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Amag: Okaryotik hiicrelerde mikrofilament yapisimn ana
bilegeni olan aktin, sinyal yolaklarint aktin baglayan prote-
inlerle etkileserek diizenler. Daha dnceki ¢calismalarumizda
difteri toksini ve mutant difteri toksini (CRM-197) ile
enfekte olan endotel hiicrelerinde toksinin A fragmenti ile
etkilesen filamentoz aktinin depolimerlestigi saptanmugtir.
Bu ¢alismada endotel hiicrelerinde F-aktin stabilizasyonu
saglanarak difteri toksininin hiicre ici trafiginin belirlen-
mesi amaglanmugtir.

Gere¢c ve Yontem: Hiicre kiiltiiriinde endotel hiicreleri
cogaltldr ve jasplakinolid (0.1 ymol/ml) ile sirast ile 30 ve
60 dakika uygulandi. Diferi toksini (0.75 nmol/ml) uygula-
mast i¢cin jasplakinolid ile inkiibasyon siiresi 15 dakika ile
smrlandirildi. Hiicre i¢i F-aktin stabilizasyonu ve difteri
toksini trafigi immiinofloresan mikroskopisi ile goriintiilen-
di.

Bulgular: Bekletme siiresine bagli olarak stres liflerinin
Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinin hiicre zarin-
da belirginlestigi belirlendi. F-aktin stabilizasyonu sagla-
nan endotel hiicrelerinde difteri toksini trafiginin engellen-
medigi ve A fragmenti’nin periniikleer alana yoneldigi
goriintiilendi.

Sonug¢: Hiicre icinde F-aktin stabilizasyonu ile
G-aktin/F-aktin doniisiimiiniin engellenmesi difteri toksini
trafigini durdurmamaktadir. Bu sonug toksin trafiginde
filamentoz aktinin onemini gosteren ¢alismalart destekle-
mektedir.

Anahtar kelimeler: Difteri toksini, F-aktin, HUVEC

ABSTRACT

F-actin Stabilization by Jasplakinolide in Endothelial
Cells and Diphtheria Toxin Traffic

Objective: Actin, the main component of microfilament
structure in eukaryotic cells, regulates signaling pathways by
interacting with actin binding proteins. Our previous studies
have shown that depolymerization of filamentous actin
(F-actin) occurs following its interaction with fragment A of
the toxin in endothelial cells infected with diphtheria toxin
and mutant diphtheria toxin (CRM-197) . In this study, it was
aimed to determine intracellular trafficking of diphtheria toxin
by stabilization of F-actin in endothelial cells.

Material and Methods: Human umbilical vein endothelial
cellswere cultured and incubated with 0.1 uM jasplakinolide
for 30 and 60 minutes respectively. For diphtheria toxin
(0.75 nM) treatment, the incubation period with
Jjasplakinolide was limited to 15 minutes. Intracellular
stabilization of F-actin and diphtheria toxin traffic were
visualized using immunofluorescence microscopy.

Results: Depending on the duration of the incubation period,
it was determined that the stress fibers were expressed in the
cell membrane of the endothelial cells treated with
Jasplakinolide. It was shown that diphtheria toxin trafficking
was not inhibited in F-actin-stabilized endothelial cells and
fragment A was directed to the perinuclear area.

Conclusion: Inhibition of G-actin / F-actin turnover in steady
state by intracellular F-actin stabilization does not stop
diphtheria toxin trafficking . This result supports studies showing
the importance of filamentous actin in toxin trafficking.

Keywords: Diphtheria toxin, F-actin, HUVEC

GIRiS

Aktin, 0karyotik hiicrelerde, mikrofilament yapi-
sinin temel bilesenini olusturmaktadir ayrica

yapisal ve diizenleyici proteinler ile etkileserek
sinyal yolaklarinda kavsak gorevi goren bir
motor proteindir”. Aktin hiicre icinde hem
monomer hem polimer yapida bulunur.
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Monomerik aktin (G-aktin) molekiilleri sarmal
olarak polimerleserek filamentoz aktini (F-aktin)
olusturur. Konak hiicrenin aktin iskeleti,
patojenlerin istilast ve patojenlerin hiicre ici
hareketi sirasinda yeniden diizenlenir®. Bazi
protein  yapidaki bakteriyel toksinlerin
glikozilleme, adenilleme, Adenozin difosfat
(ADP)-ribozilleme ve deamidleme gibi
translasyon sonrast modifikasyonlar ile aktin
iskeletinin yapisinin bozulmasina neden oldugu
bilinmektedir®.

Bakteriyel peptid olan difteri toksini (DT)
okaryotik elongasyon faktor 2 (eEF2)’yi hedef
alir ve ancak nikotin amid diniikleotid (NAD)’in
varliginda eEF2’yi ADP-ribozilleyerek eEF2’nin
etkinligini geri doniisiimsiiz olarak baskilar. DT,
eEF2’nin  ADP-ribozillenmesi sonucu protein
sentezinin durmasina neden olur®. Bununla
beraber, DT aktin filamentlerinin depolimerlesme-
sine neden olurken bir yandan da niikleaz
etkinligi gosterir®®. Bu toksininin yapisi, hiicre
icine alimmasi ve etkinlik agsamalari ayrintili
olarak sunulmustur®. DT hiicre igine endositik
yolakla taginir ve enzimatik etkinlige sahip olan
kismi fragment A (FA) sitosolik translokasyon
faktorleri araciligi ile sitozole geger® (Sekil 1).
FA ve aktinin etkilesimi deneysel olarak
gosterilmistir®. Yaptigimiz ¢aligmalarla FA'nin
erken endozomlardan salinmasinda, FA’nin
hedefi olan eEF2 ve aktinin birlikte etkili
oldugunu saptadik®. FA-eEF2-aktin etkilesimleri
sonucu eEF2’nin ADP ribozillenmesinin disinda,
hiicrede aktin filamentlerinin depolimerleserek
yikildigini belirledik®?. Ayrica gerek FA-aktin
arasinda gerekse mutant difteri toksini-aktin
arasinda olast etkilesim noktalarini molekiiler
modelleme yontemleri ile belirledik!'®. Bu
bilgiler dogrultusunda endotel hiicrelerinde aktin
filamentlerinin sabitlendigi bir durumun difteri
toksini hareketini nasil etkiledigini arastirmayi
amacladik. Bunun i¢in zar gegirgen 6zelligi olan
ve F-aktin stabilizasyonunu saglayan jasplaki-
nolidi hiicre kiiltiirii ortaminda endotel
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Sekil 1. Difteri toksininin hiicreye giris ve etkinlik asamalari.

Difteri toksini R—domain ile hiicre yiizeyindeki reseptore bagla-
nir (1) ve klatrine bagh endozitoz ile hiicre icine girer (2). Diisiik
pH ile tetiklenen konformasyonel degisim sonucu T-domain,
endozomal zardan toksinin sitozole gecis basamaklarum bagslatir
(3). Katalitik olan toksindeki C—domain, fragment A (FA), endo-
zomlardan sitozole, sitosolik translokasyon faktorleri aracilig ile
gecer. Bu siirecte disiilfid baglart indirgenir ve saperonlar araci-
hig ile peptid yapt yeniden katlanir (4). F-aktinin depolimerles-
me siireci tetiklenirken, FA sitozoldeki NAD+ ile eEF2’yi ADP-
ribozilleyerek protein sentezinin durmasina neden olur (5,6).
Cekirdege ulasan FA niikleaz etkinligi gosterir (7).

hiicrelerine uyguladik. Bu kosullar altinda difteri
toksini verilen hiicrelerde toksinin hiicre ici
hareketini immunfloresan mikroskopi yontemi
ile inceledik.

GEREC ve YONTEM

Kimyasallar: Hiicre kiiltiir malzemeleri Nunc
ve Falcon firmalarindan saglandi. Calismalarda
jasplakinolid (AdipoGen), DT (Calbiochem),
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birinci antikor olarak anti-FA (7F2) (Santa Cruz),
ikinci antikor olarak anti-fare IgG-Tetrametilro-
damin izotiyosiyanat (TRITC) (Santa Cruz),
falloidin-Fluoresein izotiyosiyanat (FITC)
(Sigma) ve preparatlarda koruyucu olarak
ProLong Gold anti-fade (Invitrogen) kullanildi.

Hiicre Kkiiltiirii ve uygulamalar: Calismada
hiicre soyu olarak insan gobek kordonu damar
endotel hiicreleri (HUVEC) kullanildi. Hiicreler
standart kiiltiir kosullarinda, %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve antibiyotik (100 ug/ml
streptomisin ve 100 U/ml penisilin) igeren
Dulbecco modifiye Eagle medium (DMEM) F-12
icinde 37°C’de ve %5 CO,’li kiiltiir ortaminda
cogaltildi. Hiicrelerin canlilik belirlemesi tripan
mavisi ayirma yontemi ile yapildi. Hiicreler,
floresans mikroskopta incelenmek {iizere icinde
yuvarlak lamel bulunan 6 kuyulu hiicre plaklarina
(1x10° hiicre/ml) ekildi ve hiicrelerin yapigsmasi
i¢in gece boyu beklendi. ilk asamada hiicrelerde
F-aktin stabilizasyonunu saglamak iizere kuyulara
jasplakinolid (0.1 gmol/ml) ilave edilerek 30 ve
60 dakika boyunca inkiibe edildi’®. Ikinci
asamada jasplakinolidin medium i¢inde toplamda
bulunma siiresi 30 dakika olacak gekilde
diizenlendi. Bunun i¢in 0.1 zmol/ml jasplakinolid
ile 15 dakika inkiibe edilen hiicreler difteri toksini
(0.75 nmol/ml) ile enfekte edildi ve 30 dakika
tamamlandiginda medium uzaklastirildi. Hiicreler
fosfatla tamponlanmig tuz cozeltisi (PBS) ile
yikandi ve immiinfloresan incelemeye ge¢ildi'?.

Immiinfloresan inceleme: HUVEC lerde aktin
iskeleti F-aktine baglanan falloidin-FITC
(1:1000) ile isaretlendi. DT uygulanan hiicrelere
FA’nin hiicre ici lokalizasyonu, anti-FA
monoklonal antikor 7F2 (1:1000) ve anti-fare
IgG-TRITC ikinci antikoru kullanilarak goriin-
tillendi. Immiinfloresan inceleme igin &ncelikle
yuvarlak lameller iizerine yayilmis hiicreler PBS
ile yikandi ve %0.01 Triton X-100 /PBS
cozeltisinde 10 dk. bekletildi. Belirleme icin %2
paraformaldehit/PBS ortaminda 1 saat 4°C’de
inkiibe edildikten sonra %1 PBS-BSA ile seyrel-
tilen birinci antikor ile 2 saat boyunca inkiibe
edildi. Floresan isaretli ikinci antikorlar %1
PBS-BSA ile 1:2000 oraninda seyreltildi ve 1
saatboyunca uygulandi. Floresan isaretli boyanin
erken solmasini Onlemek ve cekirdeklerin
isaretlenmesini saglamak amaci ile DAPI iceren
ProLong Gold anti-fade kapatma s1vist kullanildi.
Preparatlar floresan mikroskopta (Olympus
BX51) immersiyon objektifi ile x100 biiyiitmede
tekli ve ticlii filtreler ile incelendi. Goriintiiler
Olympus DP-72 kamera sistemi ve DP2-TWAIN
yazilim programu ile fotograflandi.

BULGULAR

Endotel hiicrelerinde F-aktin stabilizasyonu
gerec ve yontemde belirtildigi gibi jasplakinolid
ile olusturuldu (Sekil 2A). Jasplakinolid (0.1
pumol/ml) uygulanan HUVEC’lerde inkiibasyon
siiresine bagli olarak filamentdz aktinin

A B
Jasplakinolid (0.1 pM) Jasplakinolid (0.1 pM)
. + DT (0.75 nM)
° | °
I
0 15 30 45 60 dak. 0 15 30 dak.

Sekil 2. Hiicre kiiltiirii ortaminda kimyasallarin uygulanma siireleri.
Kuyulara jasplakinolid (0.1 pmol/ml ) ilave edilerek 30 ve 60 dakika bekletildi (A). Jasplakinolid ile inkiibasyon siiresinin 30 dakika oldugu

calismamn 15. dakikasinda hiicrelere DT (0.75 nmol/ml) uyguland: (B). Inkiibasyon siirelerinin ardindan medium uzaklastirids, hiicreler
PBS ile yikandi ve immiinfloresan isaretleme yapildi.
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Sekil 3. Endotel hiicrelerine jasplakinolid uygulamasi.

(A) Immiinfloresan goriintiileme icin klasik hiicre kiiltiirii ortaminda cogaltilan HUVEC’ler yuvarlak lameller iizerine aktaridi. Kont-
rol olarak kullanilan (A) ve 30 dakika (B) ile 1 saat (C) jasplakinolid (0.1 pmol/ml) ile inkiibe edilen HUVEC’lerde aktin iskeleti (yesil)
falloidin-FITC ile isaretlendi. Filamentoz aktinin olusturdugu stres liflerinin jasplakinolid uygulanan hiicrelerde (B, C) belirginlestigi
goriilmektedir (Biiyiitme x100).

F-aktin F-aktin/FA/

Sekil 4. Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinde FA hareketi.

HUVEC’ler yontemde belirtildigi gibi jasplakinolid (0.1 umol/ml) ve DT (0.75 nmol/ml) ile inkiibe edildikten sonra hiicrelerde aktin iske-
leti (yesil) falloidin-FITC ile isaretlendi. FA monoklonal antikor 7F2 ve ikinci antikor olarak IgG-TRITC (kirnuz) ile isaretlendi. Hiicre
cekirdekleri (mavi) DAPI ile isaretlendi. Jasplakinolid ile aktin filamentleri sabitlenen hiicrelerde FA’min periniikleer alana yerlegtigi
goriilmektedir (Biiyiitme x100).
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olusturdugu stres liflerinin hiicre zarinda
belirginlestigi belirlendi (Sekil 3). Bu bulguya
dayanarak difteri toksini uygulanmadan ©Once
hiicrelerin jasplakinolid ile bekletilme stiresi 15
dakika ile sinirlandirildi. Aktin filamentlerinin
stabilizasyonunun ardindan toksinin endositik
stirecteki hareketini gozlemek amaci ile hiicreler
difteri toksini ile 15 dakika inkiibe edildi. (Sekil
2B). Bu kosullar altinda aktin filamentleri, FA
ve cekirdek immunfloresan isaretleme ile
goriintiilendi. Jasplanikolid uygulamasi ile aktin
filamentlerindeki dinamigin durduruldugu halde
endotel hiicrelerinde difteri toksininin periniikleer
bolgede kiimelendigi gosterildi (Sekil 4). Bu
bulgu, toksin hareketinin jasplakinolid etkisi ile
engellenmedigini gostermektedir.

TARTISMA

Aktiniskeleti, hiicre go¢ii, morfogenez, sitokinez,
endositoz ve fagositoz gibi cesitli hiicresel
siireclerde temel bir role sahiptir. Bunun sonucu
olarak aktin iskeletinin yapisinin ve dinamik-
lerinin hassas olarak diizenlenmesi, Okaryotik
organizmalardaki bir¢ok gelisimsel ve fizyolojik
siirecler icin gereklidir. Hiicrelerin kendi ara-
larindaki ve cevreleriyle arasindaki biyokimyasal
ve mekanik etkilesimler aktin iskeletine bagh
olusan stres fiberlerinin miktarini, yapisint ve
organizasyonunu degistirir¥,

Jasplakinolid uygulanan endotel hiicrelerinde
filamentdz aktinin olusturdugu stres liflerinin
inkiibasyon siiresine bagl olarak hiicre zarinda
uzantilar olusturdugunu goriintiiledik. Halkasal
peptid olan jasplakinolidin yiiksek ilginlikle (Kd
= 15 nM) aktin filamentine 1:1 stokiometri ile
baglandigi bilinmektedir'?. Zamana ve kon-
santrasyona bagli olarak jasplakinolid uygulama-
sinin  endotel hiicrelerine zarar verdigi
belirlenmistir>. Bu bilgiler dogrultusunda
DT’nin hareketini gozlemlemek iizere F-aktin
stabilizasyonu icin jasplakinolid uygulama
konsantrasyonu 100 nmol/ml secildi ve siire 15

dakika ile simirlandirildi.

Jasplakinolid ile F-aktinin sabitlendigi bu
kosullar altinda DT hareketinin endotel
hiicrelerinde engellenmedigini belirledik. DT nin
hiicre ici trafigi, kalimliligt ve F-aktinin FA
hareketine etkisini sorguladigimiz 6nceki
calismalarimizla toksinin cekirdek ¢evresine
ulagsmasinda FA-eEF2-aktin etkilesiminin gerekli
oldugu belirlenmistir®!?. Sitokalasin D ile
F-aktinin uzamasinin engellendigi kosularda ise
difteri toksinininendozomdan sitozole gegmedigi
belirlenmigtir®. Mutant difteri toksini, CRM197
ile aktin arasinda en yiiksek olasilikla etkilege-
bilecek amino asitlerden sisteinlerin toksin
translokasyonunu saglayan T-domaini iizerinde
yer aldig1 belirtilmigtir!?.

Tarafimizca sitokalasin D ile yapilan ¢alismalarda,
DT’nin katalitik domeyni olan FA’nin erken
endozomlarda tutuldugu ve periniikleer alana
kadar ilerleyemedigi gozlemlenmistir®. Bu
calismada, aktin iskeletiyle etkilesen jasplaki-
nolidin varliginda FA’nin hareketinin devam
ettigi, aktin filamenti stabilizasyonu ile FA’nin
taginmasina engel olunamadigi gosterilmektedir.
Bu da DT’nin reseptér aracili endositoz ile
tasinmasma ragmen, jasplakinolid varliginda
kalatrin bagimsiz endositoz ile olabilecegini
diistindiirmektedir. Hiicre i¢inde G-aktin/F-aktin
doniislimiiniin durmasinin difteri toksini hareke-
tini engellememesi filamentdz aktinin endositik
siirecteki 6nemini destekler niteliktedir.

Jasplakinolid uygulamasinin transferrinin resep-
tor aracili endositozu arttirmadigi ve bu nedenle
muhtemelen kalatrin bagimsiz endositozu
arttirdigr belirtilmistir. Sitokalasin D ve jaspla-
kinolid arasindaki farkliliklarin nedeni,
hiicrelerin apikal ve bazolateral kutuplariyla
iligkili aktin birikimlerinin (havuzlarinin)
farkliliklar1 ve/veya bu ajanlarin bu farkli aktin
havuzlar1 iizerindeki diferansiyel aktivitesini
yansitabilecegi diisiiniilmektedir®.
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DT’nin G-aktin molekiiliine baglandig1, toksinin
endositik siirecte erken endozomlardan salinimi-
na pozitif katki sagladigi bilinmektedir®®. Ayrica
DT’nin eEF2’yi ADP-ribozilleyerek inhibe ettigi
oysa toksinin mutant formu, CRM197 nin
protein sentezini durdurmazken aktin filamentleri
ile etkilestigi bilinmektedir"®. Sonug olarak, bu
calisma, konak hiicre iskeleti ve DT etkilesimi
baglaminda molekiiler mekanizmalara katkida
bulunmanin diginda farmakolojik acidan da
degerlendirilebilir. Kansere kars1 gelistirilmeye
calisilan droglar arasinda DT’yi temel alan kim-
yasal bilesenlerin yada CRM197’nin kullanildig1
drog-tasiyict molekiillerin hiicre i¢indeki endo-
sitik siirecinin yani sira hiicre iskeleti ile olan
iligkilerinin takip edilmesi agisindan onemlidir.

Tesekkiir: Bu c¢alisma Istanbul Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Biri-
mi tarafindan desteklenmistir. Proje numaralart:
21270, 42511, 24824.
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