Protein Sentezi (poli-Phe Sentezi)

In vitro protein sentezi (poli-Phe), 19 pmol ribozom, 30 pg/ml eEF1 proteini, 40
ug eEF2 proteini, 100 pg/ml polyU, tRNA (E.coli) (300 pg/ml) toplam tepkime hacmi
50 pl olacak sekilde gerceklestirildi (54). Tepkime swrasinda DES2 kullanilarak
kesimlenmis (E.coli) S-130 proteini aa-tRNA sentetazlarin kaynagi olarak kullanmlarak
2 uM ["C]Phe, 6 mg/ml kreatin kinaz, 6 mM kreatin fosfat, 1.5 mM GTP ve 1.5 mM
ATP icerir. Inkiibasyonlar 3 dakika 37°C’de gerceklestirildikten sonra ornekler 5 dak.
90°C’de TCA yikamast yapilarak radyoaktif dlciimden gerceklesen sentez miktart
hesaplanda.
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3.2.2.11. Toksini Floreseinizotiyosiyanat (FITC) ile etiketleme

Difteri toksininin hiicre ve dokuda aktin iskeleti ile olan etkilesimini gdstermek
tizere toksin, FITC floroforu ile etiketlendi. FITC 2 mg/ml anhidroz dimetil siilfoksitte
(DMSO) icersinde c¢oziildi. Karbonat tamponunda FITCnin uyarilma-salim
(eksitasyon-emisyon) degerleri floresan spektrofotometresi (Perkin Elmer, LS -5) ile
test edildi. DT-FITC konjiigati, 5 uM FITC, 20 ug DT, 500 mM karbonat tamponu; pH:
9, icersinde oda sicakliginda 1 saat bekletilerek hazirlandi. Konjligatin bulundugu
karbonat tamponu, DT’ ne baglanmayan FITC molekiillerini uzaklastrmak amaci ile
saklama tamponuna karsi, gece boyu GEBAflex marka 250 ul’lik tiipte diyalizlendi.
Diyaliz 6ncesinde ve sonrasinda toksin-FITC etkilesimi, floresan spektroskopisinde
uygun dalga boyunda (496 nm - 520 nm) uyarilarak FLWINLAB bilgisayar programi

aracilig ile gosterildi.

Tablo 3-7: Floresan boyalarin uyarilma - sahm degerleri.

Florofor Uyarilma Salim Sonme kats
(nm) (nm) (x10° M ¢
DAPI 345 458 27
FITC 494 518 67
TRICH 554 576 67
Alexa Fluor 594 581 609 90
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4. BULGULAR

4.1. FB’nin Klonlanmasi

Difteri toksinin FB parcas1 Gere¢ ve Yontemler boliimiinde anlatildigi sekilde
klonlandi. Kimerik protein (FB+GST) sentezi i¢in IPTG derisimi (1 mM) kullanilarak
gerceklestirildi. Her yarim saatte bir ornekler % 12’lik SDS-PAGE jel elektroforezinde
standart belirtecler (( fosforilaz b (97 kDa), BSA (66 kDa), yumurta albumini (45 kDa)
ve karbonik anhidraz (29 kDa)) varliginda boyama sonras gosterildi (Sekil 4-1). ki ve

tic saatlik bakteri iist sivilarindan protein saflagtirilmasina gecildi.

0. 0. 0. 90. 120. 150. 180. 210. 240.
clak. dak. dak.  dak dak. dak. datk. dlak. dak.

kDA

97—

BE = =84 1Da(FE+GST)

5

i - 27 KDa (G5T)

4
7?
;
P
g
i

Sekil 4-1: GST-FB kimerik protein.

Kimerik FB proteininin bulundugu 64 kD’luk bolge. zamana bagh IPTG derisimin
protein sentezine etkisi. (20 ul bakteri 6ziitii jele yiiklendi).
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Rekombinant proteinlerin saflagtirilmasinda yararli olabilecegi diisiiniilen
Glutatyon—S-Ttransferaz (GST), kimerik gen iiriinlerini elde edebilmek icin BL21-
Gold adli E-coli protein ekspresyon hiicre soyuna transfekte edildi. Transfeksiyon i¢in
1851 soku “heat shock” yontemi kullaildi. Rekombinant protein, AKTA prime plus
kromatografi cihazinda, afinite kromatografisiyle (GSTrap 4B) saflastirild1 (Sekil 4-2).
Elde edilen 67 kDa’luk kemirik protein, trombin (trombin kit-Novogen) ile kesilerek
molekiiler elek (jel filtrasyon) kromatografisinden (Hi Prep 16/60 Sephacryl S-200)
ayristirlldi. Kromatografik islem, fosforilaz b (M; 97 kDa ), BSA (M; 66 kDa ),
ovalbumin (M, 45 kDa), karbonik anhidraz (M; 29 kDa) ve GST (M; 21 kDa) gibi
molekiiler agirlik belirtecleri varliginda gergeklestirildi. Yaklasik 37 kDa agirligindaki
FB, elektroforez ve bagisik emdirim yontemiyle gosterildi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-2: GST-FB kimerik proteininin affinite kromatografisi ile saflastirilmasi.

GSTrap 4B (1ml). Kolona yiiklenen 6ziit (1 ml).
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Sekil 4-3: FB’nin elektroforetik analizi.

1. Trombin ile kirillan kimerik protein (2 pg). 2. Jel filtrasyon sonrasit FB (5 ug).

Ticari olarak FB antikoru bulunmadigindan, FB ile immiinolojik caligmalar
yapilamamaktadir. Saflastirilan FB kullanilarak tavsanlarda anti-FB gelistirilmesi ve bu
antikorlar kullanilarak her tiirlii immiinolojik yontem (WB, IH, IF, ELISA) kullanilarak
in vivo caligmalar yapilabilecektir. Yeni nesil sentetik peptit as1 iiretimi, anti-kanser
ilaclarin endositik yolla hiicre igersine taginmasinda modifiye toksin model sistem

olarak kullanilabilecektir.

4.2. HUVEC Hiicre Soyunda Difteri Toksininin Etkisi

Difteri toksinine duyarlit HUVEC hiicreleri, farkli zaman dilimlerinde (1, 3, 6, 12
saat) toksin etkisini incelemek amaci ile standart kiiltiir kosullarinda yetistirildi.
Toksine etkisinde kalan hiicrden daha 6nce Gere¢ ve Yontemler boliimiinde anlatildigi
sekilde lizatlar hazirlandi. SDS-PAGE ve sonrasi bagisik emdirim yontemi kullanilarak
toksin enzimatik parcast FA’'nin hiicre i¢i dayamkliligina bakildi (Sekil 4-4). FA’ nin
hiicre igerisinde oldukga direng¢li oldugu gozlendi. 12. saatteki azalma, serbest FA’ nin F

aktinle etkilesime girdigini diisiindiirmektedir (19).
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Sekil 4-4: Difteri toksininin hiicre ici kahmliligi.

1 pg /ml DT varliginda hiicreler 400 pl liziz ¢ozeltisinde parcalandi ve 5 dak. 700 xg.
santriifiij sonrasi iist s1vi (S07) alindi. Uste, SDS/PAGE (5 pl oziit). Altta, anti-FA varliginda
bagisik emdirim.

4.3. Aktin Iskeleti, Erken Endozomlar ve Difteri Toksininin Floresan

Gorintillenmesi

Goriintiileme caligmalart i¢in toksine duyarli ve yiizeye yapisan HUVEC
hiicreleri kullanildi. Hiicrelere (10%) DT 0.8 nM, sitokalesin D (2 uM) ve NH,CI (10
mM) Gere¢ ve Yontemler boliimiinde anlatildigi bicimde uygulandi ve hiicre icinde
goriintiilemek {izere aktin (falloidin-TRICH), endozom (EEA1)-FITC ve toksin (anti-
FA)-FITC ile boyanarak uygun filtrelerle floresan mikroskopta goriintiilendi (Sekil 4-5).
Erken endozom ve FA’nin goriintiilerinin periniikleer bolgede cakistiklar1 goriildii. Bu
bulgu, yarim saat sonunda FA molekiillerinin biiyiik oranda endozomlarin igersinde

olduklarim gosterdi.
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Sekil 4-5: Aktin, endozom ve FA’nin hiicre ici goriintiisii.

Toksin 0.8 uM 30 dak. inkiibasyon. (A). Aktin boyama falloidin-TRICH. (B). Aktin
boyama falloidin-TRICH, c¢ekirdek boyama DAPI. (C). Endozom boyama anti-tavsan IgG-
FITC ve aktin boyama falloidin-TRICH. (D). Toksin (anti-FA)-FITC ile boyama, (bilyiitme
x100).

44. Sitokalesin D ve Amonyumkloriir Etkisinde FA Dagilim

CD’nin hiicre icindeki FA dagilimina etkisini floresan mikroskobunda
aragtirildi. DT fragment A’nin kontrol hiicrelerinde diizgiin dagilima sahip oldugu
gozlenirken FA(DT) yiiklii erken endozomlarin, hiicre sinirlar1 igcinde difiize olmus FA
isaretli sitoplazmik sis tabakasiyla beraber niikleus cevresinde yayildilar1 goriildii (Sekil
4-6A). Sitokalesin ilavesi FA (DT) pozitif erken endozomlarin yayilim seklinde radikal
bir degisikligie yol acarak, onlarin geniglemesine (sismesine) ve agwlikli olarak

niikleusun tek bir kutbuna agregasyonuna neden oldugu goriildii (Sekil 4-6B). Bunun
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sonucunda ayrica sitoplazmik FA’nin azaldig1 gézlendi. Bu bulgular daha sonra erken
endozomlarin morfoloji ve hiicre i¢i yayilimlari ile serbest FA ile karsilastirhdi. Sonugta
endozomlarin icine alinmig DT lizozomotropik amin, (amonyumkloriir) varli§inda
erken endozomlarin i¢cinde hapsedilerek tasinmasina neden olmaktadir (55,56). CD
varliginda ve yoklugu FA (DT) pozitif erken endozomlarda genigleme ve periniikleer

y1gilmanin ¢ok belirginlestigi goriildii (Sekil 4-6 C,D).

4.5. Endozomlardan FA Salimmmimma CD ve Amonyumkloriir Etkisi

DT, amonyumkloriir ve CD’nin erken endozomlarin, morfoloji ve hiicre i¢i
dagilimina etkileri 6zgiin antikor, EEA1l (erken endozom antijeni) kullanilarak
arastirildi. Erken endozomal vezikiillerin sismesi, DT’nin erken endozomlardan
salinimint artirdigr bulundu. Bu daha 6nceki farkli gruplarin ¢aligmalar: ile uyumluydu
(57) (Sekil 4-7 A,B).

Ayrica DT, erken endozomlarin perinuklear alana lokalize olmalarina neden
oldu. CD ve amonyumkloriir ilavesi ile hiicrelerde DT verilmis hiicrelerin ortalama
boyutlarinin arttigr ve buna ek olarak erken endozomlarin perinuklear kutba birikimini
tesvik ettigi gozlemlendi. Bu degisiklikler bu ii¢ ajanin birlikte uygulanmasi ile daha
belirgin hale geldi. (Sekil 4-7 C,D,E,F,G)

4.6. Hiicre Ici FA Etkinligi

Baslangicta yiiksek DT varliginda (=1 nM), CD uygulamasimn sitozolik
kesimlerde (S120), FA’ya 0zgii ADP-riboziltransferaz etkinligine biiyiikk bir etki
yapmadigi belirlendi. Bununla beraber, hiicre i¢inde ¢ok az miktarda DT bile protein
sentezinde inhibiyona sebep oldu. Endozomal kargo trafigindeki kiiciik bir sizinti
CD’nin FA etkinligi tizerinde de muhtemelen inhibitor etki gosterebilir (58,59). CD
uygulanmasindan dolay1 oliimciil dozda toksinin hiicre icinde olusan etkisini, diisiik
toksin diizeyinde de (ADP-riboziltransferaz etkinliginde inhibisyon olusturup
olusturmadigini) gormek istedik. Deneyler 10° hiicrede 15 pM and 150 pM DT
varliginda tekrarlandi. Bu deneylerde, fazla miktarda eEF2 varlifinda direk ADP-
riboziltransferaz (FA) etkinligi, serbest eEF2 iizerinde ADP-riboz alict bolge ya da
ADP-Ribozillenmeden kalan eEF2’nin sentez aktivitesi (poli-phe) ile saptandi. FA
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aktvitesi tersine olarak eEF2 iizerinde serbest ADP-Ribozil alic1 bolge ya da poli-phe
sentez sisteminde smandi (Sekil 4-8 B,C). ADP-ribosyltransferase reaksiyonda oldugu
gibi, FA etkinligi de, toksinli ve kontrol hiicrelerin sitozolik kesimlerinde (S120)
doyuma ulast1 (Sekil 4-8 A). CD’den dolay1 iskeleti yikilmig ve 15 pM DT’ ye maruz
kalmis hiicrelerin sitosolik kesimlerinde FA etkinligi yaklasik % 65 diizeyinde saptandi.
Ote yandan, sirasiyla 15 ve 150 pM DT varliginda hiicrelerin sitozolik kesimlerinin ii¢
saat inkiibasyondan sonra ADP-riboz alic1 (akseptor) bolgelerin % 35 ve % 75 oraninda
azaldig1 goriildii (Sekil 4-8 B). CD etkisinde etkinlikte sirasiyla yaklasik % 15 ve % 60
azalma gozlendi. Bu sonuglarla CD’nin FA {zerindeki etkinligi diisiik toksin
derisimlerinde de kanitlanmis oldu. Benzer sonuclar poli-phe sentezinde (eEF2 protein
sentez etkinligi) de elde edildi (Sekil 4-8C).

Sitozoldeki (S5) FA etkinligi CD varliginda % 20 diizeyindeyken NH4Cl ile %
70 seviyesine ¢iktig1 belirlendi (Sekil 4-9).

Sekil 4-6: Hiicrelerde DT (FA) dagilim ve morfolojisi.

Toksin (0.8 uM), CD (2 uM), amonyumkloriir (10 mM) ve 20 dak. inkiibasyon. (A).
DT ile muamele edilmis hiicreler (kontrol). (B). DT, CD. (C). DT, amonyumkloriiriir. (D). DT,
CD, amonyumkloriir varliginda hiicre i¢ci FA dagilimi. Erken endozomlarin 6Slciilen ¢ap
degerleri ( 200 6l¢iim ortalamasi): (A), 0.68 £ 0.29 um; (B), 0.89 + 0.35 um; (C), 1.92 + 1.2 um;
(D), 1.4 £ 0.95 pm. (bityiitme x100).
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Sekil 4-7: Erken endozomlarin hiicre ici morfolojileri ve dagilimlari.

Toksin (0.8 uM), CD (2 uM), amonyumkloriir (10 mM) ve 20 dak. inkiibasyon. (A).
DT yoklugunda. (B). DT varliginda, (C). CD varliginda, (D). amonyumkloriir varliginda, (E).
DT ve CD varliginda, (F). DT ve amonyumkloriir varliginda, (G). DT, CD ve amonyumkloriir
varliginda. Erken endozomlarin 6lciilen ¢ap degerleri (en az 200 6lgiim): 0.48 £ 0.25 um (A);
0.83 £0.39 pm (B); 1.17 + 0.82 n (C); 1.4 £ 0.75 um (D); 0.87 £ 0.52 um (E); 1.51 + 0.80 um
(F); 1.66 £ 1.1 um (G). Olgiim araligr: 10 pm.
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Sekil 4-8: CD etkisindeki hiicrelere DT uygulamasi sonrasi sitozolik FA etkinligi.

HUVEC hiicreleri 6ncesinde 2 uM CD verildikten yarim saat sonra sirasiyla, 15 pM
ve 150 pM DT varliginda 20 dak. inkiibe edildi. (A). FA (ADP-riboziltransferaz) etkinligi. (B).
serbest ADP-ribozun baglandigr bolge. (C). poli-Phe sentezinde protein sentez aktivitesi (eEF2
aktivitesi). (x-x), CD (2 uM); (A-A), DT (150 pM); (m-m), DT* (15 pM); (e-#), CD, DT
(150 pM); (e-e), CD, DT* (15 pM).
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4.7. Endozomlarda FA Etkinligi (in vitro)

DT yiiklii erken endozomlar PO7 baslama kesimi izolasyon prosediirii (yogunluk
gradienti denge santrifiijii) ile saflastirild1 ( 53). Bunun yan1 sira, aktin iskeleti saglikli
ya da hasarlanmig, ayn1 zamanda DT ile infekte edilmis hiicrelerdeki endozomlar
saflastirilarak in vitro FA etkinligi saptandi. Iskeleti yikilmis hiicrelerde, endozomal FA
etkinliginin % 20 kadar yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4-10 A). Endozomlar ve
icerlerindeki FA bagisik emdirim yontemi ile belirlendi (Sekil 4-10 B).

10
=75 .
&
=
= e = DT/CD
= 3
=
= opT/NHLC1
.5 | T
< 25 | I
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0 Il Il '}
0,5 3 12
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Sekil 4-9: Sitosolik (S5) kesimde FA etkinligi.

DT (750 pM) toksine ek olarak 2 uM CD, 10 mM NH4CI ayr1 ayr1 ve birarada
belirtilen siireler boyunca bekletilen hiicreler homojenize (400 ul) edildikten sonra 5
dak. 5000 x g’de santrifiijlenerek iist siv1 (S5) ayristirildi ve FA etkinligi (20 pl 6ziit)

belirlendi.
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Sekil 4-10: Toksin ve CD uygulanmis hiicrelerden yogunluk gradiyenti denge santrifiijii
sonrast endozom kesimleme ve FA’nin ADP-riboziltransferaz etkinligi.

(A). Gri siitunlar yanhz difteri toksini uygulanmis, siyah siitunlar sitokalasin D ilave
edilen hiicrelere ait endozomlardaki ADP-ribozillenme. (B). Bagisik emdirim ile toksin
uygulanan erken endozomlarin ve icersindeki FA’nin gosterimi. (1, 3 ve 6 kesim no) EEALl
(160 kDa) ve FA’min (21 kDa) tespiti. Endozomlar % 1 Triton X-100 varliginda parcalandi (400
ul). ADP-ribozilasyon igin 20 ul, elektroforez icin 10 pl (20 pg endozomal protein karigimi)

ornek kullanildi.
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4.8. Endozomlarda FA Salinim (in vitro)

DT (0.8 nM) etkisindeki hiicrelerden elde edilen erken endozom kesimindeki ve
disart salinan FA etkinligini test etmek icin ADP-ribozilleme etkinligi bakildi.
Endozomlar, FA ile etkilesen ve salinimin1 yonlendiren bilesenler (Triton X-100, asidik
ortam, sitokalesin D) ile 10 dak. bekletildikten sonra 20 dakika 15.000 xg’de santrifiij
edilip ortamdan uzaklatirildi. Ust sivilardaki FA etkinligi, doygun miktardaki eEF2 (20
pmol) ve ["*CINAD eklenen ortamda saptandi. Endozomlardan FA salinimi eEF2 ve F-

aktin varliginda kontrole gére %300 artig gostermektedir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Erken endozomlardan in vitro FA salinimi. Toksin etkisinde kalan hiicrelerden
saflastirilan endozom kesiminden 20 ul alinarak, farkli parametrelerin ( Triton X-100, % 1;
asidik ortam, pH 5.5; sitozol, 20 ul; F-aktin, 2 uM; G-aktin, 2 uM; eEF2, 0.8 uM) varliginda,
30 dak. inkilasyon sonrasi 15 000 x g. 20 dak. santrifiij ve 20 pl 6rnegin ADP-ribozilleme

yetenegi test edildilerek endozom disina salinan FA saptandi.

Eklenen bilesenler/Uygulamalar ADP-ribozillenme
(pmol /20 pmol eEF2)
Sadece erken endozomlar (Kontrol) 28106
+ Triton X-100 127107
+ Dusuk pH 10404
+ HUVEC sitosol (S15) 47+03
+ HUVEC-Sitokalasin D sitosol (S15) 36x0.3
+ F-aktin 59+0.2
+ G-aktin 46104
+ eEF2 68105
+eEF2, + F-aktin 96+0.6
+eEF2, + G-aktin 6.7+04
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5. TARTISMA

Sinirli bir proteolitik sindirim ve S-S baginin indirgenmesiyle difteri toksini iki
parcaya ayrigmaktadir. Toksinin N-terminal bolimiine karsilik gelen (FA) olarak
adlandirilan parga kesim A ADP-riboziltransferaz etkinligine sahiptir. Buna karsin,
kesim B (FB) holotoksinin hiicreye baglanmasimni saglamaktadir. Toksinin ikinci
asamada endositik bir siirecte iki parcaya ayrilmasindan sonra FA sitoplazmaya
ulagmaktadir (57,60). Uzun siiredir FA’min eEF2’ye 06zgii ADP-riboziltransferaz
etkinliginin ve FA’nin neden oldugu sitotoksisitenin Oncelikli ve hatta tek sebebinin
protein sentezini durdurma oldugu kabul edilmektedir. Buna karsilik, FA’nin
yonlendirmesi ile protein sentezinin durdugu fakat hiicre 6limii ile sonu¢lanmayan
hiicre soylarinin oldugu bilinmektedir. Bu bulgular difteri toksininin sitotoksik
etkisinin yalnizca protein sentezinin durmasiyla agiklanamayacagini, protein sentezinin
durmasinin sitotoksik siirecteki onemli ancak tek asama olmadigini diistindiirmiistiir.
DT’nin protein sentezini durdurmanin yani sira, hiicre iskeletinin yikilmasina (11) ve
interniikleozomal DN A’nin kirilmasina da neden oldugu bilinmektedir (61).

Bu ¢aligmada toksinin B fragmenti (FB) klonlanmis olup poliklonal antikor elde
edilmesi diisiiniilmektedir. Bunun i¢in 6n ¢aligsmalar baslatilmistir. Heniiz ticari iretimi
olmayan anti-FB {iretildiginde tami kiti yapiminda kullanilabilir. FB antikorlari
varliginda in vivo ¢aligmalar sonras1 FB’ nin hiicre i¢i dagilimi goriintiilenebilir. Hem
FA hem de FB insekdiside klonlanarak ag-kapa sistemleri olusturulabilir. Toksin
parcalart hiicre icersinde istendigi zaman, istenilen miktarda olusturularak etkileri
aragtirilabilir.

Calismanin ikinci boliimiinde, FA ile aktin arasindaki yakin etkilesim incelendi.
Aktin iskeletinin yiklimasinin FA etkinligi iizerine etkisi ve CD uygulanmis hiicrelerde
FA dagilimi arastirildi. Hiicre i¢i FA dagiliminin ve enzimatik aktivitesinin CD
varliginda azaldigin1 gozlemlendi. Bu bulgular aktin filamentlerinin, erken
endozmlardan sitozole FA salinmmyla iligkisi oldugunu gosterdi. Fazla DT’nin
endositik kompartmanlarda tutuldugu, ayrica Onceki c¢alismlar dogrultusunda
sitozoldeki FA salinimimin bir adimi oldugu ortaya konuldu (62,63). Diisiik DT
varliginda CD’nin 6zellikle 6liimciil etkisi kanitlandi. F-aktinin iskeleti CD varliginda

yikilan hiicrelerde sitozole FA salinimi onemli Ol¢iide baskilandigi belirlendi. Aktin
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filamentin vesikiiler trafikle ilgkisi iyi bilinmektedir (64-66) ve son zamanlardaki
fotonik gii¢ (force) mikroskobu sonuglart salgi vesikiillerinin aktin filamentlerine bagl
oldugunu gostermistir (67). Bu bag salg1 vesiikiillerinin transportu ve lokalizasyonun
uygunlugunu saglamaktadir. Aktin filamentlerinin yikilmast bu calismada sunulan
verilere gore, bagda meydana gelen bozulmayla endozomal membranda FA
translokasyonunda ve sonrasinda katlanmada olabilecek bozulmalar1 da beraberinde
getirir. Aktin filamentleri i¢in boyle bir aciklama varsayarsak, sadece vesikiiler trafik
icin degil ayn1 zamanda translokasyon isleminde de desteginin oldugu goriiliir. Sunulan
bu bilgiler bir yana diger bulgulara gore (64,68,69) aktin ve Hsp90 etkilesimi belirli
bazi hiicresel reaksiyonlarin diizenlenmesinin kamitidir. Boylece aktin filamentleri erken
endozomlarla beraber hiicre ici bilesenleri de igeren etkilesimlere yapisal destek
olusturur. Hsp90 ve tiyoredoksin rediiktaz (70) ve ayrica ADP-ribozilltransferaz
reaksiyonun substrati olan EF2 bu bilesenlere 6rnektir. F-aktinin, eEF2 ve FA ile
etkilesim gostermesi (54) daha da onem kazanmaktadir. Endozomal etkilesimlerele
ve/veya hiicresel olaylara bagl olarak degisim gosterebilen aktin molekiilleri diger
hiicresel olaylarin geceklesmesi icin gerekli platformu olusturur. Boylece, farkli
filogenik alt yapilardan gelen patojenler farkli hiicre bilesenlerini kendi sitotoksik
etkilerini iletmek i¢in bir araya getirebilir (71).

Sitozoldeki diisik FA derisiminin bugiine kadar gosterdigi yiiksek patojenite
Onem arz etmektedir. Bu, negatif geri doniisiim diizenlenmesinin sitozele cok az bir FA
molekiiliiniin salinimina izin veren yiiksek etkisinin bir sonucudur. Bu FA molekiilleri
sitotoksik etki icin yeterli degildir (58,59,71). Diger yandan, ilk FA molekiillerinin
salinimindan kisa bir siire sonra, bir bilesen tiim DT yiiklii erken endozomlarda daha
cok FA molekiiliiniin girisini durdurur. FA’mn enzimatik reaksiyonunun {iiriinii olan
ADP-ribozillenen eEF2 diizenleyici etkiyi gosterir. Ashinda ADP-ribozillenme in vitro
FA salimimi azaltig1 goriinmektedir. Bu kismi inhibitor etkisi heniiz aydinlatilmamaistir.
Bu nedenle biyolojik iliskisi daha fazla aydinlatilmalidir.

FA’nin sitozole girisi, DT disinda A-B tip toksinlerde goriilen sitotoksik yol i¢in
tipik bir 6rnektir (71). Bu toksinlerin biiyiik bir kism1 tarafindan kullanilan kagamak yan
yolak hiicrenin i¢inde makromolekiillerin ana endozomal yolunu takip eder (64,71-75).
Bu toksinler i¢in, erken endozom bdliimleri, geri doniisiimiin gerceklestigi ve ayrimin
yapildig1 yerdir. Bu nedenle etraflarinda kiimelenmektedirler. Daha sonra pargalayoct

kargo olarak ge¢ endozom ve ya lizozomal siireci baslatirlar. Bu islemi sitozoldeki ER
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yolu kullanmadan uygun bir sekilde gerceklestirir (71). Boylece CD uygulamasi bazi
toksin molekiilleri tarafindan kullanilan bu kacamak yolu bloke edilerek, bir sekilde
gercekte takip edilmesi gereken ana endozomal yolaga geri yoOnlendirebilir. CD
uygulamasmin erken endozomlarda periniikleer bdlgede DT birikimine hangi
mekanizmayla yol actifi bilinmemektedir. Transferrin ve a2-makroglobiilin benzeri
ligandlar bu bolgede Ornek alinabilir (64,76,77). Endositozun bu kiimelenmeyi
inhibisyonundan 6nce hiicrelere verilen CD bu ligandlarin hiicre icinde dagilimina
neden olmaktadir (64,78). DT ve bu ligandlar arsindaki biyolojik ve yapisal farklar
nedeniyle hiicre icinde farkli yolaklar1 takip edilebilir. Bu diisiince bizim veriler ile
yaymlanmis bulgular arasindaki ¢esitlilige bir agiklama saglayabilir.

Hiicre icersindeki FA’nin hiicre i¢i kalimlilig1 elektroforez ve bagisik emdirim
yontemiyle farkli zaman dilimlerinde gosterildi. Hiicredeki FA’nin enzimatik (ADP-
riboziltransferaz, ADP-ribazilhidrolaz, polyPhe) etkinliginin sitokalesin D etkisinde
azaldig1 goriildii. Toksine duyarli HUVEC hiicrelerinde toksin sonrast endozomlarda
sisme goriildii. Ayrica bu hiicrelere CD ve amonyumkloriir ile muamele edilerek hiicre
ici endozom yerlesimi ve boyutlarindaki degisiklikler karsilagtirildi. Toksin ve
Sitokalesin D varliginda endozomlar saflastirilarak icerisindeki FA etkinligi saptandi.
Saflagtirilan endozomlar iizerine F-aktin ve Okaryotik Elongasyon faktér 2 ilave

edildiginde FA’nin endozomlardan disar1 salindig1 gosterildi.
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