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OZET

Ozerman, B. Aktin Filamentlerinin Difteri Toksini Alt Yapilar1 ile Etkilesimi-Bu
Etkilesimde Elongasyon Faktorii-2’nin Rolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Biyofizik ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2009

Difteri hastalig1 siiresince kalpte miyotoksik etki olusmaktadir. Miyotoksik etki, protein
sentezinin durmasi ile aciklanmaktadir. Ancak protein sentezinin baskilanmasi ile difteri
toksinine bagli hiicre Oliimii arasindaki iligki tam olarak aydinlatilamamistir. Difteri
toksininin (DT) varliginda, Okaryotik elongasyon faktorii 2’nin (eEF-2) ADP-
ribozillenmesi sonucu protein sentezinin baskilandigi bilinmektedir. DT nin protein
sentezini durdurmasinin yani sira hiicre iskeletinin yikilmasina da sebep oldugu ve
hiicre iskeleti yapitasi olan aktinin eEF-2 ile etkilestigi One siiriilmiistiir. Bu calismada,
DT alt yapilar1 olan, A ve B kesimleri (FA, FB) ile aktin filamentleri arasindaki olasi
etkilesimin arastirilmasi amacglandi. Bu dogrultuda toksine duyarli ve direngli hiicreler
ile fibriler aktinin ¢ok yogun oldugu kalp kasi dokusu kullanildi. Degisen DT
derisimleri ile farkli siireler boyunca bekletilen hiicre ve dokularda, immiinfloresan
goriintiileme sonucu DT ile aktin filamentlerinin etkilestigi saptandi. Hiicre i¢inde, DT
ile eEF-2 dagiliminin benzerligi gosterildi. DT ile bekletilen kalp kasi dokusunun ince
yap1 diizeyinde iletim elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi sonucunda miyobriloliz,
sisme, mitokondriyal hasar ve ¢ekirdekte kromatin kiimelenmesi gozlendi. Molekiiler
diizeyde yapilan inceleme ile DT’nin A kesimi ile aktinin kompleks proteini
olusturdugu sonucuna varildi. Bu bulgular DT’nin, hiicre iskeleti iizerinden etkili
olabilecek bir sitotoksik yolagin yaninda, programlanmis hiicre olimii ile iliskili
yolaklar1 da etkinlestirebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler : Aktin, Hiicre iskeleti, Difteri toksini, Okaryotik elongasyon faktor
2 (eEF-2), Floresein izotiyosiyanat (FITC)

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan Proje
No: T-53/15122006 ve TUBITAK Proje No: 107S032 ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ozerman B. The interation of actin filaments with diphtheria toxin fragments and the
role of the elongation factor 2 in this interaction. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Biophysics. Doktora Tezi. Istanbul. 2009

The myotoxicity, which occurs during the diphtheria disease, is explained by the
inhibition of the protein synthesis. However the relationship between the protein
synthesis inhibition and the cell death could not be fully revealed. It is known that the
protein synthesis is inhibited as a result of the ADP-ribosylation of eukaryotic
elongasyon factor 2 (eEF-2) in the presence of diphtheria toxin (DT). It has been put in
front that DT lead also to the fall of the cell skeleton as a result of the interaction of
eEF-2 and the actin. In this study, it is aimed to investigate the possible interaction
between the actin filaments and the fragments (FA, FB) of DT. In this context, it is used
DT sensitive and resistant cells and heart muscle tissue where the filamentous actin is
abundant. The interaction of DT between actin filaments has been shown on cells and
tissue by the immunefluorescent techniques with varying concentration of the toxin and
incubation time. The distribution of either DT or eEF-2 has been exposed as similar. It
was observed by transmission electron microscope myofibrilolysis, dilatation,
mitochondrial damage and the clump of chromatin in the nucleus of myofibril under the
effect of DT. The result of the molecular analysis was concluded that the fragment A
and actin could form a protein complex. Those findings gave rise to thought that
apoptotic pathways could become trigered besides the cytotoxic pathways that DT could

act via the actin cytoskeleton.

Key Words: Actin, Cytoskeleton, Diphtheria toxin, Eukaryotic elongation factor 2
(eEF-2), Fluorescein isothiocyanate (FITC)

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University, Project
No. T-53/15122006 and TUBITAK Project No: 107S032



1. GIRiS VE AMAC

Aktin filamentleri, hiicre seklinin diizenlenmesi, hiicre i¢i vesikiillerin hareketi,
organellerin konumu, hiicrenin go¢ etme ya da kas hiicrelerindeki kasilma hareketi gibi
bir¢ok biyolojik siirecte rol oynar. Asagi organizasyonlu canlilardan yiiksek okaryotlara
kadar aktin filamentlerine baglanabilen en az elli protein tanimlanmistir (1). Protein
sentez mekanizmasinda rol oynayan Okaryotik elongasyon faktorii 2’nin (eEF-2) de
aktin ile etkilesime girdigi, aktinin eEF-2’ye baglandigi gosterilmistir (2-5). Ayrica
NAD varliginda endojen yolla, enzimatik bir tepkime olmaksizin ADP-riboz eEF-2’ye
baglanir. eEF-2’nin ADP-ribozillenmesi sonucunda protein sentezi durur (4,5). eEF-
2’nin ADPR-EF-2 formunun hiicrede, hiicre yaslanmasi, hiicre hasari, diyabet ve

oksidatif streste arttig1 gosterilmistir (3,4).

eEF-2’nin ADP-ribozillendigi diger bir durum ise organizmanin difteri toksini
ile infekte olmasidir. Difteri toksini (DT) gii¢lii bir toksindir ve hiicre yiizeyindeki
reseptoriine B kesimi “fragmenti”(FB) aracilig1 ile baglanir. Toksindeki bir S-S baginin
indirgenmesi sonucu etkinlesen DT, iki parcaya ayrilir (6,7). Endositoz ile sitoplazmaya
taginan kisim, A kesimi “fragmenti” (FA) ADP-riboziltransferaz etkinligi ile eEF-2’nin
geri doniisiimsiiz olarak etkinligini durdurur (2-4,8-10). Insan viicudunda DT, biitiin
hiicrelere toksik etkili olmakla birlikte; kalp dokusunda miyokardite neden olur ve kalp

yetmezligi ile hastalik 6liimle sonuglanir (11).

Miyotoksik etki giiniimiizde protein sentezinin durmasi ile agiklanmaktadir.
Ancak protein sentezinin engellenmesi (inhibisyonu) ile toksine bagh hiicre oliimii
arasindaki iliski tam olarak acikliga kavusmus degildir. Ayrica DT, protein sentezini
durdurmasinin yant sira DNA kirilmasina ve hiicre iskeleti yikimina da sebep
olmaktadir. Buna karsilik DT ne diren¢li olan insan miyeloid 16semi (K562) hiicre
soyunda DT, hiicrelerde protein sentezinin durmasina neden olurken sitotoksik etki

olusturmamaktadir (12).

Bu bilgiler, sitotoksik siirecte difteri toksini etkisinin, hiicredeki protein

sentezini durdurma ile sinirh olmadigin diisiindiirmektedir.

Protein-protein etkilesimlerinin, hiicre isleyisini yonlendirmede Onemli

olmasindan yola ¢ikarak DT altyapilar1 olan A ve B kesimleri ile aktin filamentleri



arasindaki etkilesimin sitotoksik etki tizerindeki roliinii kavramak amaci ile goriintiilleme
tekniklerinden yararlanilmasi ongoriilmiistiir. Aktin filamentleri-difteri toksini-eEF-2
arasindaki olas1 etkilesimlerin hiicredeki yerini belirlemek iizere immiinfloresan
yontemler ile endotel hiicrelerinin incelenmesi amaclanmistir. Ipliksi aktinin ¢ok yogun
oldugu kalp kasi dokusunun, iletim (transmisyon) elektron mikroskobu (TEM) ile
siireye bagl olarak, in vitro kosullar altinda difteri toksininden nasil etkilendiginin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Aktin Filamentleri

2.1.1. Aktinin yapisal ozellikleri

Canl1 organizmada aktin, yapisal bir protein olmanin disinda hiicre hareketi, kas
kasilmasi, hiicre gocii gibi isleyislerle hiicrede mekanik siiregleri diizenler. Hiicrede
ayrica aktin, hiicre i¢i sinyal iletimi ve cesitli maddelerin tasinmasi ile enzimatik
etkinligin diizenlenmesi gibi ¢cok temel gorevler uistlenir. Hiicredeki isleyise gore aktin
molekiilii sitoplazmadaki ¢esitli proteinlerle etkilesime gecerek filament agi, filament

demetleri ya da filament iskeleti olusturur.

Hemen hemen her Okaryotik hiicrede ¢ok yaygin olarak sentezlenen aktin, 42
kDa agirliginda bir polipeptid zincirdir. N-terminal ucu asidik aminoasitlerden olusur.
N-terminalde tasidiklar1 negatif yiikk sayisinin izoelektrik noktalarini belirledigi aktin
izoformlari; izoelektrik noktasi 5,4 olan a-aktin, B-aktin ve y-aktindir. Aktin, hiicrede
ayn1 anda hem globiiler aktin (G-aktin) olarak monomerik yapida, hem de ipliksi aktin
(F-aktin) olarak polimerik yapida bulunabilen tek proteindir (13). Hiicrede biyolojik
etkinlige sahip olan aktin ipliksi aktindir.

Aktinin X-151n1 kristallografi yontemi ile atomik yapis1 ¢oziimlenmigstir (Sekil 2-
la). G-aktin iki alandan olusur. Bir alan “domain” iki altbirim igerir. Ayn1 topolojiye
sahip bes beta tabaka seridi genis olan 2. ve 3. altbirimlerde uzanir. Dort altbirim
ortasindaki oyuga, adenin niikleotidi ve cift degerlikli katyonlar (Mg**, Ca®*, Sr*")
yerlesir. Aktin baglayan proteinlerin aktin ile olan etkilesiminde alt birimler 0zgiin
hedef bolgelerini olusturur. Ornegin DNaz I ile aktinin 2. alt birimi etkilesir (15). Alt
birim 3 ve altbirim 1 filament iizerinde pozitif ucu isaret eder. ki aktin molekiilii

arasindaki etkilesimi Sekil 2-1b’de goriildiigii gibi 4. alt birim saglar (13,14).



a.

Sekil 2-1: Aktin molekiilii ve filament yapisi.
a). G-aktin molekiiliiniin atomik modelinde ADP ve Mg2+ iyonlarinin konumlart goriinmektedir (14). b). F-aktin

molekiiliiniin X-151m kirimimi yontemi ve elektron mikroskobu ile olusturulan ii¢ boyutlu atom modeli (15).

2.1.2. Aktinin kovalan degisiklikleri

En yaygin degisiklik, aktinin cevirim sonrasi olgunlagsma asamasinda, N-
terminal bolgesinden asetillenmesidir (16). Aktinin, His 73 amino asidi {izerinden
metillendigi bildirilmistir (17). Epidermal biiyiime faktorii uyaris: altinda aktinin, serin
kalintilarindan  fosforillendigi  gosterilmis bunun insan epidermoid karsinoma
hiicrelerinde (A431) hiicrelerinin kortikal hiicre iskeletinde hizli polimerlesmeye neden
oldugu bulunmustur (18). Epidermal biiyiime faktorii ile yine A431 hiicrelerinde
olusturulan  oksidatif stres ile aktin polimerlesmesinde geri doniisiimlii
glutatyonlanmanin rolii oldugu gosterilmistir (19). Hiicrenin redoks durumunun
degistigi, oksidatif stresin yani sira hipoksi ve besin kitligi1 gibi kosullar altinda da
aktinin glutatyonlanma icin hedef bir protein oldugu belirtilmistir (20). Aktinin
Clostridium perfingens iota , Clostridium botulinum C-2 ve Clostridium spirotermi
toksini ile Arg 177 amino asidi lizerinden ADP-ribozillendigi boylece F-aktin
olusumunun engellendigi belirtilmisir (21). Ayrica nitrik oksit ile uyarilan notrofillerde

da aktinin ADP ribozillenmesi sonucu polimerlesmenin durdugu gozlenmistir (22).



2.1.3. Aktin filamentinin olusumu

Aktin monomerleri kendi aralarinda kovalan olmayan bicimde etkilesip
polimerleserek ¢ift sarmal aktin filamentini olusturur. iki asamada olusan filament icin
aktin monomerleri, énce gecikme fazinda ¢ekirdek yapiyr olusturmak iizere bir araya
gelir. Cekirdek olarak tarif edilen kalimli bilesik, ancak ii¢ G-aktin molekiiliiniin bir
araya gelmesi ile olusur. Cekirdek yapinin her iki yoniine dogru polimerlesen aktin
filamentinde, polimerlesmenin yavas oldugu kutup, negatif u¢ ya da sivri ug olarak
tanimlanirken polimerlesmenin daha hizli oldugu kutup, pozitif u¢ ya da sakalli ug
olarak isimlendirilir (23). Polimerlesme ile baslayan uzama asamasinda filamentin bir
ucunda monomerlerin birlesmesinin yan sira diger ucta da ayrisma gozlenir. Bu siirekli
birlesme ve ayrisma siirecinde filament yogunlugu ile dengede bulunan serbest aktin
monomerlerinin derisimi, kritik derisim olarak tanimlanir. Sivri ugta bulunan kritik
derisim, sakall1 ugtaki aktin monomer derisiminden 12 -15 kat daha fazla olmasinin yani
sira bu oran aktine baglanan proteinlerin ¢esidine gore ya da hiicre i¢i kosullara (pH, iki

degerlikli tuz derisimi, sicaklik degisimi gibi) bagl olarak degisir (24).

Polimerlesme konusunda yapilan kinetik aragtirmalarin sonuclari ile bilgisayar
benzetim sonuglarimin tutarli oldugu ve polimerlesme icin gerek duyulan serbest enerji
degerinin 20,5 kcal/mol oldugu bildirilmistir (25). Bu enerji ATP hidrolizi sonucu
ortaya c¢ikar. Aktin filamentinin uzama asamasinda, ATP bagli serbest G-aktin
monomerleri filamente eklendikten sonra F-aktin-ATP bilesigi filamentin hizh
polimerlesen ucunda koruyucu kapak gorevi goriir. ATP’nin hidrolizinin hizla
tamamlanmasi ile F-aktin-ADP-P; bilesigi olusur ve bundan 10 kat daha yavas olarak P;
aciga c¢ikar (Sekil 2-2). Boylece, aktin molekiiliindeki yarikta olusan bi¢im
degisikliginden dolayr ADP, F-aktin-ADP olarak filamentin depolimerlesen ucunda
kalir. Sitosolde ATP derisimi, ADP derisiminden daha fazla bulundugundan dolay:
aktin filamentinin depolimerlesmesi sirasinda, G-aktin-ADP, ADP/ATP degisimi soncu
G-aktin-ATP'ye doniigiir. Aktin filamentindeki bu dinamik kararsizlik, filamentin
sakalli ucuna baglanan kapak proteinler ile durdurulur bdylece enerji tiiketimi azalir

(26,24).
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Sekil 2-2: Aktin filamentinin olusumu.

Hayvan hiicrelerinde bulunan aktin molekiillerinin yaklasik % 50’si F-aktin,
diger % 50’si serbest G-aktin seklinde bulunur (23). insanda farkli genler tarafindan
kodlanan aktinin, alti izoformundan biri olan kardiyak a-aktin geni tarafindan kodlanir
ve liflerdeki ince filamentlerin ana bilesenini olusturur (27). Niikleotid baglh aktinin,
sican kalp kasindaki doniisiimii ile ilgili olarak yapilan caligmada, sarkoplazmadaki tiim
aktinin % 30 kadarinin G-aktin seklinde bulundugu tespit edilmistir. Aktin
polimerlesme hizinin kalpteki kasilmalara bagli oldugu, G-aktin miktarinin,
kasilmalarin oldugu kalpte, durdurulmus diastolik kalptekine oranla daha diisiik oranda

bulundugu belirtilmistir (28).

2.1.4. Kalp kas lif yapis1

Kalp kasi lifleri, enine ¢izgili goriiniimlerinden dolay: iskelet kasina benzer. Bu

lifler istemsiz c¢alismalarindan dolayi, miyositlerin tek cekirdek icermesinden ve



cekirdegin hiicrenin ortasinda olmasindan otiirii de diiz kaslara benzer. Hiicre govdesi
kalin dallanmalar gosterir. Kalp kasinda sarkoplazmanin igerdigi miyofibril sayisi
iskelet kasindan ve diiz kastan daha azdir. Miyositler iskelet kasi hiicrelerinden daha dar
(0,02 mm genislik) ve daha kisadir (0,1 mm uzunluk). Cigili kas lifinin uzamina gecen
kesitinde kasilma birimi olan sarkomer, 151k mikroskobundaki goriinlisiine gore
bantlarla tarif edilir. Polarize 1s18a duyarl kisimlar izotrop bolgeleri (I bantlari) duyarsiz
kisimlar da anizotrop bolgeleri (A bantlar1) olustururlar. I bantlarini sinirlandiran Z

diskleri arasinda kalan kisim bir sarkomeri olusturur (Sekil 2-3).

Sekil 2-3: Domuz kalp kas lifindeki bir sarkomerin ince yapisi.
Acik renkteki I bantlari ile koyu renkteki A bantlarinin simrlari oklar ile belirlenmistir. M ve Z ¢izgisi parantezler ile
isaretlenmistir. Fotograf, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali biinyesindeki transmisyon

elektron mikroskobu (JEOL JEM 1011) ile goriiniitiilenmistir (Olgek: 0,5 um).

Sarkomer, baglica aktin ve miyozin filamentlerinden ve bu filamentleri Z
disklerine baglayan sirasi ile nebulin ve titin molekiillerinden olusur. Ince aktin
filamentleri I bantlarinda acik renkte, kalin miyozin filamentleri de A bantlarinda koyu
renkte goriiniirler. M bandi, baslica miyomesinden olusan protein matriksine tutunan
miyozin kuyruklarinin olusturdugu bolgeyi simgeler. Z diskleri, miyofilametlerde
olusan giiclin aktarilmasinda gorev aldiklar1 gibi molekiiler yapisinin geregi sinyal
iletiminde de rol alirlar. Z disklerinde paralel olarak bir araya gelen bu molekiiller
arasinda, diskin belkemigini olusturan alfa aktinin aktin filamenti ve sinyal iletim

proteinleri ile etkilesim icindedir. Komsu Z disklerini desmin, sinemin ve vimentin gibi



proteinler bir araya getirir. Komsu hiicrelere ait Z c¢izgilerinin hizasinda bulunan,
miyositler arasindaki bag, interkalar disk ya da “discus interkalaris™ adin1 alir. Bu yap1
aracihi@ ile iki kas hiicresi dezmozomlarla birbirine tutunur. Interkalar disk, aksiyon
potansiyelinin bir hiicreden digerine ge¢mesini saglayan aralikli kavsak “gap junction”
adli baglant1 noktalarim da icerdigi i¢in kalp kasindaki kasilmalarin eszamanlh olarak

yayilmasina zemin hazirlar (29).

2.1.5. Aktin filamentleri ile etkilesen proteinler

Aktin filamentleri ile etkilesen proteinler kasilma proteinleri, sarkomeri
olusturan iskelet proteinleri, interkalar disk proteinleri, hiicre iskeleti proteinleri ve

membrana bagli proteinler olarak siniflandirilabilir.

Kasilma proteinleri olarak anilan aktin, miyozin, tropomiyozin ve troponin
molekiillerinin  etkilesimi, ¢izgili kasta kimyasal enerjinin mekanik enerjiye
doniismesine neden olur. Sarkomerdeki F-aktini takip eden tropomiyozin molekiilii, 35
kDa agirligindaki iki zincirin a-sarmal yapida birlesmesi ile olusur. Yaklasik 40 nm olan
tropomiyozin aktin filamentinin iki ¢ukuruna yerlesecek sekilde filamente dolanir. Aktin
ve tropomiyozinin, yapilarindaki yiikli amino asitlerden dolayr molekiiller arasi
elektrostatik etkilesim i¢inde oldugu bodylece tropomiyozinin, aktine yapisal destek
vererek isleyisini diizenledigi diisiiniilmektedir. Aktin filamenti iizerindeki bir diger
molekiil troponindir. Troponin I altbirimi F-aktine, troponin T altbirimi ile
tropomiyozine baghdir. Bu molekiillerin stoikiometresi 1 troponin: 1 tropomiyozin: 7
aktin monomeri seklindedir (30). Kasin dinlenim durumunda troponin-tropomiyozin
kompleksi miyozin baglanma bdlgelerini orter. Kas lifinin uyarilmasi sonucu serbest
birakilan kalsiyumu troponin C baglar. Kalsiyumun baglanmas1 aktin sarmalinda
bicimsel degisime neden olur. Troponin-tropomiyozin karmasimi aktin sarmali
arasindaki oyuga gomiiliir. Bu sekilde aktin iizerindeki serbestlesen aktif bolgeye
miyozinin S1 basi baglanir. Miyozin, capraz koprii olusumu i¢in gerek duydugu ATP yi,
kalsiyum varliginda S1 alt birimindeki ATPaz etkinligine bagli olarak hidrolize eder.
ATP’nin yikimi ile miyozin basinin aktin filamentine olan afinitesi artar ve iizerinde
tasidig1 ADP+P; sayesinde S1 yiiksek enerjili hale gecer. S1 90° lik bir aciyla aktindeki
aktif bolgeye baglanir. S1°den ADP+P;’in ayrilmasi sonucu biikiilebilen S1 aktin ile
arasindaki agiy1 45° ye indirir ve miyozinin S2 kismi uzayarak bir gerilim olusturur. Bu

sirada aktin filamenti harekete gecerek miyozin filamenti iizerinde kayar. Kasilma



sirasinda olusan aktin miyozin ¢apraz kopriileri sayesinde sarkomerde; miyozinin esnek
titin molekiilleri ile bagli oldugu ve aktinin nebulin proteinleri ile baglandig1 Z cizgileri,

aralarinda 1 pm uzaklik kalana dek birbirine yaklagir (31-33).

Kasilma islevinde diizenleyici rol oynadig: diisiiniilen nebulin’in (500 -900 kDa)
in vitro ¢alismalar sonucunda aktin filamentinin uzanacag yer i¢in kalip olusturdugu ve
aktin filamentinin boyunu sabit tuttugu, sinyal iletiminde goOrevli olabilecegi ve
miyofilamentleri arafilamentlere baglayabilecegi one siiriillmektedir. Nebuline benzeyen
nebulet (107 kDa) proteini sadece kardiak miyofibrillerin Z ¢izgisinde bulunur ve aktin
filamentine tutunur (34). Nebulin, N-terminal ucu ile etkilestigi tropomodulinden Z

cizgisindeki Cap Z’e kadar uzanir (24).

Sarkomerin yapisindaki ince filamentler, Z cizgisine sakalli uctan baglanirlar.
Aktin filamentindeki F-aktinin polimerlesmesi Z c¢izgisinde Cap Z proteini ile
stnirlandirilir. Cap Z, o ve B alt birimlerinden olusan dimerik bir proteindir. Kalp kas1
liflerindeki Z disklerinde P, alt birimi iceren Cap Z izoformu, interkalar diskte ve hiicre
yiizeyinde B, altbirimini igeren diger bir Cap Z izoformu seklinde bulunur. Cap Z,

a-aktinin ile etkileserek aktin filamentinin Z diski iskeletine tutunmasini saglar (29,24).

F-aktinin sivri ucu ile tropomodulin etkilesir. Tropomodulinin saf F-aktine olan
ilginligi diisiiktiir (Kq~ 0,1 uM ). Diger taraftan tropomodulin, tropomiyozin esligindeki
aktin filamentine olan ilginligi 3 kat daha yiiksektir. Boylece tropomodulin, N-terminal
bolgesinden F-aktine, C-terminal bolgesinden tropomiyozine baglanarak aktin

filamentinin sarkomerdeki uzunlugunu diizenler (24).

Sarkomerde bulunan bir diger iskelet proteini titindir. Konnektin olarak da
isimlendirilen titin esnek yapidadir. Insan proteinlerinin en biiyiigii olarak bilinen titin
(= 3000 kDa.) sarkomerde M bandindan Z diskine dek uzanir. Titin iki yonlii zemberek
gibi isler ve miyofibrilde gevseme sirasinda Z disklerinin yerini almasinda, mekanik
olarak gerilen lifin yeniden diizenlenmesinde pasif kuvvet olusturur. Buna karsilik Z
diskinin yakininda aktin filamentlerine baglandig1 bolgelerde esnek degildir ve

sikistirict kuvvet uygular (29).

Sekil 2-4’te sarkomeri olusturan iskelet proteinleri ile kasilma proteinleri

sematik olarak resmedilmistir.



10

Z | I > A M |= A—sle—T—»|Z

| | |

Ince Filament

Filament ~ MyBP-C | Tropomiyozin '|| ;

— Tropomodulin

Sekil 2-4: Sarkomeri olusturan yapisal proteinlerin sematik ¢izimi.
Z c¢izgileri arasinda kalan bantlarin altinda sarkomeri olusturan filamentler ve filamentlerle iligkili proteinler

goriinmektedir (34).

Z cizgisine yakin bolgelerdeki kostamerlerin yapisinda bulunan vinkulin, talin,
a-aktinin, paksilin gibi aktin baglayan proteinler, miyofibrillerin ara filamentlere
baglanmasini, mikrofilamentlerin sarkolemma ile iliski kurmasini ve filament boylarinin
kontrol edilmesini saglar. Kostamer diginda kalan bolgede aktin, membrana baglh

proteinlerden beta distroglikan ve distrofin ile etkilesir (35).

Cizgili kasin disindaki hiicrelerde aktin filamentine baglanan proteinlerden
filaminler, aktin filamentlerinin “ V ” seklinde birlesmelerini saglar boylece sitosol
jelimsi bir 6zellik kazanir. Fodrin, fimbrin ve a-aktinin aktin filamentlerini bir demet

olarak biraraya getirirler (36).

Aktin filamentinin par¢alanmasinda rol oynayan kofilin, filamentten monomer
ayrismasina neden olarak ozellikle go¢ eden hiicrelerde membranin hareketini diizenler.
Kofilinin, yapisinda ADP tasiyan aktine olan ilginligi yiiksektir. Kofilin hem F-aktine
hem de G-aktine baglanabilir. Aktin filamentinde yeni sakalli ucun olugsmasinda kofilin
disinda gelsolin benzeri proteinler de gorev alir. Profilin G-aktin ile etkileserek G-aktin
seviyesini diizenler. Aktin monomerlerinin biraraya gelerek cekirdek olusturmasinda

formin ya da Arp2/3 kompleks proteinleri onciiliik eder (37).

Hiicrede, hiicre iskeleti protein sentezi icin sabit bir zemin hazirlar ve
mRNA’nin hareketine yon verir. Ribozomun iskelete baglanmasinin yani sira protein
sentezinde gorev alan EFla ve eEF-2 molekiillerinin de F-aktin ile etkilestigi

gosterilmistir (3,30,38).
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Hiicre iskeleti ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, aktin filamentine baglanan 6zgiin
organik droglar kullanilmaktadir. Kiiflerden elde edilen sitokalasin-D aktin filamentinin
sakalli ucuna baglanarak filamentin uzamasini sonlandirir. “Amanita phalloides”
mantarindan elde edilen falloidin yalmizca F-aktine baglanir. Giiclii bir zehir olan
falloidin, aktin filamentin kalimli hale ge¢mesine neden olur. Falloidin aktin
filamentinin depolimerlesmesini engelledigi icin hiicredeki G-aktin seviyesi 30 kat
azalir. Falloidinin aktine olan ilginligi ¢ok yiiksektir (K4 3,6 x 10"®* M). immiinfloresan
tekniklerde sik¢a kullanilan floresan isaretli falloidinin, aktine olan ilginliginde
gozlenen diismenin (K4 2,7 x 107 M) aktin filamentlerine 6zgiin olarak baglanmasini

engellemedigi bildirilmistir (39).

2.2. Difteri Toksini

2.2.1. Difteri konusundaki calismalarin tarihcesi

“Corynebacterium  diphtheriae” bakterisinin  1883’te  Klebs tarafindan
tanimlanmasinin ardindan 1884 yilinda Loeffler, difteri hastaligina (kuspalazi) bu basil
tipi, aerobik bakterinin neden oldugunu acikladi (40). Boylece modern tibbin
onciilerinden olan Pierre Bretonneau’nun 1855°te difterinin, bakteri kaynakli bir
hastalik olduguna dair One siirdiigii hipotezi dogruland: (41). Bakteriden salinan toksin
ancak 1888’de Roux ve Yersin tarafindan kesfedildi (40). Bu buluslari, toksinin neden
oldugu difteri hastaliginin oniine ge¢me calismalari izledi. Difteriye kars1 as1 gelistirme
calismalari, Ramon tarafindan formaldehitle olusturulan toksoid ile ancak 1929’da son
buldu. Toksini kodlayan genin, bakteri genomunun disinda, bakteriyi enfekte eden beta
faj DNAsinda bulundugunu gosteren calismayir Freeman yayinladi. Boylece 1951°de
viriilant olan susun lizojenik Corynebacterium diphtheriae oldugu gosterildi (42).
Toksinin, HeLa hiicrelerinde protein sentezinin durmasmna neden oldugunu Strauss
1959’da yayinladi. Bu tarihi izleyen yirmi sene i¢inde difteri toksininin etki bigimi;
Pappenheimer, Collier, Gill, Olsnes, Honjo gibi arastirmacilarin katkilari ile belirlendi
(43,44). Difteri toksinin ancak nikotin amid diniikleotid (NAD) varliginda eEF-2’nin
ADP-ribozillenme tepkimesini hizlandirdig1 ve bu sebepten protein sentezi sirasinda
peptid uzamasimnin durdugu sonucuna varildi (8,42,44). Toksinin hiicre yiizeyi ile
etkilesimini saglayan reseptorlerin varligr ise 1970’lerde Boquet tarafindan gosterildi
(42). Ayrica difteri toksini reseptoriiniin yapisi, biiylime faktorlerinden “heparin-

binding EGF-like growth factor” oncii yapist (proHB-EGF) ile ayni oldugu Naglich
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tarafindan 1992°de kanitlandi (45). Aym yil, difter1 toksinin yapis1 X-151n1
kristallografisi ile aydinlatildi (Sekil 2-5.a) (44). Giiniimiizde difteri toksininin; {i¢
boyutlu yapisi, hiicre i¢inde nasil etkinlik kazandigi, hangi hiicre bilesenleri ile iligki
kurdugu ve hiicrenin 6liimiine neden olan yolaklardan hangilerini tetikledigi arastirma

konusu olarak yerini aldi.

2.2.2. Difteri toksininin yapisi

Difteri toksini 535 amino asitten olusan bir polipeptid zincirdir. Yapisal
organizasyonuna gore difteri toksini, risin gibi bitki toksini, antraks toksin, psddomonas
ekzotoksin A, Siga benzeri toksin, kolera toksini gibi bazi bakteri toksinleri ile birlikte
AB-toksin gurubu i¢indedir. Bu guruptaki toksinler ancak bir endoproteaz ile iki kisma
ayrildiktan sonra etkinlik kazanir (46). Toksinin kirtlmasinin ardindan katalitik etkinligi
olan polipeptid kisim fragment A, geriye kalan polipeptid kisim ise fragment B olarak
isimlendirilir (Sekil 2-5.b) (6,7). Toksin, bakteriden salinir salinmaz yapisindaki
katalitik bolge, reseptore baglanan bolge ve transmembran kisim kendi iistiine katlanir.
Toksinin N-terminal ucundaki katalitik bolgeyi (C domeyni) 1.-185. amino asit
kalintilar1, transmembran kismi (T domeyni) 202.-378. amino asit kalintilar1 ve toksinin
reseptore baglanan karboksi ucunu (R domeyni) 386.-535. amino asit kalintilari
olusturur (47). Fragment A, Cis 186 ile Cis 201 arasindaki disiilfid bag:1 ve arjininden
zengin bir ilmek ile transmembran bolgeye baglanir (47,48). Arjinin amino asitleri, Arj
190, 192 ve 193 olarak toksinin yiizeyinde yer alir. Tripsin uygulamas: sirasinda bu
arjinin kalintilar1 toksinin, N-terminal fragment A ile karboksi-terminal fragment B
olarak kirilma hedefini olusturur. Toksinin yapisindaki diger kovalan bagh disiilfid
kopriisii, T ve R domeynlerini iceren fragment B’nin Cis 461 ile Cis 471 konumlu

amino asitleri arasinda yer alir (44).
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Sekil 2-5: Difteri toksinin yapisi ve etkinlesmesi.

a). Difteri toksinin 3 boyutlu goriintiisiinde, toksinin A bolgesi ADP-ribozilleme etkinligine sahip katalitik kismi
(kirmizi), T bolgesi transmembran (mavi) ve R bolgesi (yesil) reseptdre baglanan kismi temsil etmektedir (49).
b). AB-toksin gurubuna dahil olan difteri toksininin etkinlesmesi (50). Difteri toksini furin g¢entiginden ikiye
boluindiigiinde, toksinin C harfi ile isimlendirilen katalitik kisminin etkinlesme sonucu fragment A olarak ayrilisi

resmedilmektedir.

2.2.3. Difteri toksininin etkinlik kazanma asamalari

Toksininin baglanacagi reseptorii hiicre yiizeyinde tasiyan dolayisi ile toksine
duyarli okaryotik hiicreler, toksini olusturan kisimlarin belirli bir sirada c¢aligmasi
sonucu enfekte olur. Toksin hedef hiicredeki reseptoriine R kismi ile baglanir
baglanmaz bir endositik vesikiil olusur. DT, vesikiil i¢inde diisiik endozomal PH ile
konformasyonel degisime ugrar bdylece hidrofobik bolgeleri agiga c¢ikacak sekilde
¢oziiliir. Boylece membran lipidleri ile etkilesime girer. Toksin, T kismi ile membrana
tutunur ve proteolitik yikima ugrar. Proteolitik kesim, arjininden zengin olan ilmeyi
hedef alir (47). Kesilme bolgesi disa doniik ilmekteki karbon iskeletinin Arg 193 amino
asitine denk gelen noktada bulunur. Difteri toksini, hedef hiicrenin irettigi furin
tarafindan, furin “nicking” ¢entigi ile transmembran bolgeden kesilerek fragment A ve
fragment B olarak iki polipeptid zincire ayrilir. Fragment A, biiyiikk olasilikla,
fragmentler arasi disiilfid baginin vesikiil i¢indeki diisiik pH ile karsilasmasindan sonra
hiicre i¢ine girer ve sitosolde tekrar katlanarak yumak halini alir (46). Difteri toksinin
katalitik kstminin sitosole gegcisi ile ilgili olarak one siirlilen molekiiler mekanizmalar
lizerine, giiniimiize kadar yapilan c¢alismalardan iki hipotez 6ne cikmistir. Endositozla
hiicre i¢ine alinan toksinin, translokasyonu kolaylastiracak yapida olup, saperona benzer
ozellik gosterdigi boylece kendi kendine katalitik bolgeyi sitosole aktardigi One

stiriilmiistiir. Diger hipoteze gore katalitik bolgenin sitosole ge¢isi i¢cin bazi molekiilerin
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araciligl gerekmektedir. Toksinin hiicre ylizeyindeki reseptore baglanmasim takiben
olusan endozomal vesikiil liimeni hiicre icine gore asidik bir ortam olusturur. Bu
ortamda transmembran bolgenin vesikiil membranina tutunmasi1 kolaylasir. Katalitik
bolgenin sitosole gecmesi icin hem ATP hem de hedef hiicredeki sitosolik

translokasyon faktorii gerekmektedir (48).

2.2.4. Difteri toksini reseptorii

Difteri toksini reseptorlerinin, hiicre membran yiizeyindeki anlatim oram diisiik
olan hiicreler, difteri toksinine duyarsizdir. Insan ve maymundan elde edilen hiicre
soylar1 toksine duyarli fakat fare ve sicanlardan elde edilen hiicre soylar1 toksine
duyarsizdir (51,52). DT reseptorti ilk olarak toksine duyarli maymundan elde edilen
Vero hiicrelerinde gosterilmis ve pro-HB-EGF molekiiliiniin amino asit dizisi ile ayni
oldugu belirlenmistir (53). Forbol ester uygulanan hiicrelerde, transmembran yapidaki
pro-HB-EGF’in, olgun HB-EGF olarak salindigi, boylece hiicrelerin difteri toksinine
duyarliligim yitirdigi belirlenmistir. DT, pro-HB-EGF molekiiliiniin “EGF-like domain”
(Aspios—Proia9) adli bolgesine baglanir. Hiicrelerde DT ne olan duyarsizligin olasi
sebeplerden biri de HB-EGF iizerindeki DT baglanma bolgesinin amino asit
dizilerindeki cesitliliktir (54).

Akciger, kalp, beyin ve iskelet kasinda heparin baglayan epidermal biiyiime
faktorii benzeri biiylime faktoriiniin (HB-EGF) anlatimi diger dokulara oranla baskindir
(55). HB-EGF, tirozin kinaz ailesi reseptorlerine baglanarak, kalp gelisimi ve
sirekliligi, derideki yaralarin iyilesmesi, ateroskleroz ve timor olusumu gibi bazi

biyolojik siirecleri yonlendirir.

2.2.5. Difteri toksininin etki mekanizmalar:

Difteri toksininin katalitik kismi olan FA, cevirim (tanslasyon) asamasinda eEF-
2 proteininin ADP-ribozillenmesine bdylece protein sentezinin durmasina neden olur
(42,50). Ayrica FA’'nin, DNaz I tipindeki bir endoniikleaz gibi etkinlik gosterdigi
saptanmistir (55,56). DT, niikleozomlar arast DNA kirilmasina yol agmanin yani sira
aktin filamentleri ile etkilesime girerek hiicre iskeletinin yikilmasina da neden oldugu

One siiriilmiistiir (5,12).
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2.2.6. Difteri toksini patolojisi

Difteri toksini, difteri basillerinin duyarli bireylere solunum yolu ile
bulasmasinin ve nazofarenksteki epitel hiicreleri arasinda c¢ogalmasinin ardindan
sistemik dolagima salgilanir. Giiglii bir toksin olan difteri toksini tiim dokular1 hedef
almasmna karsin oncelikle kalpte miyokardite, bobreklerde tiibiiler nekroza ve sinir
sisteminde demiyelinizasyona neden olur (11,41,46). 1nfeksiy0n, tedavi edilmeyen
vakalarda genellikle ikinci haftanin sonunda, kalp krizinin neden oldugu oliimle

sonuglanir (11).

2.2.7. Kalp kas1 ve difteri toksini

Difteri infeksiyonu ardindan kalp dokusunun postmortem incelenmesi sonucu
patolojik hasarin toksin derisimine bagl olarak farklilik gosterdigi saptanmistir. Kalp
odaciklart diisiik toksin derisimi etkisi altinda dilate olurken yapisal bozukluk gecirmez.
Kalp kapakciklari, koroner arterler, epikardiyum ve endokardiyum normaldir.
Miyokardiyum ise yaygin graniiler bozulma ve ¢izgilenme kaybi gosterir. Notral yag
damlalar1 Oliimciil vakalarin % 50’sinde, sarkoplazmanin iginde saptanmistir.
Miyokarditisin iki asamada gelistiginin gosterildigi 102 hasta ile yiiriitiilen calismada,
miyokardiyosklerozun son evrede olustugu belirtilmigtir. Notrofillerin hemorajiye bagl
olarak en ¢ok hasar goren bolgelerin disinda olmadig saptanmistir. Genel olarak
miyokardiyum mat, sismis, gevsek ve c¢izgilenmis olarak goriiniir. Boyle goriinen kalp
kesitlerinde miyofibriloliz sonucu olusan hiyalin bozulmasi ve intrestisiyal bolgelerde

nekroza bagli inflamasyona rastlandig belirtilmistir (41).

Difteri teshisi konan 3 yasindaki bir hastanin postmortem bagisikhistokimyasal
bulgularina gore difteri toksininin, miyokardiyal liflerde diizensiz, kimi yerde yigilmis
bir dagilim gosterdigi saptanmistir. Elektron mikroskobik inceleme ile kesitlerin ince
yapisinda mitokondrilerin sistigi, matriksin bosaldig1, krista yapilarinin diizensizlestigi
belirlenmigtir. Hasar goren miyofibrillerin yapisinda ileri diizeyde bosluklarin olustugu
gosterilmistir. Kromatin materyalinin ¢ekirdek membranina yakin olarak kiimelendigi

bildirilmistir (57).

Deneysel caligmalar ile difteri toksini uygulanan kobaylarda, yag asitlerinin
mitokondriye tasinmasinda kofaktor gorevi goren karnitinin yikildigr gosterilmistir (58).

Karnitin diizeyindeki azalma, yag asidi oksidasyonunda yetersizlige neden olur boylece
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yag asitleri miyofibrillerin arasinda birikir ve ATP iiretimi azalir. Difteritik kobaylarda
karnitin seviyesindeki azalmanin, mitokondriyal hasarin artmasina neden oldugu &6ne
stiriilmiis ve bu kobaylara karnitin uygulandiginda hayatta kalma siirelerinin uzadig:
bulunmustur. Diger taraftan difteri toksini enjekte edilen kobaylarin kalp kasinda,

protein sentezindeki baskilanma oraninin % 42 oldugu saptanmustir (59).

Kalpte, difteri toksin reseptorii anlatim1 olan gen aktariml (transjenik) fareler ile
yapilan caligmada, programli hiicre 6liimiiniin kardiyomiyosit kaybinin kalp krizine
neden olup olmadigi arastirilmistir. Total kardiyomiyositlerin % 17°si olan gen
aktarimli kardiyomisitlerin tiimiiniin difteri toksini uygulamasinin ardindan 7 giin icinde
ileri diizeyde bozuldugu goézlenmisir. Hasar goren kardiyomiyositler incelendiginde

vakuoller, lizozomal yapilar ve otofagozomlara rastlanmistir (60).

2.3. Okaryotik Elongasyon Faktorii 2

2.3.1. eEF-2’nin yapisal ozellikleri ve etkinligi

Insanda okaryotik elongasyon faktorii 2 (eEF-2), 97 kDa agirhiginda, 857
aminoasitlik tek bir polipeptid zincirinden olusur. eEF-2’yi kodlayan gen 19.
kromozomda yerlesmistir (19p34). Izoelektrik noktasi 6,4—6,6 arasinda degisir (61,62).
eEF-2 GTPaz etkinligine sahiptir. Yapisinda, N terminale yakin bulunan GDP/GTP’nin
baglanabildigi G’ bolgesi, ribozom ve toksinler ile etkilesen 6zgiin bolgeler vardir
(Sekil 2-6). eEF-2'nin RNA’ya olan ilginligi ve guanin niikleotitleri ile kalimli bir
sekilde etkilesebildigi bildirilmistir (2,63).

Sekil 2-6: Okaryotik elongasyon faktor 2 molekiilii.

Molekiiliin atomik modelinde G’ ve dort 6zgiin bolge goriinmektedir (53)
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Tiirler arasi1 yiiksek homoloji gosteren eEF-2 protein sentezindeki uzama

asamasindan sorumlu element olup peptidil tRNA’nin translokasyonunu katilizler.

Protein sentezi siirecinde uzamakta olan peptid zinciri, ribozomdaki P yerine
peptidil-t-RNA olarak bagli bulunmaktadir. Peptidil-t-RNA’nin karboksil gurubu,
ribozomun A yerine yerlesmis olan aminoagil tRNA’nin amino gurubu ile etkilesir.
eEF-2, GTP varliginda ribozoma baglanarak etkinlik enerji engelini azaltip, peptid
zincirinin P yerinden A yerine aktarilmasini ve ribozom i¢inde mRNA’nin bir kodon
boyunca kaydirilmasini katalizler. Boylece ribozomun A yeri, yeni bir aminoagil tRNA
icin serbestlesmis olur. Diger taraftan tasidigi amino asidi, uzamakta olan polipeptid

zincire aktaran tRNA, translokasyon sonunda ribozomdaki E yerinden ayrilir.

2.3.2. eEF-2’nin kovalan etkilesimleri

eEF-2"nin ADP ribozillenme ve fosforillenme gibi sentez sonrasi degisikliklere
ugrar. ADP ribozillenme NAD varliginda enzim aracilifl ile ya da enzim etkisi
olmaksizin gerceklesir (Sekil 2-7). Tek bir eEF-2 molekiiline bir tane ADP riboz
gurubu baglanir (64). Bu bire bir etkilesim, radyoaktif isaretleme ile eEF-2’nin

izlenmesinde ve eEF-2 miktarinin belirlenmesinde énemli bir avantaj saglar.

A N A
’ ’ * | eEF-2 | «— eEF-2 + N+t W

R-P-P-R R-P-P-R

Sekil 2-7: eEF-2’nin ADP-ribozillenme tepkimesi.

A, adenin; R, riboz; P, fosfat; N, nikotinamid; H, hidrojeni temsil etmektedir.

Difteri toksininin katalitik parcasi, FA, nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD)
ADP-riboz kaynag olarak kullanir. FA endositozla hiicreye gectikten sonra ADP-ribozil
transferaz etkinligi ile hedef proteinleri olan G,, Rac/Rho, aktin ve eEF-2’ye ADP
ribozili aktarir (53). Cevirim sonrast degisiklik sonucu eEF-2"nin yapisindaki histidin,
diftamide doniisiir. Yapisinda tasidigi diftamid ile eEF-2, difteri toksini gibi ADP
riboziltransferaz etkinligine sahip toksinlerin substrati haline gelir. Nikotinamidin
ayrilmasi sonucu diftamid ortaya ¢ikan oksakarboniyum iyonu arasinda elektrostatik bir
cekim olusur ve toksinin katalizledigi geri doniisiimsiiz olan ADP-ribozillenme

tepkimesi tamamlanir. Boylece eEF-2 ADP-ribozillenerek etkinligini yitirir ve protein
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sentezinin polipeptid uzama agsamasi durur (2-4, 8-10).

Oksidatif stres, hipoksi ve besin kithig1 gibi kosullar altinda hiicrenin redoks
durumunun degistigi ve eEF-2’nin etkinligini yitirdigi bildirilmistir (65). Oksidatif stres
alinda eEF-2 enzimatik olmayan yollar ile ADP-ribozillenir (17). Sitosolde, eEF-2,
G-aktin ve F-aktin ile etkilesim i¢indedir (3). Redoks durumundaki degisiklikler sonucu
aktin gulutatyonlanir. Hiicre iskeletinin ana bileseni olan aktinin modifikasyonu, aktin
baglayan proteinler i¢in bir sinyal niteligi tasir (65). Oksidatif stres altinda hiicre
iskeletinin cevabi ve eEF-2’nin endojen enzimatik ya da ADP-riboz varliginda endojen
enzimatik olmayan bicimde ADP-ribozillenmesi, aktinin, hiicre i¢i redoks durumu,
protein sentezi ve hiicre iskeleti arasindaki baglanti noktast konumunda oldugunu

diistindiirmektedir (10,66,67).

eEF-2’nin etkinligini kaybettigi diger bir degisiklik fosforillenmedir. Protein
kinaz III, Ca™/kalmodulin bagimhi EF-2 kinaz araciligi ile eEF-2’nin Thr53, Thr56,
Thr58 tizerinden fosforillenmesine neden olur. Etkinligini yitiren eEF-2, Tip 2A protein
fosfataz ile defosforillenerek islevini siirdiiriir. Hiicre dongiistindeki protein sentez orani
ile ilgili degisimler ile eEF-2 fosforillenme oraninin uyumlu oldugu belirlenmistir (68).
Hiicredeki serbest radikallerin artisina bagh olarak eEF-2’nin fosforillendigi boylece

yar1 6mrii kisa olan anti-apoptotik proteinlerin sentezinin durdugu bildirilmistir (65).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Kullamilan Maddeler
Kimyasal Maddeler

2,5-Difeniloksazol (PPO) (Sigma)
2-Metilbiitan (Sigma)

Akrilamid (Sigma)

Biyotin (Pierce)

Bovin serum albumin (BSA) (Sigma)

Bromo kloro indol fosfat (BCIP) (Sigma)
DAPT’1i 1s1ma koruyucu (invitrogen)

Difteri toksini (Sigma)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)
Ditiyotireitol (DTT) (Sigma)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Sigma)
Epoksi Gomme Kiti (Fluka)

Etanol (Riedel-de-Haen)

Etilendiamin tetraasidik asit (EDTA) (Merck)
Fenilmetilsiilfonilflorid (PMSF) (Sigma)
Glisin (Sigma)

K-EDTA (Sigma)

Kriyomatriks (Sigma)

Lauril siilfat (SDS) (Sigma)

Metanol (Riedel-de-Haen)

Monoklonal anti-alfa sarkomerik aktin (Sigma)
N°, N, N°, N'-Tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma)
Na-Difosfat (Sigma)

NA-EDTA (Sigma)

Na-Mono fosfat (Sigma)

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) (Sigma)

Ozmik asit, Osmium VIII Oksit (Sigma)

Parafin (Kimetsan)
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Paraformaldehit (Sigma)

Poli-L-Lizin (Sigma)

Pull-down protein etkilesim kiti (Pierce)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

Toluen (Merck)

Tragakant (Sigma)

Triton-X 100 (Merck)

Trizma (Sigma)

Uranil Asetat (Sigma)

Amonyumpersiilfat (APS), Asetik asit, Triklor asetik asit (TCA), Aseton, CaCly,
NaN3;, KCl, NaOH, KH,PO;, K HPO,;, NaHCOs;, Na,CO; HCl ve diger

kimyasallar Sigma, Merck ve Fluka firmalarindan alinmistir.

Florofor isaretli maddeler
Alexa Fluor 594-falloidin
Anti-mouse IgG-FITC (Sigma)
Anti-rabbit IgG TRICH (Sigma)
Falliodin-TRICH (Sigma)
FITC, izomer1 (Sigma)

Radyoaktif madde
Nicotinamide adenine dinuleotide [NAD- '“C(U)], 242 ve 534.70 Ci/mol ( Du
Pont -NEM)

3.2. Cozeltiler

Fosfat Tamponu (PBS):

4,3 mM Na,HPO,
137 mM NaCl
2,7 mM KCI
1,8 mM KH,PO4



Aktin Saflastirma

Fosfat-KCl Cozeltisi:

1000 mM KH,PO4
320 mM KOH
300 mM KCI

G-Aktin Tamponu:

5 mM
0,5 mM
0,1 mM
0,5 mM

I mM

K-Fosfat, pH:7,5
ATP

CaCl,

DTT

NaN;3

F-Aktin Tamponu:

5 mM
10 mM
0,5 mM
0,1 mM
0,5 mM

I mM

3 mM

K-Fosfat. pH:7,5
NaCl

ATP

CaCl,

DTT

NaN;3

MgCl,

Depolimerlesme Tamponu:

2 mM
0,5 mM
0,1 mM
0,5 mM

1 mM

1 uM

K-Fosfat, pH:7,5
ATP

CaCl,

DTT

NaNj3;

K-EDTA



SDS-PAGE

Avirma Jeli (PAGE Alt Jeli):

3
112,5
4,83
30

15
4,08

ml 1,5M Tris-HCI, pH:6,8

ul % 10 SDS

ml Akrilamid/bisakrilamid (30/0,8 w/w)
ul % 10 Amonyum persiilfat

ul 6,56 M TEMED

ml d H»0

Yiginlama Jeli (PAGE Ust Jeli):

1,25
50
0,84
40
20
3,92

ml 1 M Tris-HCI, pH:6,8

ul % 10 SDS

ml Akrilamid/bisakrilamid (30/0,8 w/w)
ul % 10 Amonyum persiilfat

ul 6,56 M TEMED

ml d H0

PAGE Yiiritme Tamponu:

3 g Tris
15 g Glisin
1 g SDS

dH,0 ile 1000 m!l’ye tamamlanir.

PAGE Yiikleme Tamponu:

3
1,6
2
0,4
0,2
0,8

ml 1 M Tris-HCL, pH:6,8
ml % 99 Gliserin

ml % 10 SDS

ml 14 M MET

ml % 0,1 Bromfenol mavisi

ml dH,0
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Jel Boyama Cozeltisi:

% 0,2 Coomassie parlak mavisi
9% 50 Metanol
% 10 Asetik asit

Boya Cikarma Cozeltisi:

% 7 Asetik asit
% 30 Metanol

Gridlerin negatif boyanmasi

Reynold’s cozeltisi:

26,6 g/l Kursun nitrat
35,2 g/l Sodyum sitrat
160 mM NaOH

Western Emdirim

TBST Tamponu:

10 mM Tris-HCI, pH: 8,0
150 mM NaCl
% 0,05 Tween-20

Alkalen Fosfataz Substrat Tamponu:

100 mM Tris-HCI, pH: 9,5
100 mM NaCl

5 mM MgCl,

% 0,4 NBT

% 0,4 BCIP

Karbonat Tamponu, pH: 9.5

1,6 mM Na2C03
3,3 mM NaHCO;



Konjiigat Saklama Tamponu; pH: 8.2

150 mM NaCl
10 mM Trizma

Liziz Tamponu:

1 mM PMSF

1 mM EDTA

% 0,5 Triton -X 100

10 mM Tris-HCI, pH; 7,5

Giimiis Boyama ile Boyama

Sabitleyici Tampon:

% 50 Metanol
% 12 Asetik asit

Hizlandirici Basamak Tamponu:

0,2 g/l Na tiyosiilfat

Boyama Tamponu:

2 g/l AgNO3
0,75 ml/l Formaldehit

Goriintii olusturma (“ developing”) tamponu:

60 g/l NaCO0s;
40 mg/l Na-tiyosiilfat
0,5 ml/1 Formaldehit

Durdurma tamponu:

% 25 Etanol
% 12 Asetik asit

24
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3.3. Difteri toksininin ir vifro uygulanmasi

DT, canli sistemlere in vitro kosullar altinda uygulandi. Hiicre soylar1 arasindan
DT'ne duyarh olan, insan gdbek kordonu damar endotel hiicrelert (HUVEC, human
umbilical vein endothelial cells) ve toksine drencli olan 3T3 tipi fibroblastlar kullanilda.
Toksine duyarli olan doku Ornegi olarak dana ve domuzdan kalp kas: izole edildi ve

ventrikiiliin u¢ kismu ile ¢aligma yiiriitiildii.

Hiicre ve dokular in vitro Kkiiltir kosullarinda, % 5 karbondioksit ile
havalandirilan inkiibatorde, DMEM besleyici sivist icinde tutuldu. DT miktar1 ve
bekletme siireleri tablo 1'de belirtildigi gibi uygulandi. Toksin uygulanmayan dokular

kontrol gurubu olarak degerlendirildi.

Tablo 3-1: Difteri toksini uygulama semasi.

DIFTERI TOKSINI MiKTARI
Kalp kast (2 g) Hiicre (10°)
Dana Domuz HUVEC  Fibroblast
BEKLETME
10 dak 50 ng/ml
30 dak 50 ng/ml
Is 1 ug/ml 50 ng/ml
1,5s 1 pg/ml 1 ug/ml
2s I pg/ml, 10 pg/ml
3s 1 ug/ml
4s 1 pg/ml
6s 250 ng/ml
12's 250 ng/ml
18 s 100 ng/ml
24's 250 ng/ml

3.4. Isik mikroskobu ile inceleme hazirhg:

Dana kalp kas1 doku pargalarinin takibi, 6, 12 ve 24 saat boyuca 250 ng difteri
toksini ile bekletildikten sonra temel histolojik yontemler kullanilarak yiiriitiildii.
Bekletmenin ardindan dokular % 10’luk tamponlu formaldehit i¢inde 18 saat tespit
edildi. Dokunun i¢indeki suyun alinmas: i¢in (dehidratasyon) kas parcalar sira ile % 70,

% 80, % 90, % 96, % 100 alkol serilerinden gegcirildi ve toluol ile saydamlastirildi. Kesit
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alinmasi icin doku pargalar1 56 °C’lik etiivde (Herdeus) 2 saat s1v1 parafinde (Kimetsan
KIM-PNB/OICP/040220) bekletildi ve parafin blok i¢ine gomiildii. Mikrotom (Leica
RM 2255) ile 4 mikronluk kesitler alindi. Kesitler Peryodik asit-Schiff (PAS) boyasi
kullanilarak (Leitz Wetzlar) 151k mikroskobunda goriintiilendi ve histolojik olarak

degerlendirildi.

3.4.1. PAS boyamasi
Difteri toksini etkisi altindaki kalp kas1 dokusunda, inflamatuar yanit ile iliskili
olan polimorfniiklear ve mononuklear hiicrelerin yerlerini saptamak iizere, Periyodik

asit-Schiff (PAS) boyasi kullanildi.

Parafin kesitler 30 dakika toluolde bekletilip parafinden arindirildi. Kesitler
yiizdeleri azalan alkol serilerinden gecirilerek (% 100, % 96, % 90, % 70) distile suya
indirildi. Iki dakika periyodik asitte tutuldu. 10 dakika distile su ile yikandi. Preperatlar
kurulandi. Kesitler 10 dakika Schiff reaktifi ile muamele edildikten sonra 10 dakika
akansu altinda tutuldu. Hemalun boyas1 ile 10 dakika muamele edilen preparatlar 10
dakika akansuda tutuldu ve 2 kere saf alkolden gecirildi. Preparatlar toluole kondu ve
Kanada balzami ile kapatildi. Boyama sonucunda kalp kasi kesitlerinde glikoprotein,

glikojen ve diger karbonhidratlar mor-menekse rengine, ¢ekirdek mavi renge boyandi.

3.5. Floreseinizotiyosiyanat (FITC) ile etiketleme

Difteri toksininin hiicre ve dokuda aktin iskeleti ile olan etkilesimini gostermek

tizere toksin, FITC floroforu ile etiketlendi.

FITC 2 mg/ml anhidroz dimetil siilfoksitte (DMSO) igersinde ¢oziildii. Karbonat
tamponunda FITC’nin 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 sicaklifinda 1 saat bekletilerek hazirlandi. Konjiigatin bulundugu
karbonat tamponu, DT’ne baglanmayan FITC molekiillerini uzaklastirmak amaci ile
saklama tamponuna karsi, gece boyu 250 ul’lik tiipte (GEBAflex) diyalizlendi. Diyaliz
oncesinde ve sonrasinda toksin-FITC etkilesimi, floresan spektroskopisinde uygun
dalga boyunda (496 nm - 520 nm) uyarilarak FLWINLAB bilgisayar programi aracilig

ile gosterildi.
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Ayni sekilde eEF-2’ye kars: gelistirilmis olan poliklonal anti-eEF-2 antikoru da
FITC ile etiketlendi (69).

3.6. Floresan mikroskobu ile inceleme hazirhg:
Hiicre ve dokular icin kullanilacak olan lamlar poli-L-lizin ile kaplandi.
Temizlenen lamlar 5 dakika distile su ile % 10 oraninda seyreltilen poli-L-lizinde

bekletildi ve 12 saat etiivde (60 °C) kurutuldu.

Boyama isleminin sonunda floresan boyanin kalimliliin1 artirmak amaci ile
gliserol-PBS karisimi (% 1), polifenol diamin: PBS: Gliserol (10 mg: 1 ml: 9 ml)
karisimi ya da cekirdek boyasi olan DAPI'nin i¢inde bulundugu, solmaya kars1 ¢cozelti

(invitrogen) kullanildi.

Floroforlarin uyarilma-salim degerlerine gore (Tablo 3-2) floresan mikroskopta

Olympus U-25ND25 ve U-25ND6 filtreleri kullanildi.

Tablo 3-2: Floroforlarin uyarilma-salim degerleri.

Florofor Uyarilma Salim Sonme katsayisi
(nm) (nm) (x10° M cm™)
DAPI 345 458 27
FITC 494 518 67
TRICH 554 576 67
Alexa Fluor 594 581 609 90

3.6.1. DT-FITC konjiigatinin hiicreye uygulanmasi

HUVEC ve 3T3 tipi fibroblasttar DMEM icinde c¢ogaltildiktan sonra 6’lik
kuyulara yerlestirilen lameller iizerine ekildi. Hiicrelerin kiiltiir ortaminda 1 giin
boyunca bekletilerek lamlara yapigsmasi saglandi. Ortama 1 pg/ml DT-FITC ilave
edildikten sonra kiiltiir ortaminda 1,5 saat bekletildi. Floresan isaretli toksinin dagilima,
lamel iizerine tespit edilen hiicrelerde, uygun filtreler kullanilarak floresan mikroskopta
(Olympus BXS51) immersiyon (dalma) objektifi ile x100 biiyiitmede incelendi.
Goriintiiler fotograf makinesi (Olympus C-7070) ile elde edildi.

DT'nin hiicre iskeleti ile olan iligkisini goriiniitiilemek amaci ile yalmzca aktin

filamentlerine baglanan florofor etiketli falloidin kullanildi. Alexa fluor-594 falloidin
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% 1 PBS-BSA ile 1:500 oraninda seyreltildi. Lamel tizerindeki HUVEC hiicreleri, 100
ng DT-FITC ile 18 saat bekletildikten sonra lameller PBS tamponu ile yikand.
Boyamanin her asamasinin ardindan PBS ile yikama tekrarlandi. Yikamanin ardindan
hiicreler 30 dakika tespit c¢ozeltisi (% 2 paraformaldehit-PBS) ile bekletildi. Hiicre
membraninin gecirgenligini arttirmak iizere 30 dakika % 0.1 Triton-X-100 PBS
ortamina alindi. Hiicreler falloidin ile oda sicakliginda 1 saat siire ile boyandi. Boyama
isleminin bitiminde floresan boyanin kalimliligim artirmak amaci ile lamellere % 1 lik
gliserol-PBS karisimi uygulanarak lam {iizerine yapistirildi. Tokisin hiicre icinde yesil,

aktin iskeleti kirmiz1 renkte goriintiilendi.

3.6.2. HUVEC ile DT-FITC etkilesiminin floresan ol¢iim ile belirlenmesi

HUVEC hiicreleri 1 pg DT-FITC ile 1,5 saat bekletildi. Hiicreler tripsin ile
coziildii ve 3000 xg’de 5 dakika santrifiij ile ¢oktiiriildii. DMEM’den arindirmak iizere
PBS ile yikanan hiicreler tekrar ¢oktiiriildii. Pelet halindeki hiicreler “lysis buffer” ile
buzda 10 dakika bekletildi ve insiilin enjektorii ile hiicreler patlatildi. Hiicre icerigi ile
floresan Ol¢iim yapildi. Parcalanmis hiicreler 3000 xg’de 5 dakika santrifiij edildikten
sonra iist s1vida kalan cekirdekler DAPI ile isaretlenerek floresan mikroskobunda mavi

renkte goriintiilendi.

3.6.3. Kalp kas1 dokusunun immiinfluoresan yontem ile isaretlenmesi

Kalp kas1 miyofibrillerinde DT etkisini goriintiileyebilmek amaci ile domuz kalp
kas1 parcalar1 2-metil-biitan (izopentan) icinde sivi nitrojen ile donduruldu. Kriyo
kesitler icin dokular iki sekilde saklandi. Kriyomatriks ile sabitlenecek dokular,
dogrudan kiiltiir tiiplerine aktarildi ve -70 °C’ta saklandi. Mantar iizerine sabitlenecek
dokular i¢in 6nce gdbmme hamuru hazirlandi. Bunun i¢in 10 gram tragakant, 60 °C’lik
etiivde 2 saat boyunca eritilen timol pargalar1 ve 100 ml distile su icinde, ceker ocak
altinda bulamag¢ haline gelene dek karistirildi. Dokular bekletme siiresinin sonunda
mantar iizerine gomme hamurunun ic¢ine yerlestirildikten sonra izopentan ile sivi

nitrojende dondurudu. Katilasan doku daha sonra -70 °C’ta saklandi.

Kriyo kesitler 4 um kalinliginda, poli-L-lizin kapli lamlara alindi. Preparatlar
once 30 dakika soguk hava ile kurutuldu, asetonda 5 dakika bekletilerek tespit edildi.

Asetonun u¢gmasi beklendikten sonra preparatlar takibe alindi. Saklanacak preparatlar
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derin dondurucuya (-20 °C) yerlestirildi. Dokudaki gecirgenligi arttirmak iizere % 1
Triton-X-100, zemin boyanmasini engellemek {izere % 1 PBS-BSA ve ara yikamalar

icin PBS kullanildi.

Aktin filamentleri aktine 0zgli floresan etiketli Alexa fluor 594-falloidin ve
falloidin-TRICH 1:100 oraninda PBS ile sulandirilarak 1 saat siire ile isaretlendi. Aktin
filamentleri floresan mikroskopta kirmizi renkte goriiniitiilendi. Domuz kas dokusunun
1 ug DT ile 2 saat bekletildikten sonra alinan kesitlerde aktin filamentlerinin
isaretlenmesinin yani sira toksinin yerini belirlemek lizere 1. antikor olarak “DT
fragment A mouse monoklonal.” (1:500), Santa Cruze ve 2. antikor olarak anti-mouse

IgG —FITC (1:1000) kullanildz.

FITC ile etiketlenen anti-EF-2 antikoru da eEF-2’nin kas dokusundaki
dagilimimi goriintiilemek {izere sican kalp kasina uygulandi. Kriyokesitlerde aktin

filamentleri falloidin-TRICH ile kirmizi, EF-2 yesil olarak goriintiilendi.

3.7. Iletim elektron mikroskobu (TEM) ile inceleme hazirhg

Kalp kasit doku parcalari, 6ngoriilen bekletme siirelerinin sonunda 1 mm’lik
parcalar halinde 0,1 M’lik fosfat tamponu ile (pH 7,4) hazirlanmis olan % 2,5 luk
glutaraldehit iginde tespit edildi ve ince yap1 diizeyinde incelenmek {izere rutin takibe
alind1 (Tablo 3-3). PBS ile yikanan doku parcalar1 1 saat siire ile ikinci tespit s1vis1 olan
% 1’lik osmik asit ortamina alindi. Tekrar PBS ile yikanan dokular % 1 uranil asetatta 1
saat 4 °C’ta bekletildi. PBS ile yikama sonrasinda dokular aseton serisinden gecirildi.
Aseton serilerinin son basamagi olan % 100 asetonun ardindan 1:1 oraninda ve 1:3

oraninda aseton: epon karisiminda birer saat bekletildi.
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Tablo 3-3: Elektron mikroskop incelemesi icin yiiriitiilen rutin takip

Fosfat tamponu (PBS) 2x10 dakika
Osmik Asit (ikinci fiksatif) 1 saat
PBS 10 dakika
Uranil Asetat (%1) 1 saat
PBS 10 dakika
% 30 Aseton 10 dakika
% 50 Aseton 10 dakika
% 70 Aseton 10 dakika
9% 90 Aseton 10 dakika
9% 96 Aseton 10 dakika
% 100 Aseton 10 dakika
9% 100 Aseton 10 dakika
1:1 (Aseton: Epon) 1 saat
1:3 (Aseton: Epon) 1 saat
Saf epon 1 saat

Takibin son asamasinda 1 saat siire ile saf eponda bekletilen kalp kas1 parcalari
kapsiiller i¢cine doldurulmus epona gomiildii. Kapsiiller, polimerlesme icin 60 °C etiivde
18 saat bekletildi. Doku bloklarindan C:Reichert OM U3 marka ultramikrotom ile
alman 0,5 pm kalinhigindaki ince kesitler 100 pencereli gridler iizerine alindi. Bu
islemden Once dokunun gride kolay tutunmasini saglamak ve yiizey gerilimini azaltmak
icin gridler, karbon kaplandi. Kontrast arttirmak icin negatif boyama teknigi kullanildi.
Gridler, oda 1s1sinda 30 dakika, distile su ile doyurulup filtre edilmis (% 2) uranil asetat
ile boyandi. Distile su ile yikanan gridler 10 dakika kursun nitrat (Reynold’s ¢ozeltisi)
damlalan iizerinde bekletildi. Kalp kas dokusundan alinan ince kesitler transmisyon
elektron mikroskobunda (JEOL JEM 1011) incelendi ve goriintiileri bilgisayar ortamina
aktarildi.

3.8. iskelet kasindan aktin saflastiriimasi

Domuz bacak kasindan yaklasik 2 kg agirhiginda cizgili kas dokusu cikartildi.
Kas dokusu 30 dakika 0 °C’ta bekletildikten sonra kiyma makinesinden gegirildi
boylece kas lifleri 1-2 mm’lik pargalara ayrildi. Kiyilmis kas dokusu, agirligiin 3 kati
kadar fosfat-KCI c¢ozeltisi ile homojenlestirildikten sonra c¢oziilmiis proteinlerin
ayrigmast i¢in homojenatin 12 kat hacminde distile su ile 3—4 kez yikandi. Filtre edilen

homojenat 5 kat hacim (0,5 M NaHCO; ve 0,1 mM CaCl,) icersinde 30 dakika
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karistirilarak tekrar filtre edildi. Siiziintiiniin iizerine 10 hacim 0 °C’de su eklenerek
yeniden filtreden gecirildi. Son asamada siiziintii 2 hacim soguk aseton icersinde 30
dakika karistirilarak filtre edildi. Bu asama 4 kez tekrar edildi ve biiylik bir kismini

aktinin olusturdugu siiziintiiden aseton uguruldu.

G-aktin ve F-aktin saflastirilmasi icin kurutulmus lif iskeletinden 1 gr tartilarak
20-25 ml G-aktin tamponunda (5 mM K-Fosfat pH 7,5; 0,5 mM ATP; 0,1 mM CaCly;
0,5 mM DTT; 1 mM NaN3) coziildi. Cozelti 0,2 um’lik filtreden gecirildi. G-aktin
cozeltisi icerisine 3 mM CaCl,, 0,5 mM DTT, 1 mM NaCl ilave edilerek 30 dakika oda
isisinda bekletildi ve G-aktinin polimerlesmesi igin gece boyu 4 °C’de bekletildi.
Cozelti, F-aktinlerin ¢oktiiriilmesi igin, 14 °C’de 2,5 saat 80.000 x g’de santrifiijlendi.
Pelet tekrar, polimerlesme (depolimerizasyon) tamponuna (2 mM K-Fosfat pH 7.5; 0,5
mM ATP; 0,1 mM CaCl,; 0,5 mM DTT; 1 mM NaN3; 50 mM Tris-HCI pH:7,4)
alinarak F-aktin homojenlestirildi. Homojenat 100.000 x g’de 45 dakika santrifiijlendi
ve G-aktinin bulundugu iist s1vi alindi. Saflagtirma asamalar1 i¢in akis semasi (Sekil

3-1) izlendi.
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AKTIiN ELDESI

Domuz iskelet Kas Dokusu

(homojenlestirme)
Homojenat

(aseton ¢oktiirmesi)

Aktin

Polimerlesme

l

F-aktin

G-aktin
tamponunda
diyaliz

Depolimerlesme

80.000 xg de
3 saat santrifiyj

iist s1v1
F-aktin
tamponunda
diyaliz

pelet <

v

Polimerlesme

100.000 xg de 45
dakika santrifiij

F-aktin
100.000 xg de 45
dakika santrifiij
ust s1v1 < Depolimerlesme
Sefadex G-100
kromatografisi
G-aktin

Sekil 3-1: Domuz kas dokusundan G- ve F-aktin saflastirilmasi.
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3.9. Aktinin elektroforez ile analizi

Saflastirilan aktin, Laemmli yontemine gore sodyum dodesil siilfat (SDS)
poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile test edildi (70). Cam plakalar arasina silikon
ayirag yerlestirilerek % 12’lik ayirma jeli dokiildii. Diizgiin bir jel yiizeyi olusturmak
tizere 1 cm’lik su tabakasi olusturulup 30 dakika polimerlesme icin beklendi. Jelin
izerindeki su tabakasi dokiilerek % 5’lik yiginlama jeli eklendi. Zaman kaybetmeden,
orneklerin yliklenecegi kuyular1 olusturacak tarak cam plakalar arasina yerlestirildi ve
polimerlesme icin beklendi. Elektroforeze verilecek ornekler, denatiire edici (yiikleme)
tamponla 1:1 oraninda karistirtlip 3 dakika kaynatildi. Elektroforez aletinin (BioRad)
anot ve katot hazneleri yiiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornek yiikleme sirasinda bir
kuyuya da molekiiler agirlik standartlar1 olarak, BSA (M; 66 kDa ), ovalbumin (M, 45
kDa ) ve karbonik anhidraz (M, 29 kDa) proteinlerinden olusan karisim yiiklendi.
Yiginlama jeli i¢in 80 Volt, ayirma jeli i¢in 100 Volt gerilim uygulandi. Elektroforez
sirasinda kullanilan isaret boyasi (Brom fenol mavisi) jelin sonuna geldiginde akim
kesildi. Jel, elektroforez aletinden ve iki cam arasindan cikartilarak Coomassie parlak
mavsi ile boyanmaya birakildi. Daha sonra jel, boya cikartma c¢ozeltisinde tutularak

fazla boya uzaklastirildi.

Elde edilen G-aktinin tekrar polimerlesmesi  saglandi.  F-aktinin
depolimerlestirme ve ¢Oktiirme asamalar1 tekrar edildi ve iist sivida kalan G-aktinin

SDS-PAGE ile yiiriitiiliip giimiis boyama ile saflig1 test edildi.

Aktinin DT ile etkilesimi, asag1 ¢oktiirme yontemi ile belirlendi ve SDS-PAGE
jel elektroforezinde proteinler ayristirildi. Western emdirim yontemi ile jelde yiiriitiilen
proteinler, TBS (Tris-buffered saline)-Tween (TBST) ve % 0,5 BSA ile 1 saat islem
gormiis nitroseliilloz (Milipore) membranlara yari-kuru emdirim kasasinda (semi-dry
blot) aktarildi. Aktine 6zgii antikorlar ve alkalen fosfataz etiketli ikinci antikorlar ile
membran, alkalen fosfataz substrat tamponuna alindi. Kromojenik tepkime olugsmasinin
ardindan 3-amino-etil- karbonat substrat ¢ozeltisi ile tepkime durduruldu. Membranda

olusan sinyal jeldeki protein profili ile karsilagtirildi.

3.9.1. Asagi cekme “Pull-down’ yontemi ile protein etkilesimlerinin belirlenmesi
Difteri toksini ile aktinin etkilestigini gostermek iizere pull-down protein
etkilesim kiti kullanildi. Kit igersindeki streptavidin etiketli boncuklu karisim, 6zel

yapilmis santrifiij tiiplerine kondu. Biyotinlenmis olan G-aktinin streptavidine
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baglanmasi saglandi. “Avct” protein olan G-aktin, HUVEC hiicrelerinden elde edilen
hiicre oziitii i¢indeki “yem” proteinler ile etkilesime birakildi. Kitte belirtilen yikama ve
santrifiij asamalari ile baglanmayan proteinler uzaklastirildi. Yikama agamasindan sonra
ayristirilan kisitm SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiildii. Jel, Coomassie parlak
mavisi ile boyandi. Asag1 cekme yOnteminin son asamasinda elde edilen ayristirma
kisminda, difteri toksininin “fragment” A bolimii, Western emdirim yoOntemi ile

goriintiilendi.

3.9.2. Biyotin ile aktinin etiketlenmesi

Saflastirllan G-aktinin biyotin ile etiketlenmesi i¢in sulfo-NHS-LC biotin
(Pierce) kullanildi. G-aktin ile biyotin oda 1sisinda, 1:50 molar orantida 200 ul PBS’te,
1 saat bekletildi. Etiketlenen G-aktin gece boyu 4 °C’ta 250 ul’lik tiipte (GEBAflex)

diyalizlendi ve baglanmayan biyotin uzaklastirildi.

3.10. eEF-2’nin ADP-ribozillenmesi

DT toksinin bir saat icindeki etkisini gdzlemlemek tizere 50 ng/ml DT HUVEC
hiicrelerine 10, 30 ve 60 dakika boyunca uygulandi. Hiicreler liziz tamponu ile
patlatildiktan sonra eEF-2"nin ADP-ribozillenme tepkimesine dayanarak zaman i¢indeki
DT etkinligi ol¢iildii. Hiicre 6ziitii (10 pl), 12 ug/ml DT ve 2 uM "“[C] NAD (242
Ci/mol) tepkime hacminde 10 dakika bekletildi. Hiicrelerdeki 50 ng DT ile ADP-
ribozillenmeyen eEF-2 molekiillerinin, radyoaktif isaretli NAD ile ADP-ribozillenme
miktarini 6lgmek iizere tepkime hacmi Whatman GF/C filtreleri iizerine yayilarak soguk
% 10 TCA igerisinde ¢oktiiriildii. Filtrelere daha sonra iki kez birer dakika 20 °C’ta % 5
TCA ve yine iki kez birer dakika alkol i¢inde ¢alkalanarak kurutuldu.

3.11. Radyoaktivitenin belirlenmesi

S1vi sintilasyon sayacinin (Packard Tri-Carb 1000 Tr) sayim verimi % 99 olarak
Olciildi. Radyoaktif oOrnekleri tasiyyan kurutulmus GF/C filtreler % 0,4
2,5-difeniloksaloz (PPO) igeren toluol cam siselere yerlestirildi. Siseler siv1 sintilasyon

sayacina konup elde edilen sayim (cpm) degerleri belirlendi.

Sayacta belirlenen cpm’in (dakikadaki sayim) pmol’e ¢evrilmesi i¢in radyoaktif

miktar tayininde kullanilan esitlikten yararlanildi.
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Radyoaktif miktar tayininde kullanilan esitlik. Hiicrelerdeki 50 ng/ml DT ile
ADP-ribozillenmeden kalan eEF-2 molekiilleri, Gere¢ ve Yontemler Boliimii 3.6.
kisminda aciklandig1 gibi hazirlanan lizatlar icersine 12 ug/ml DT, 2 uM "[C] NAD
varliginda 10 dakika siire ile ADP-ribozillenme gerceklestirilerek eEF-2 miktari
asagidaki esitlik ile hesapland1 (3-1).

cpm X 100
pmol = (3-1)

2,22 x sayim verimi (%) X 6zgiin etkinlik (Ci/mol)

Radyoaktif miktar tayininde kullanilan esitlik.
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4. BULGULAR

4.1. Kalp Kasinda Difteri Toksininin Etkisinin Belirlenmesi

4.1.1. Isik mikroskop bulgular

Isik mikroskobu kullanilarak difteri toksini etkisi zamana bagli olarak kalp kasi
dokusunda incelendi. Gere¢ ve Yontemler Boliimii’'nde agiklandig sekilde PAS boyasi
ile elde edilen goriintiiler Sekil 4-1, Sekil 4-2, Sekil 4-3 ve Sekil 4-4 de goriilmektedir.
Isik mikroskobu ile incelenen histolojik bulgularin gosterildigi sekillerde, ¢ekirdekler
mavi oklar ile isaretlendi. Bu goriintiilerde inflamatuar yanit ile iligkili olan hiicrelerin
yerleri saptandi. Difteri toksini uygulanmayan doku kontrol gurubu olarak kabul edildi

(Sekil 4-1).

Damar
ceperi

Sekil 4-1: PAS boyamasi ile kontrol kalp kas goriintiisii.

Gortlintiiler Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde aciklandigr sekilde elde edildi. Cekirdekler mavi oklar ile
gosterilmektedir (Biiyiitme; x40).
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250 ng/ml DT ile 6 saat bekletilen dokular Sekil 4-2’de goriilmektedir. Bu siire
sonunda kas i¢i venlerde akyuvar marjinasyonu gozlendi. Ayrica perivaskiiler alanlarda

akyuvarlarin yayildig: belirlendi.

Perivaskiiler

alandaki akyuvarlar

Damar duvarinda
lenfosit
marjinasyonu

Sekil 4-2: DT (250 ng/ml) ile 6 saat bekletilen kalp kasi goriintiisii.
Goriintiiler kalp kast Gere¢ ve Yontemler Boliimii'nde aciklandigr sekilde 250 ng/ml DT ile bekletildikten sonra
alindi. Mavi oklar cekirdekleri gostermektedir. Akyuvarlarin yayildigi alanlar ise sar1 oklar ile gosterilmektedir

(Biiytitme; x40).

Ayn1 miktar (250 ng/ml) DT ile 12 saat bekletilen kalp kas dokusunda ise daha
cok perivaskiiler alanda olmak tizere damar disinda da akyuvarlarin bulundugu saptandi

Ayrica damar duvarlarinda akyuvar marjinasyonu goriintiilendi (Sekil 4-3).
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Damar duvarinda lenfosit
marjinasyanu

Sekil 4-3: DT (250 ng/ml) ile 12 saat bekletilen kalp kasi goriintiisii.
Gortintiiler kalp kast Gere¢ ve Yontemler Boliimii’'nde aciklandigr sekilde 250 ng DT ile bekletildikten sonra alindi.

Mavi oklar ¢ekirdekleri gostermektedir. Sar1 oklar lenfositleri gostermektedir (Biiyiitme; x40).

DT (250 ng/ml) ile 24 saat bekletilen kas dokusunda akyuvarlarin
miyofibrillerin ¢evresinde ve perimisyum bolgesinde dagilmis durumda oldugu

belirlendi (Sekil 4-4).

Isik mikroskobu kullanilarak difteri toksini etkisinin zamana bagli olarak kalp
kas1 dokusunda incelenmesi sonucunda, yangisal yanitin damar cevresinde sinirh
kalarak baslangi¢ asamasinda oldugu saptandi. DT’nin 24 saatlik uygulamasinda

akyuvar infiltrasyon diizeyinin ¢ok diisiik seviyede kaldig1 belirlendi.

Kas liflerinde, bekletme ortami ile temas eden kisimlarda gorece daha fazla olan
bozulmalar saptandi. DT (250 ng/ml) ile 24 saat bekletilen kas dokusunda olusan

bozulmalarin diizeyi elektron mikroskobu ile incelendi.
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Sekil 4-4: DT (250 ng/ml) ile 24 saat bekletilen kalp kasi goriintiisii.

Goriintiiler kalp kas1 Gereg ve Yontemler Boluimii'nde aciklandigr sekilde 250 ng DT ile bekletildikten sonra alindi.
Mavi ok ¢ekirdekleri gostermektedir. Sar1 oklar lenfositleri gostermektedir (Biiyiitme; x40).

4.1.2. iletim elektron mikroskop (TEM) bulgular

DT wuygulamasinin 24 saat sonunda miyofibrillere olan etkisi ince yapi
diizeyinde incelendi. TEM goriintiileri Gere¢ ve Yontemler Boliimii’'nde agiklandigi
sekilde elde edildi. Kontrol dana kalp kas1 miyofibrillerinin saglam ve diizgiin oldugu
goriintiilendi. Liflerdeki bant goriintiisiiniin belirgin, interkalar disklerin diizenli,
cekirdeklerin miyofibrillerin merkezinde ve mitokondrilerde belirgin kristalarin oldugu
gozlendi. Elektronmikrografta biiylitme; x15.000 olarak alinmistir. Kirmizi ¢izgiler bir
sarkomerin Z bandi hattini, yesil yildizlar mitokondrileri, siyah oklar interkalar diski

isaret etmektedir (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Kontrol kalp kasi1 miyofibrillerinin TEM ile goriintiisii

Goriintiiler Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde agiklandigr sekilde elde edildi. Elektronmikrografta kirmizi ¢izgiler bir
sarkomerin Z band1 hattini, yesil yildizlar mitokondrileri, siyah oklar ise interkalar diski isaret etmektedir (Biiyiitme;

x15.000).

Yirmi dort saatlik 250 ng/ml DT uygulamasinda, belirgin olarak interkalar disk
yapisinda yer alan desmozomlarda ayrisma oldugu, bant goriintiisiinde diizensizliklerin
ve yer yer miyofibriloliz bolgelerinin bulundugu, mitokondrilerin kristalarinda silinme
ve bazi kas liflerinin ¢ekirdeklerinde kromatoliz  bulundugu gozlendi.
Elektronmikrografta biiyiitme; x5000 olarak alimistir. Turuncu oklar bozulmus

sarkomerleri gostermektedir (Sekil 4-6).

Bu uygulama sonunda DT bekletme siirelerinin kisaltilmasi ve in vitro

uygulanan DT miktarinin arttirilmas: 6ngoriildii.



41

Sekil 4-6: DT (250 ng/ml) ile 24 saat bekletilen kasta miyofibrillerin TEM goriintiisii.

Goriintiiler Gere¢ ve Yontemler Bolimii'nde agiklandign sekilde elde edildi. Elektronmikrografta turuncu oklar

bozulmus sarkomerleri yesil yildizlar mitokondrilerileri gostermektedir (Biiyiitme; x15.000).

4.2. DT-FITC konjiigat analizi
DT’nin hiicre ve dokuda aktin iskeleti ile olan etkilesimini floresan mikroskop
aracilifl ile goriintiilemek icin DT, FITC floroforu ile etiketlendi. FITC floroforunun

etkinligi floresan spektrofotometresinde yapilan dl¢iimler ile incelendi.

Gere¢ ve  Yontemler Bolimii'nde aciklandigi  sekilde, floresan
spektrofotometresi ile yapilan dl¢iimlerde konjiigat i¢cin hazirlanan FITC nin en yiiksek
uyarilma-salim degerlerinin 496 nm-520 nm dalga boyu araliginda oldugu saptandi
(Sekil 4-7). FITC nin seyreltildigi saklama tamponunun en yiiksek uyarilma-salim dalga
boylarinda (493 nm-518 nm) floresan siddeti olgiildii. Saklama tamponunun, protein

etiketlemenin ardindan yapilan diyaliz ortami i¢in uygun oldugu saptandi (Sekil 4-8).
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Goriintii floresan spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Bolimii’nde agiklandigi sekilde yapilan olgimlerde

alind1.
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Sekil 4-8: Saklama tamponunun floresan siddet 6l¢iimii.
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Goriintii floresan spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Bolimii’nde agiklandigi sekilde yapilan olgimlerde

alind1.
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DT-FITC konjiigat i¢in etiketlemenin Gere¢ ve YoOntemler Boliimii’nde ayrintili
olarak agiklandig1 sekilde, floresan spektrofotometresi ile yapilan dlc¢iimlerin ardindan
diyaliz Oncesi ve diyaliz sonrasinda en yiiksek uyarilma-salim degerleri belirlendi.
Konjiigatin floresan siddeti, uyarilma icin 493 nm, salim i¢in 518 nm dalga boylarinda
Olciildii. Diyalizi izleyen Olciimlerde FITC etiketli toksinin en yiiksek salim dalga
boyunun 500 nm’de tek tepe olusturdugu belirlendi (Sekil4-9). Boylece serbest FITC

molekiillerinin konjiigattan diyaliz ile uzaklastirildig1 sonucuna varildi.

Diyaliz o6ncesi
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Sekil 4-9: DT-FITC konjiigatinin uyarilma-salim tayfi.

Floresan spektrofotometresi ile diyaliz 6ncesi ve sonrasinda DT-FITC konjligatinin uyarilma-salim tayfi belirlendi.

Diyalizden 6nce ve sonra floresan siddeti 518 nm’de 6l¢iildii.
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DT-FITC uygulananan HUVEC hiicrelerinin, toksin ile olan etkilesimi floresan
spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde aciklandig sekilde incelendi.
Hiicre oziitiiniin hazirhginda kullanilan “lysis buffer”(liziz tamponu) ic¢in uyarilma-
salim tayf1 belirlendi. Tampona DT-FITC eklenerek analiz tekrarlandi. Hiicre oziitiiniin
uyarilma-salim tayf analizi diger grafikler ile karsilastirildi. Hiicre oziitii ile yapilan
Olctimde en yiiksek salim degerinin 520 nm’ye kaydigi belirlendi. Hiicre oziitiiniin
floresan siddeti, liziz tamponunun floresan siddeti ile oranlandigr zaman 3 kat daha
yiiksek oldugu bulundu. Uyarilma-salim tayf analiz sonuclar karsilastirildiginda, hiicre
yapilar1 ile DT nin etkilestigi saptandi. HUVEC hiicre oziitiindeki ¢ekirdekler uygulama
sonunda DAPI ile mavi renge boyanarak floresan mikroskobu (A x ioscop plus) ile

(buiyiiteme; x 20) goriintiilendi (Sekil 4-10).

DT ve HUVEC hiicre oziitii yapilar1 arasindaki etkilesimden yola ¢ikarak DT-
FITC kongiigat1 uygulanan hiicrelerin floresan mikroskop ile goriintiilenebilecegi

bdylece DT nin hiicre i¢indeki yerinin saptanabilecegi sonucuna varildi.

DT, F-aktin, eEF-2, ve FA-aktin etkilesiminin immiinfloresan incelenmesi
diistiniildii. Bu dogrultuda DT-FITC kongiigatinin yam sira anti-eEF-2-FITC konjligati

da hazirlandi.

FITC ile etiketlenen anti-eEF-2  poliklonal  antikorunun, floresan
spektrofotometresinde diyaliz Oncesi ve sonrasi, en yiiksek uyarilma-salim degerleri
siras1 ile 493 nm ve 516 nm olarak belirlendi (Sekil 4-11). Anti-eEF-2-FITC
konjiigatinin salim dalga boyunun 504 nm’de tek tepe olusturdugu saptandi. Diyaliz
oncesi ve sonrasi i¢in anti-eEF-2-FITC konjligatinin floresan siddeti ol¢iildii (Sekil 4-
12). Saklama tamponu i¢in aymi dalga boylarinda yapilan siddet Olgiimii ile
karsilagtirlldi  (Sekil 4-13). Serbest FITC molekiillerinin konjligattan diyaliz ile

uzaklastirildig1 sonucuna varildi.
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Sekil 4-10: DT-FITC uygulanan HUVEC 6ziitiiniin uyarilma-salim tayfi.
Liziz tamponu, Liziz ve DT-FITC ve DT-FITC uygulanmis HUVEC o6ziitii i¢in floresan spektrofotometre analizi ile
HUVEC c¢ekirdek goriintiisii. Goriintii floresan spektrofotometresi ve floresan mikroskobu ile Gere¢ ve Yontemler

Boliimii’nde agiklandig: sekilde alindi.
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Sekil 4-11: Diyaliz 6ncesi Anti-eEF-2-FITC konjiigatimin uyarilma-salim tayfi.

Goriintii floresan spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Bolimii’nde agiklandigi sekilde yapilan olgimlerde
alind1.
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Sekil 4-12: Diyaliz sonrasi Anti-eEF-2-FITC konjiigatinin uyarilma-salim tayfi.

Goriintli floresan spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde agiklandify sekilde yapilan olgiimlerde
alindi.
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Sekil 4-13: Anti-eEF-2-FITC icin floresan siddeti ol¢iimii.
a). Saklama tamponu b).Diyaliz 6ncesi Anti-eEF-2-FITC konjiigat1 ¢). Diyaliz sonras1 Anti-eEF-2-FITC konjiigat1.
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Goriintli floresan spektrofotometresi ile Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde agiklandifi sekilde yapilan olgiimlerde

alindi. Serbest FITC molekiillerinin diyaliz ile uzaklastirildig saptandi.
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4.3. in vivo DT, F-aktin, eEF-2 ve FA-aktin etkilesiminin immiinfloresan
incelenmesi

Floresan mikroskop ile Gere¢ ve Yontemler Bolimii’nde agiklandigi sekilde
HUVEC hiicrelerinde DT, F-aktin, FA-aktin etkilesimi ve eEF-2 dagilimi goriintiilendi.
FITC etiketli toksinin parlak yesil noktalar olarak sinyal verdigi tespit edildi. Toksinin,
HUVEC hiicre cekirdegi cevresindeki sitoplazmik alanda ve c¢ekirdek iizerinde
yogunlastig1 gozlendi (Sekil 4-14).

DT-FITC (100 ng/ml) ile 18 saat bekletilen HUVEC hiicrelerinde ise aktin
iskeletinin bozuldugu saptand1 (Sekil 4-15).

Toksinin aktin ile olan etkilesimi, floresan mikroskobu ile alinan goriintiilerin ISIS
biitiinlestirme programi ile belirlendi. Yesil ve kirmizi renklerinin biitiinlestirilmesi

sonucu toksinin aktin filamentlerini izledigi saptandi (Sekil 4-16).

Difteri toksinine direncli olan 3T3 tipi fibroblastlarda DT-FITC nin tiim hiicre
sitoplazmasinda dagildig ¢ekirdek tizerinde bulunmadig gozlendi (Sekil 4-17).

Aktin iskeleti ve eEF-2’nin hiicre i¢indeki konumu, saglikli HUVEC hiicrelerinde
goriintiilendi. Cekirdegin DAPI ile mavi, aktin iskeletinin fallodin-Alexa fluor-594 ile
kirmizi ve eEF-2"nin anti-eEF-2-FITC ile yesil renkte olusturdugu sinyaller elde edildi.
A x ioskop plus floresan mikroskopu ile “metasystem” biitiinlestirme programinda
sinyallerin cakismasi saglandi. Saglikli HUVEC hiicreleri x40 biiyiitmede goriintiilendi
(Sekil 4-18 a). eEF-2"nin ¢ekirdek ¢evresinde siralandigi ve sitoplazmada aktin iskeleti
ile etkilesim i¢inde oldugu x100 biiyiitmede belirlendi (Sekil 4-18 b).
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Sekil 4-14: HUVEC hiicrelerinde DT-FITC’nin dagilima.
DT-FITC konjiigat1 (1 ug/ml ) ile 1,5 saat bekletilen HUVEC hiicreleri Gereg ve Yontemler Boliimii’'nde a¢iklandig

sekilde Olympus BX51 floresan mikroskobu ve dalma objektifi ile goriintiilendi (C; ¢ekirdek). Parlak yesil noktalar
FITC isaretli toksin sinyali olarak goriilmektedir (Biiyiitme; x100).



as. b3.

Sekil 4-15: HUVEC hiicrelerinde DT-FITC’nin dagihim ve aktin iskeleti.
DT-FITC konjiigat1 (100 ng/ml ) ile 18 saat bekletilen HUVEC hiicreleri Olympus BXS51 foresan mikroskobunda
farkh filtreler ile goriintiilenmistir. Hiicrelerdeki DT dagilimi FITC sinyali ile a;,ay,as’te; aktin iskeleti falloidin

Alexa-fluor 594 sinyali ile by,b,,b;’te goriinmektedir (Bilyiitme; x40).
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Sekil 4-16: DT ile aktin iskeleti etkilesimi.
HUVEC hiicrelerinde DT-FITC’nin (100 ng/ml, 18 saat) aktin filamentleri ile olan etkilesimi Gere¢ ve Yontemler
Bolimii'nde agiklandign sekilde Olympus BXS51 foresan mikroskobu ile goriintiilendi (C; c¢ekirdek). Goriinti
analizinde ISIS programi kullanildi (Biiyiitme; x100).
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b.

ekil 4-17: Fibroblasrlarda DT-FITC’nin dagilimi.
g

DT-FITC ( 1pug/ml) ile 1,5 saat bekletilen fibroblastlar Gere¢ ve Yontemler Bolumii’nde agiklandig sekilde Olympus
BX51 foresan mikroskobu goriintiilendi. C; ¢ekirdek (Biiyiitiime; a. x100, b. x40).
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b.

Sekil 4-18: HUVEC hiicrelerinde eEF-2 dagilim.

A ioscop plus foresan mikroskobu ve metasystem programi ile elde edilen goriintiide cekirdek mavi, aktin iskeleti
kirmiz1 renkte sinyal olusturmaktadir.a.) Saglikli HUVEC hiicrelerinde aktin iskeleti. b.) Anti-eEF-2-FITC ile olugan
yesil renkteki sinyal eEF-2’nin yerini isaret etmektedir (Biiyiitme; a. x40, b. x100).
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4.4. Kasta DT dagilim ve aktin etkilesimi ile eEF-2 dagilimm

DT-FITC uygulanan domuz kalp parcasindan alinan kriyokesitte cekirdekler
mavi, kas lifleri kirmizi ve DT-FITC dagilimi yesil olarak biitiinlestirme A ioskop plus
mikroskobu ile “metasystem” programinda goriintiilendi. Toksinin kas liflerinde daginik

olarak obeklendigi tespit edildi (Sekil 4-19).

Domuz kalp kas1 dokusunun florofor ile etiketlenmeyen toksin (1pug/ml) ile 2

saat bekletilmesinin ardindan alinan enine kesitlerde, toksinin miyofibrillerin ¢cevresinde

bulundugu gozlendi (Sekil 4-20).

Sekil 4-19: DT-FITC’nin domuz kalp kasindaki dagilimi.
DT-FITC (1pg/ml) ile 2 saat bekletilen domuz kalp kasi Gere¢ ve Yontemler Boliimii'nde agiklandigi sekilde

goriintiilendi (Biiyiitme; x40).
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Sekil 4-20: DT’ nin domuz kalp kasindaki dagilim.

DT fragment A mouse monoklonal (1. antikor) ve anti-mouse IgG —FITC (2.antikor) ile isaretlenen domuz kalp kas1

enine kesiti Gere¢ ve Yontemler Bolimii’nde aciklandigi sekilde Olympus BXS51 foresan mikroskobu ile

goriintiilendi (Biiyiitme x40).

Sican kalp kasindan alinan kriyokesitlerde (4 pum) falloidin Alexa fluor-594
isaretlemesi ile miyofibriller kirmiz1 renge, anti-eEF-2-FITC konjiigat1 ile eEF-2 yesil
renge boyandi. Miyofibrillerin yapis1 x40 biiylitmede Olympus BX51 ile goriintiilendi.
(Sekil 4-21 a,b). eEF-2 dagilimmin x100 biiyiitme ile miyofibrillerde sarkolemmay1
izleyen hat lizerinde oldugu belirlendi (Sekil 4-21 c). Enine gecen kesitlerde de eEF-
2’nin dagilimi goriintiilendi (Sekil 4-21 d).

Miyofibrillerdeki eEF-2 ve DT dagiliminin benzer oldugu sonucuna varildi.
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C. d.

Sekil 4-21: Anti-eEF-2-FITC ve falloidin-TIRCH ile isaretli sican kalp kasi.
Gere¢ ve Yontemler Boliimii’'nde aciklandig sekilde Olympus BXS51 foresan mikroskobu ile kalp kas1 dokusunun

boyuna (a,b,c) ve enine kesitleri (d) goriintiilendi. Anti-eEF-2-FITC konjiigatinin, miyobrillerin ¢evresinde yesil,

falloidin-TRICH ile aktin filamentlerinin kirmiz1 sinyal olusturdugu goriinmektedir (Biiyiitme; x40 (a,b,d) , x100(c)).

4.5. Tletim elektron mikroskobu (TEM) bulgular:
Domuz kalp kasi doksu 4 saat boyunca in vitro olarak DT (1 ug/ml) ile

bekletildi. Gere¢ ve Yontemler Boliimii’nde agiklandigi gibi elektron mikroskop
goriintiileri elde edildi. Elektronmikgrograflar 1. saatten 4. saate kadar sirasi ile difteri
toksin uygulanan (a,c,e,g) ve uygulanmayan (b,d,f,h) domuz kalp kas1 doku ornekleri

olarak gruplandirildi (Sekil 4-22).
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h.

g.

Sekil 4-22: Kalp kasinda siireye bagh DT etkisi.
Gere¢ ve Yontemler Boliimii’'nde agiklandif: gibi elektron mikroskop goriintiileri elde edildi. Elektronmikgrograflar
1.saatten 4. saate kadar sirasi ile difteri toksin uygulanan (a,c,e,g) ve uygulanmayan (b,d,f,h) domuz kalp kas1 doku

orneklerini gostermektedir (C; ¢ekirdek).
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DT uygulamasinin, 1. saatten itibaren kas dokusunda gevsemeye (dilatasyona)
neden oldugu saptandi. Gevsemenin 4. saatte periniikleer sitoplazmay1 da kapsayacak
sekilde ilerledigi gozlendi (Sekil 4-23 c). Toksin ile dokular1 bekletme stiresi uzadikca
sitoplazmada mitokondri bozunmasina bagli inkliizyonlarin sayisinda artis oldugu

belirlendi (Sekil 4-23).

Dort saatlik bekletme siiresi sonunda kalp dokusu miyofibril yapisi, kontrol
doku ile birlikte falloidin-TRICH bayamas1 ile goriintiilendi (Sekil 4-23 a,b).
Miyofibrillerde sarkomer yapisinin biitiinliigiiniin ortadan kalktig1 ve miyofilamanlarin

parakristalin diizeninin bozuldugu TEM bulgularinda gozlendi (Sekil 4-23 e, f).

Yiiksek derisimdeki DT (10 pg/ml) ile 2 saat boyunca bekletilen kas dokusunun
ince yapir goriintiilemesi sonucunda yag damlalarinin bozulan miyofibriller arasinda

arttigi, kromatinin c¢ekirdek icinde kiimelendigi saptandi (Sekil 4-24).

Ayrica vakuollesmenin ve organellerdeki bozulmanin ileri diizeyde oldugu

bulundu (Sekil 4-25).
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Sekil 4-23: DT uygulamasinin 4. saatinde kalp kas1 yapisindaki bozunma.

Kontrol (a) ve DT uygulanan (b) kas dokusu miyofibril yapisi (Biiyiitme x20). c.,d.Mitokondri bozunmasi. e,f.
Miyofibriloliz .(—), Inkliizyon cisimleri; (M), Mitokondri; (C) Cekirdek olarak gosterilmektedir.
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Sekil 4-24: DT (10pg/ml) ile 4 saat bekletmede kalp kas1 yapisindaki bozunma.

Bozulan miyofibriller arasinda biriken yag damlalar1 (—), vakuoller (V) ve cekirdekte (C) kromatin materyalinin

kiimelestigi gosterilmektedir.



Sekil 4-25: DT (10pg/ml) ile 4 saat bekletmede miyofibriller aras1 vakuoller.

Organellerdeki bozulmalar goriilmektedir.
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4.6. Saflastirilan aktinin goriintiilenmesi

Gere¢ ve Yontemler Bolimii'nde anlatildigi bicimde iskelet kasindan
saflastirilan aktin SDS-PAGE elektroforezi ile analiz edildi (Sekil 4-26). Elde edilen
aktin Coomassie parlak mavisi ile boyand1 (Sekil 4-26 B). Aktinin saflastirilmasina
devam edildi. Tekrar polimerlesme ve depolimerlesme asamalarindan gecirildi. Ust
stvida kalan G-aktinin saflik derecesi giimiis boyama ile goriintiilendi (Sekil 4-26 C).
Molekiil agirlik standartlar1 olarak BSA (66 kDa), ovalbumin (45 kDa) ve karbonik
anhidraz (29 kDa) kullanildi.

A B C

kDa
i

66 — '

45_>'-.

-

Sekil 4-26: Aktin safliginin SDS-PAGE elektroforezi ile analizi.
A,B) Coomassie parlak mavisi ile boyama. A siitunu standartlar. B siitunu G-aktin (2ug).

C) Giimiis boyama; G-aktin (2pug).

4.7. Aktinin Western emdirim yontemi ile goriintiilenmesi

SDS-PAGE jel elektroforezinde yiiriitiilen aktinin, bagisik emdirim analizi
yapild1 (Sekil 4-27 A). Saflastirilmis G-aktinin aktarildigi nitroseliilloz membrandan
kromojenik sinyal almak iizere tavsanda gelistirilmis olan anti-aktin (Sigma) kullanildi.
Antikorun seyreltme orani 1:500 olarak saptandi. Membran 1. antikor ile 2 saat

bekletildi. Alkalen fosfataz etiketli, kecide gelistirilmis olan 2. antikorun (anti-tavsan
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IgG, Sigma) seyreltme oram1 1:000 olarak belirlendi ve membrana 1 saat siire ile
uygulandi. Alkalen fosfataz substrat tamponun eklenmesi ile membranda sinyal

goriintiilendi (Sekil 4-27 B).

A |B
kDa 1 2

Sekil 4-27: Western emdirim ile belirlenen aktin.
A, SDS-PAGE; Ll.siitun standartlar. 2.stitun G-aktin (2ug) B, Stitun 2’nin membrana aktarimi sonrast anti-aktin

varliginda bagisik-emdirim analizi.
4.8. Hiicre ici (in vivo) aktin-difteri toksini etkilesiminin gosterilmesi

Asagi ¢cekme, “pull-down”, protein etkilesim tayini ile difteri toksini alt birimi
olan fragment A’nin, hiicre icinde olusturdugu karmasimlarda aktinin varligi saptandi
HUVEC hiicrelerinin, DT (50 ng/ml) ile 12 saat bekletilmesinin ardindan hiicre lizati
elde edildi. Asag1 cekme protein etkilesim kiti (Pierce) kullanilarak, avcl protein olan
biyotinlenmis G-aktinin, lizat proteinleri ile etkilesmesi saglandi. Gere¢ ve Yontemler
Boliimii’nde agiklandigi gibi biyotinlenmis G-aktin ile etkileserek karmasim olusturan
baz1 lizat proteinlerin, streptavidin kapli boncuklara biyotin ile baglanmasi saglandi.
Santrifiijlenerek baglanmayan proteinler uzaklastirildiktan sonra elektroforez ve bagisik

emdirim analizleri yapild: (Sekil 4-28)
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kDa A B C

66 —

45 —

21 —

Sekil 4-28: Aktin-fragment A etkilesimi.

Asag1 cekme protein etkilesim yontemi aracilifi ile G-aktin ile etkilesen proteinlerin SDS-PAGE jel elektroforez
analizi. A siitununda Coomassie parlak mavisi ile boyanan proteinler. B siitununda anti-Aktin (1:500) sinyal
olusturmustur. C stitununda fragment A, farede iiretilmis monoklonal antikor olan anti-FA (1:500) (Santa Cruze) ile

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

Bu calismada difteri toksini alt yapilarinin, hiicre iskeletine ve kalp kasi
miyofibrillerine olan etkisi incelenerek aktin filamentleri ile difteri toksini alt

yapilarinin etkilestigi saptandi.

DT c¢ok giiclii bir toksindir. DT’ne duyarli olan hiicrelerde, toksinin gosterdigi
sitotoksik etki, protein sentezinin durmasi ile aciklanmaktadir. Ancak protein sentezinin
baskilanmasi ile toksine bagli hiicre oliimii arasindaki iliski tam olarak acikliga
kavusmus degildir. DT, polipeptid zincirin uzamasinda gorev alan eEF-2’nin ADP
ribozillenmesine neden olarak eEF-2’nin protein sentezindeki islevini durdurur (42,50).
Buna bagl olarak hiicrede kisa omiirlii proteinlerden, yapisal proteinlere kadar hicbir
proteinin  sentezi  gerceklesemez. Polipeptid uzamasi sirasinda  ribozomal
translokasyondan sorumlu olan eEF-2’nin aktin ile etkilesime girdigi gosterilmistir
(3,30,38). Aktin, hiicre seklinin diizenlenmesi, hiicre i¢i vesikiillerin hareketi,
organellerin konumu, hiicrenin go¢ etme ya da kas hiicrelerindeki kasilma hareketi gibi
bir¢ok biyolojik siirece ipliksi ve kiiresel yapidaki iki bi¢cimi ile katilir. Aktinin hiicre
iskeleti ve sinyal yolaklarinda gorev alan, hem yapisal hem de diizenleyici bir¢ok
protein ile etkilesmesi, hiicrede istlendigi roliin Onemini arttirmaktadir. Aktin
filamentlerinin, DT ne duyarli olan hiicrelerde, toksin alt yapilar1 ile etkilesime girerek,
hiicre iskeletinin yikilmasina neden oldugu One siiriilmistir (5,12). Yapisal
proteinlerden aktin filamentinin yogun olarak bulundugu kalp kasinda da infeksiyonu
izleyen siirecte, miyotoksik etkinin ortaya ciktigr belirtilmistir (10). Kalp krizi ile
sonuclanan DT infeksiyonunda, miyobrillerde gelisen hasar, miyotoksisite sebebinin,

protein sentezinin durmast ile sinirli olmadigini diisiindiirmektedir (57,59,60).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak in vitro kosullarda siireye bagl olarak DT nin aktin
filamentleri tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglandi. Calismada ipliksi aktinin ¢ok
yogun olarak bulundugu kalp kasi dokusu ile DT’ ne duyarli olan HUVEC hiicreleri
kullanildi.

Standart kiiltiir kosullar1 altinda DT ile bekletilen kas dokusunda, inflamatuar
yanitin damar ¢evresinde kaldigi PAS boyamasi ile saptandi. Bekletme siiresinin 24 saat

oldugu dokuda bu sonu¢ ince yapr diizeyinde iletim elektron mikroskobu ile
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goriintiilenerek desteklendi. Bu bulgu, klinik caligmalarla uyumlu olarak yangi

cevabinin, miyotoksik etkiye neden olmadigina isaret etmektedir (30).

Ince yapi diizeyindeki goriintiileme ile DT varhginda kalp kasi liflerinde,
parakristalin yapinin bozuldugu saptandi. Gelisen hasarin, postmortem klinik bulgular
ve DT reseptor anlatimi olusturulmus gen aktarimli fare kalp dokusundaki hasar ile
benzestigi tespit edildi (57,60). Toksin etkisi altinda miyofibrilolizin gelismesi, aktin
iskeletinin zarar gordiigiinii ortaya koymaktadir. Sarkomer biitiinliiiiniin bozulmasi,
yag damlalar1 ile vakuollerin artisi, mitokondri hasart ve c¢ekirdekte kromatin
materyalinin kiimelenmesi gibi hiicre i¢i yapisal diizenin bozulmasi, DT nin, programli

hiicre oliimiiniin tetiklenmesine zemin olusturdugunu diisiindiirmektedir.

Aktin filamentlerinin, hiicredeki redoks durumundan etkilenerek kovalan
degisikliklere ugradigi belirtilmistir (10,66). DT etkisi altindaki miyofibrilerde, ince
yapt diizeyindeki inceleme sonucu, DT derisimine ve bekletme siiresine bagli olarak
mitokondriyal hasarin ilerledigi gozlenmistir. Mitokondriyal hasarin olusmasi liflerin

redoks durumunda olas1 degisimlere ugrayabilecegine isaret etmektedir.

DT’nin aktin filamentleri ile etkilesimini saptamak iizere toksin, FITC floroforu
ile etiketlendi. Floresan spektrofotometresi araciligi ile FITC nin uyarilma-salim tayfi
belirlendi. Toksinin FITC ile etiketlendigi ve ortamdaki baglanmayan FITC nin diyaliz
ile uzaklastirildigi, en yiiksek salim dalga boyunda yapilan floresan siddet dl¢iimleri ile
saptandi. FITC etiketli DT (DT-FITC konjiigat1) uygulanan HUVEC hiicre iceriginin
toksin ile etkilestigi floresan spektrofotometresi ile yapilan Ol¢iimlerde gosterildi.
Boylece DT-FITC konjiigatinin hiicre ve dokuya uygulanarak, floresan mikroskobu ile

DT dagiliminin goriintiilenebilecegi belirlendi.

DT-FITC nin sitoplazmadaki dagilimi toksine duyarli olan HUVEC hiicreleri ile
toksine direncli olan 3T3 tipi fibroblast hiicrelerinde goriintilendi. HUVEC
hiicrelerinde toksinin, ¢ekirdek iizerindeki yogunlastigi saptandi. Toksinin A kesiminin
DNaz I tipindeki bir endoniikleaz gibi etkinlik gosterdigi ve niikleozomlar aras1 DNA
kirilmasina yol actigr gosterilmistir (31-32). Bu bulgu fibroblastlardan farkl olarak,
HUVEC hiicrelerindeki DT-FITC’ nin ¢ekirdek {izerindeki dagilimi, DNA kirilmalarin

aciklamak i¢in anlamli bir veri olarak degerlendirilebilir.

DT alt yapilarmin aktin iskeleti ile olan etkilesimi, DT-FITC uygulanan kas

dokusu ve hiicrelerde immiinfloresan yontemi ile gosterildi. DT ile bekletme siiresinin



67

uzamasina ve derisimin artisina bagh olarak aktin filamentlerinin yikildigr gozlendi.
Aktin filamentleri ile DT nin etkilesiminin goriintiilenebildigi en uygun uygulama
stiresinin 2 saat, toksin derisiminin 1 pg/ml oldugu tespit edildi. Aktin iskeleti ile
DT-FITC’nin bir arada goriintiilendigi floresan mikroskop bulgularinda, cekirdek
cevresinde biriken toksinin, bozulmus aktin iskeletini takip ettigi saptandi. Floresan
sinyallerin cakismasi, aktin filamentleri ile toksinin bulundugu yerlerin birbiri ile
ortiistiigiinii, buna bagl olarak DT alt yapilarn ile aktin filamentlerinin etkilestigini

diistindiirmektedir.

Aktinin hiicre ici derisimini diizenleyen proteinlerden biri olan DNaz I aktin ile
bire bir oranda etkilesir. BOylece niikleaz etkinligi durur. Programlanmis hiicre
Oliimiinde gorev alan enzimlerden biri olan, proapoptotik sistein proteinaz sinifi iiyesi,
interlokin 1,8 doniistiiriicii enziminin, aktini substrat olarak kullandig1 gosterilmistir. Bu
enzim etkisi altinda G-aktinin bozuldugu, polimerlesmedigi ve DNaz I etkinligini
baskilayamadig1 belirtilmig, serbest kalan DNaz I'in DNA parcalanmasma neden
oldugu gosterilmistir (71). DT etkisi altindaki hiicrede, protein sentezinin durmasinin
yani sira, aktin iskeletinin bozulmasi, DNaz I gibi niiklezlarin etkinlesmesine sebep
olarak oliim siirecinin baglamasina katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
DT’ nin niikleaz etkisinin de oldugu bildirilmistir (55,56). Calismada DT etkisi altindaki
kas miyofibril cekirdeklerinde olusan kromatin yigilmast bu acgidan Onemlidir. Bu
bulgu, kromatin kiimelenmesinin gosterildigi ve programli hiicre 6liimiiniin saptandigi

iskemik kardiyomiyositlerdeki bulgular ile uyumludur (72).

DT’nin hiicrede birincil olarak ADP-ribozilledigi hedef protein olan eEF-2’nin
bulundugu yerler, HUVEC hiicrelerinde ve kas dokusunda FITC ile etiketlenen anti-
eEF-2 ile goriintiilendi. DT-FITC konjiigatinin hazirlandig1 bicimde poliklonal eEF-2
antikoru immiinfloresan uygulama i¢in FITC floroforu ile etiketlendi. Cekirdek
cevresinde aktin iskeletini izleyen eEF-2 dagilimi ile DT nin hiicre ic¢i dagilimindaki
benzerlik, ipliksi aktinin toksin alt yapilarinin hareketine yon verebilecegi izlenimini
uyandirdi. eEF-2’nin kas liflerindeki dagiliminin miyofibrilleri saran sarkoplazmik

retikulum sarnicininin konumu ile uyumlu oldugu goézlendi.

Aktin filamentlerinin DT alt yapilar ile olan etkilesimini molekiiler diizeyde

arastirmak lizere, asagl cekme yontemi kullanildi. DT ile bekletilen HUVEC hiicre
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lizatindan, karmasim proteinleri elde edilerek bu proteinler arasinda aktinin ve difteri

toksini A kesiminin (FA) bulundugu bagisikemdirim yontemi ile gosterildi.

Sonug olarak aktin filamentlerinin, difteri toksini alt yapilar ile etkilestigi
gosterilen calismada, toksine bagli gelisen sitotoksik etki sebebinin, protein sentez

baskilanmasi ile sinirli olmadigina dair 6nemli bulgular elde edildi.

Calisma bundan sonraki siirecte programli hiicre 6liimii ile ilgili etkin alt yapilar
ile difteri toksini ya da toksin alt yapilar1 arasindaki etkilesimin ayrintili incelenmesi

yoniinde olacaktir.
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eEF-2’nin siireye bagh in vivo ADP-ribozillenmesi.

Belirtilen siirelerde, 50 ng/ml DT varliginda hazirlanan HUVEC hiicre lizatlarindaki ADP-ribozillenmeyen eEF-2

miktar1.
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