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OZET

PANTON VALENTINE LOKOSIDIN (PVL) TOKSINININ REKOMBINANT
URETIMIi VE PROSTAT KANSERI HUCRE HATTI UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI

Yigit R. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler
Biyoteknoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amac¢: Bu calismanin amaci sitotoksik etkisi olan Panton-Valentine l6kosidini (PVL)

rekombinant olarak {iretmek ve prostat kanser hiicre hatt1 tizerinde etkisini incelemektir.

Gere¢ ve Yontem: Rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak NCBI (CP084892) tiim
genom sekans dizisine gore PVL, LukS-PV ve LukF-PV gen boélgelerini igeren primerler
tasarlandi1 ve gogaltilan genler pET30a(+) ekpresyon vektoriine klonlandi. Sekans analizi ile
dogrulanan klonlar rekombinant protein eldesi i¢in kullanildi. Sentezlenen proteinler
saflagtirilarak makrofaj tizerindeki etkisi arastirildi. Daha sonra normal prostat hiicre hatti
(RWP-1) ve prostat adenokarsinom hiicre hatt1 (PC3) tizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 testi
ile 6l¢lim yapilarak sonuglar degerlendirildi.

Bulgular: Rekombinant LukS-PV ve LukF-PV tek baslarina ve birlikte elde edildi. Daha
sonra elde edilen proteinlerin makrofaj tizerinde etkisine bakildiginda rPVL ve LUkS-PV’nin
etkili oldugu ancak LukF-PV’nin etkisi olmadigi goriildii. Ayni sekilde prostat normal hiicre
hattina (RWP-1) ve adenokarsinom hiicre hattina (PC3) uygulandiginda, elde edilen

rekombinant {irinlerin iki hiicre hattina da etkisinin olmadig1 goriildii.

Sonu¢: Panton Valentine Lokosidin’nin makrofaj hiicre hattina sitotoksik etkisi varken
prostat normal hiicre hatti (RWP-1) ve adenokarsinom hiicre hatti (PC3) tizerinde etkisi

saptanamamastir.

Anahtar kelimeler: Hiicre Hatti, Prostat Kanseri, Panton-Valentine Lokosidini, Rekombinant

10



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF RECOMBINANT PANTON VALENTINE
LOKOSIDIN (PVL) TOXIN ON PROSTATE CANCER CELL LINE

Yigit R. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Molecular
Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: The aim of this study is to generate the cytotoxic Panton-Valentine 16kosidine

(PVL) using recombinant technology and to examine its effect on the prostate cancer cell line.

Materials and Methods: Primers to amplify LukS-PV and LukF-PV genes separately and
together were designed according to genebank (NCBI CP084892), Amplified fragments were
cloned into the pET30a(+) expression vector. Cloned fragments were confirmed by sequence
analysis and used to obtain recombinant proteins. The synthesized proteins were purified
partially and their effects on macrophages were investigated. Then, the cytotoxic effect of
LukS and LukF seperatelly and together were tested on the normal prostate cell line (RWP-1)
and prostate adenocarcinoma cell line (PC3). Cytotoxic effects were measured with the WST-

1 test and the results were evaluated.

Results: Recombinant LukS-PV and LukF-PV and in combination were obtained. Then, their
effects on macrophages were examined, it was seen that rPVL and LukS-PV had cytotoxic
effect on macrophage, but LukF-PV had no effect. When applied to prostate normal cell line
(RWP-1) and adenocarcinoma cell line (PC3), the recombinant products obtained did not have

any cytotoxic effect on either cell line.

Conclusion: Although Panton Valentine Lokosidin had sitotoxic effect on macrophage cell
line, no sitotoxic effect was observed on prostate normal cell line (RWP-1) and

adenocarcinoma cell line (PC3).

Keywords: Cell Line, Panton-Valentine Lokosidin, Prostate Cancer, Recombinant.
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1. GIRIS

Rekombinant DNA teknolojisi farkli hiicrelere ait genlerin sentezlenmesi icin baska
hiicreye aktarilmasidir (Berk, 2000). Rekombinant DNA’nin aktarildigi hiicre igindeki
replikasyonunu belirten ilk yayin 1972 yilinda yapilmistir (Jankson, 1972). Son yillarda,
molekiiler biyolojinin de gelismesiyle, rekombinant DNA teknolojisi daha da Onem
kazanmaya baslamigtir. Gen terapisi ve genetik modifikasyonlarda dahil olmak {izere ciddi
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bazi arastirma sonuglari bakterilerin
kanser tedavisinde kullanimlarinin umut verici yeni bir strateji oldugunu gostermistir.
Bakteriyel toksinler, hiicre dongiisiinii, apoptozu ve farklilasmay1 kontrol eden hiicresel
stirecleri degistirebilirler (Patyar, 2010).

Kanser erkeklerde kadinlara oranla %25 daha fazla goriilmektedir (Ceyhan, 2018).
Prostat kanseri, kanser kaynakli 6liimlerde akciger kanserinden sonra gelen ve erkeklerde en
stk goriilen ikinci malign timor tipidir (Williamson, 2013). Hastalik ancak ileri evrelerde
belirti gosterir. Metastaz olustuktan sonra prostat kanserinin tedavisi i¢in kullanilabilecek
ilaclar yetersizdir.

Panton Valentine Lokosidin, bir 16kotoksindir ve polimorfoniikleer 16kositlerde (PMN),
por olusumu yapar (Bu, 2013). PVL iki farkli proteinden olusur; biri LukS, digeri ise LukF
dir. Bu bilesenler oktamerler halinde polimorfoniikleer hiicrelerde por olusturur (Liu, 2018).
Insan PMN'lerinde énemli bir sitotoksik role sahip olan PVL nin diisiik konsantrasyonlarda
apoptoza ve yiiksek konsantrasyonlarda nekroza yol agtigi bulunmustur (Genestier, 2005).
Ayrica PVL’nin, insan makrofajlarinda apoptozu indiikledigi bilinmektedir (Wu, 2010).

Bu calismanin amaci sitotoksik etkisi olan Panton-Valentine 1dkosidini klonlamak,

rekombinant olarak iiretmek ve prostat kanser hiicre hatt1 {izerinde etkisini arastirmaktir.
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2. GENEL BILGILER

2. 1. Rekombinat DNA Teknolojisi

DNA’nin kesifinden sonra rekombinant DNA teknlojisinin ortaya ¢ikist molekiiler
biyoloji alaninda devrim yaratmistir. Rekombinant DNA teknolojisi, canli organizmalarda
istenen Ozellikleri ve iirlinleri elde etmek igin genetik materyalin degistirilmesini igeren bir
teknolojidir (Khan ve digerleri, 2016). Istenilen 6zellikleri organizmaya kazandirma istegi
1960’larda restiriksyon enzimlerinin kesfi, bu fikri yavas yavas ger¢ege doniismiistiir (R. K.
Bose, 2022). Ilk rekombinant DNA (rDNA) molekiilleri 1973 yilinda Stanford Universitesi ve
California San Francisco Universitesinden Paul Berg, Herbert Boyer, Annie Chang ve
Stanley Cohen tarafindan tiretilmis (Khan ve digerleri, 2016) ve giinlimiize kadar gelmistir.
Gilinlimiizde bu teknoloji asagidaki bir dizi asamalart igerir:

* Genetik materyalin izolasyonu

* Vektor DNA ve ilgili genin restriksiyon enzimi ile kesilmesi

* Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile genin amplifikasyonu

* Ligaz enzimi kullanilarak yabanci gen pargasinin vektor ile birlestirilmesi

Yukarida verilen asamalar sonucunda rekombinant vektor elde edilir daha sonra
rekombinant vektor konak hiicreye transformasyon ad1 verilen bir siirecle sokulur (Higgins ve

Cozzarelli, 1979)
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Sekil 1. Rekombinant DNA Asamalari (ljaz ve Hag, 2019).

2. 2. Staphylococcus aureus

S. aureus ilk tarif edilen patojenlerden biridir ve insanlarda enfeksiyonlarin en yaygin
nedenleri arasindadir. Bircok antibiyotik sinifina karsi direnci olmasi tedaviyi zorlastirir.
Ogzellikle hafif cilt enfeksiyonlarindan, yasami tehdit eden hastaliga kadar degisen
semptomlarla hastane ve toplum kaynakli enfeksiyonlarin ana nedenlerinden biri olarak kabul
edilir (Nejabat ve digerleri, 2009; Kwiecinski ve digerleri, 2014). Ayrica ciddi septik sok
sendromuna neden olabilir. Klinik olarak olduk¢a dnemlidir ¢iinkii biyomateryallere (6rnegin
ortopedik eklem protezleri, yapay kalp kapakciklari, damar i¢i cihazlar) yapismasi ve biyofilm
olusturmast ve tedavisi zor enfeksiyonlara neden olmasiyla da ilgilidir (Figueiredo ve

digerleri, 2017; Oliveira ve digerleri 2018).
2. 2. 1. Tarihgesi

Louis Pasteur'un 1860 yilinda yara enfeksiyonlar1 iizerine yaptigi deneylerden
etkilenen Joseph Lister, ameliyat sonrasi infeksiyonlari 6nlemek i¢in denemeler yapmustir.

Daha sonra Alexander Ogston 1880'de, diz eklemindeki cerrahi dokuda olusan apseden iiziim

benzeri bakteri kiimelerini gézlemlemistir ve bunlar1 Staphylococcus olarak adlandirmistir.
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Alman hekim Friedrich Julius Rosenbach 1884 yilinda organizmalar1 saf kiiltiirde
yetistirmis ve onlar1 altin renkli (S. aureus) beyaz renkli (Staphylococcus albus) olarak
renklerine gore aymrmustir (Licitra, 2013). Daha sonra Alexender Fleming, 1928'de
Staphylococcus aureus bulunan kiiltiiriin kontamine oldugunu goérmiis ve bu kiiltiirden
Penicillium notatum'da penisilini kesfetmistir (Fleming, 1929). 1939'da Howard Walter
Florey ve Ernst Boris Chain (Abraham ve Chain, 1940) basarili bir sekilde pensilini elde
etmislerdir. Pensilinin ilk klinik kullanimindan bir y1l 6nce 1940'ta penisiline direngli S.
aureus raporu yayinlanmistir (Abraham ve Chain, 1940). 1959'da Ingiliz ilag sirketi penisiline
direngli S. aureus'un neden oldugu enfeksiyonlar1 engellemek i¢in yar1 sentetik olan pensilin
olan metisilini gelistirmislerdir. Metisilin gelistirilmesinden 2 yil sonra metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) suslari saptanmustir. (Jevons, 1961; Parker ve digerleri,
1964). 1970'lerin sonlarina dogru MRSA suslarinin ¢oklu ilag¢ direnci (MDR) fark edilmistir
(Brumfitt ve digerleri, 1989; Casewell ve digerleri, 1986). Vankomisine direncli S. aureus'un
(VRSA) ilk klinik izolat1 2002'de, Linezolide direngli ilk stafilokok vakasi ise 2001'de ortaya
cikmugtir (Tsiodras ve digerleri, 2001). Linezolide direngli S. aureus suslari izole edilmistir
(Ross ve digerleri, 2011). Antibiyotik kesfedilmeden 6nce S. aureus enfeksiyonundan dlen
insanlarin oran1 yilizde 82'ye kadar ¢ikmustir (Kahrstrom, 2013). Penisilinin enfeksiyon
tedavisinde kullanilmaya baslanasiyla bu oran oldukca azalsa da giinimiizde S. aureus
izolatlarmin >%80 penisiline direngli hale gelmistir. Coklu antibiyotik direngli suslarin
yayginlagsmasiyla S. aureus enfeksiyonlar1 diinya ¢apinda yeniden 6nemli bir saglik sorunu

haline gelmistir.
2. 2. 2. Taksonomi
S. aureus, bacteria alemine ait, Staphylococcus cinsinde yer alan bir bakteri tiiriidiir.

Staphylococcaceae ailesi ne ait en fazla niifusa sahip olan Staphylococcus cinsi 55 tiir ve 23

alt tiir icermektedir.
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Tabl® 1. S. aureus’ un taksonomik siniflandirilmasi (Rosenberg, 2014; Madhaiyan, 2020).

Domain: Bacteria

Sube: Firmicutes

Sinif: Bacilli

Takim: Bacillales
Familya: Staphylococcaceae
Cins: Staphylococcus
Tiir: S. aureus

2. 2. 3. Morfolojisi

. P %
f a;

, Ao g
57 ¥

i

Sekil 2. S. aureus’un mikroskop goriintiisii (Taylor ve Unakal, 2021).

Staphylococcus aureus, iiziim salkimi seklinde kiimeler olusturan 1 pm c¢apinda
kiiresel Gram pozitif bakterilerdir. Sirkiiler bir kromozom sahip olan S. aureus’un genomlari
yaklasik olarak 2,8 Mbp’dir.(Lowy, 1998). Spor olusturmazlar ve koloniler genellikle altin
veya sar1 renktedir. Bu organizmalar 18°C ile 40°C arasindaki sicakliklarda aerobik veya
anaerobik olarak (fakiiltatif) bliyliyebilir. Halofilik olmamalarina ragmen %7,5 tuz igceren
ortamda bile karsi direng gosterebilirken %10’luk ortamda hala {ireme faaliyeti

gosterebilmektedirler. S. aureus hemoliz yapma 6zelligine sahiptir.
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Biyokimyasal tanimlama testleri arasinda katalaz pozitif (tim patojenik
Staphylococcus tiirleri), koagiilaz pozitif (Staphylococcus aureus'u diger Staphylococcus
tirlerinden ayirt etmek i¢in), novobiocine duyarli (Staphylococcus saprophyticus'tan ayirt
etmek) ve mannitol fermantasyonu pozitiftir (Staphylococcus epidermidis'ten ayirt etmek igin)
(Rasigade ve Vandenesch, 2014). Asetoin ve D-Mannitolden, D-Mannozdan, D-Trehalozdan
gibi yapilardan asit olusturma pozitiftir. S. aureus' un ayirt edici 6zelliginden biri de biyofilm
olusturmasidir. Bu bakteriler nem, 1s1 ve pH gibi degisken ¢evre kosullarinda hayatta
kalabilmek igin biyofilm olustururlar. Cok fazla yiizeyde S. aureus’un biyofilmlerini gormek
miimkiindiir (Costerton, 1995). S. aureus bakterisine biyofilm 2 avantaj saglar. Bunlardan
birincisi; hayatta kalma oranimi arttirmak, ikincisi; S. aureus’ un konak savunmasindan

ka¢masina yardimei olur (Otto, 2013).

2. 2. 4. Hiicre Duvar Yapisi

Surface proteins Secreted protein
(exponential-growth phase) (stationary phase)

Coagulase Enterotoxin B
o _TssT

\ o’ a-Toxin

Protein A

Elastin-binding N )
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Peptidoglycan ~ Capsule
1 1
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Penicillin-
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Ligand-binding
anchoring domain domain

Sekil 3. S. aureus’ un hiicre duvar yapisi (Lowy, 1998).

S. aureus, kalin bir hiicre duvarina sahiptir. Hiicre duvar1 peptidoglikan yapidadir ve
lipoteikoik asit baglantisi ile fosfolipid hiicre membranina tutunurlar (Shockman ve Barren,
1983). Peptidoglikan hiicre duvarinin ana bilesigidir ve peptidoglikan monomeri 1,4-8
baglantiya sahip N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit olmak tizere iki seker
birlesenden ve N-asetilmuramik aside bagl tetrapeptid zincirden olusur. iki monomerin

peptid boliimleri arasinda S. aureus'a 6zgii bir pentaglisin kdprisii bulunur.
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Peptidoglikana kovalent olarak bagli olan Ribitol teikoik asitler, hiicre duvarinin ana
bilesenleridir. Lipoteikoik asit, sitoplazmik membrana sabitlenmis bir glikolipid terminaline
bagli bir gliserol fosfat polimeridir. Birlikte, bu iki hiicre duvari bileseni agirligin % 90'1n1
olusturur, geri kalan %10'unu ylizey proteinleri, ekzoproteinler ve otolizinlerden olusur
(Harris ve digerleri, 2002). Teikoik asitler stafilokok hiicre yiizeyine negatif yiikk verir ve

metal iyonlarinin elde edilmesinde ve lokalizasyonunda rol oynar (Knox ve Wicken, 1973).

2. 2. 5. Virulans Faktorleri

S. aureus, ¢esitli direng mekanizmalarina ve viriilans faktorlerine sahiptir ve konak
hiicrenin dogal savunmasindan kag¢inmasini saglar. Bu mikroorganizma tarafindan iiretilen
coklu viriilans faktorleri arasinda toksinleri, enzimleri ve hiicre yiizeyi ile iliskili antijenleri

numaralandirmak miimkiindiir (Oliveira ve arkadaglari, 2018).

2. 2. 6. Staphylococcus aureus Toksinleri

S. aureus toksinleri ii¢ ana gruba ayrilabilir: Ana S. aureus toksinleri, siiperantijenler
(SAg'ler), eksfolyatif toksinler (ET'ler) ve por olusturan toksinler (PFT'ler) olmak fizere ii¢
ana gruba ayrilabilir. Por olusturan toksinler ayrica dort tipe ayrilabilir: Hemolysin-a (Hla
veya o-toksin), Hemolysin-f, 16kotoksinler ve fenolde ¢oziinen modiilinler (PSM'ler) dir
(Grumann ve digerleri, 2014). Bu toksinler, ¢ok farkli mekanizmaya sahiptir ve bu
mekanizmanin anlasilmasi, stafilokok enfeksiyonlariin daha iyi kontrol edilmesini
saglayacaktir. S. aureus toksinleri toksik sok sendromu (TSS), stafilokok haslanmis cilt
sendromu (SSSS), nekrotizan pndmoni veya cilt enfeksiyonlar: (Dinges ve digerleri, 2000;
Holtfreter ve Broker, 2005; Jarraud ve digerleri, 1999, 2002; Ladhani, 2003) gibi bazi
hastaliklarla ilgilidir. Toksinler, hiicreler aras1 baglantilar1 bozarak veya bagisiklik tepkilerini

modiile ederek konagin hiicre zarlarina zarar verebilir (Grumann ve digerleri, 2014).
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2.2.6. 1. Siiperantijenler (SAg)

Ik baslarda siiperantijenler (SAg'ler), kusma ve ishal gibi S. aureus’un gida
zehirlenmesine 6zgii semptomlara neden olduklart igin stafilokokal enterotoksinler (SE'ler)
olarak adlandirilmistir (Grumann ve digerleri, 2014). Ancak, bu gruba ait en son tanimlanmig
toksinlerin bazilar1 bu 6zellikleri gostermediginden, 2004 yilinda SAg diye adlandirilmistir.
23'ten fazla stafilokok SAg toksini vardir (Grumann ve digerleri, 2014, 2011; Lina ve
digerleri, 2004; Ono ve digerleri, 2008; Proft ve Fraser, 2003; Wilson ve digerleri 2011).
SAg'lerin etki mekanizmasi ilk olarak 1988'de Bernhard Fleischer ve Hubert Schrezenmeier
tarafindan tanimlanmistir. Salinan SAg'ler hareket eder ve T hiicresinin proinflamatuar sitokin
(IL-2, IFN-y ve TNF) iiretmesi igin tetikler. Boylece semptomlarin (6rn: yiiksek ates,
dokiintii, deskuamasyon) ortaya ¢ikmasina neden olur bu semptomlar sonucunda kusma,
ishal, hipotansiyon ve siklikla ¢oklu organ yetmezligi ile sonuglanabilir (Bergdoll ve digerleri,
1981; McCormick ve digerleri, 2001). Boylece yiiksek miktarda sitokin tiretiminden sonra, T
hiicrelerinin ¢ogalamadigi, IL-2 salgilayamadigi veya hiicre 6liimiine T hiicrelerinin yanit
vermez (Rellahan, 1990; Alderson, 1995). Bu, SAg'lerin giiglii immiinojenler oldugunu,

antikor tepkisini ortaya ¢ikardigini ve notralize ettigini gosterir.

2. 2. 6. 2. Eksfolyatif Toksinler (ET'ler)

T-cell
receptor

MHC class IT
molecule

Sekil 4 Siiperantijenlerin mekanizmasi (Oliveira ve digerleri, 2018).
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Von Rittershain 1878'de, yenidoganlarin epidermal {izerinde olusan pul pul
dokiilmenin klinik 6zelliklerini tanimladi. Lyell 1967'de S. aureus ile pul pul dokiilme
arasindaki iligski (Lyell, 1967) kesfedilmistir. 1972 yilinda Melish ve arkadaslari, daha 6nce
Lyell tarafindan Onerilen varsayimsal bir toksinin varligin1 kesfetti ve bu toksinlerin (deney
modelleri olarak kullanilan) yeni dogan farelerde patojenik roliinii gosterdi (Melish ve
digerleri, 1972). Epidermolitik toksinler olarak da bilinen eksfolyatif toksinler (ET'ler), S.
aureus tarafindan salgilanan son derece spesifik serin proteazlardir. Bu proteazlar, derinin
yiizeysel katmanlarindaki desmoglein-1’i tanirlar ve hiicreler arasi bag olusturan bu proteini
pargalarlar (Mariutti ve digerleri, 2017; Bukowski ve digerleri, 2010). Deride soyulma ve
kabarcik olusumuna neden olabilen ekzotoksinlerdir (Nishifuji ve digerleri, 2008; Amagai ve
digerleri, 2002; Melish ve Glasgow, 1971). Simdiye kadar bilinen, eksfolyatif toksin
A/B/C/D'dir (ETA, ETB, ETC, ETD). ETA ve ETB, insan derisi hasarinda, ETC ise yalnizca
bir at enfeksiyonundan izole edilmis ve insan hastaligi ile higbir iliski bulunamamstir (Lee ve
digerleri, 1987). ETD sadece 2002 yilinda S. aureus'un klinik bir 6rneginde tanimlanmustir. S.
aureus suslariin yaklasik %5'1 tarafindan {iretilir, ETA en yaygin olarak Avrupa, Afrika ve
Amerika'da ve ETB Japonya'da daha yaygindir (Ladhani, 2001). Baz1 S. aureus suslarinda
ET'lerin iiretimi, epidermal enfeksiyonlar ve SSSS gibi genellestirilmis hastaliklar ile
iligkilidir (Mariutti ve digerleri, 2017). SSSS, ciltte pul pul dokiilme ile karakterize bir
sendromdur, bu sendrom esas olarak bebekler ve ¢ocuklarda goriilmektedir (Ladhani, 2003;
Bukowski ve digerleri, 2010). Ancak bu sendrom yetigkinlerde, 6zellikle bagisiklik sistemi

baskilanmis olanlarda %59'luk bir 6liim oranina sahiptir (Popov ve digerleri, 2014).

2. 2. 6. 3. Por Olusturan Toksinler

Hemolizin-a (Hla veya a-Toksin)

Hla, klinik S. aureus suslarmin %95'i tarafindan salgilanan 33 kDa polipeptittir
(Honeyman ve digerleri, 2006; Grumann ve digerleri, 2014). Hla, suda ¢6ziinen bir monomer
olarak salgilanan bir beta-barrel olusturan toksindir. Hla hedef hiicresine baglandiginda, por
olusturmadan once oligomer yapi olusturur ve beta barrel yapisi lipit ¢ift tabakasinda

transmembran kanali olusturmak i¢in hiicre zarina saldirir ( Seilie ve Wardenburg, 2017).
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Bu toksin, kiiciik beta-barrellik por olusturan sitotoksin (PT'ler) sinifinin ilk 6rnegidir
(Bhakdi ve digerleri, 1991; Van der Goot, 2001; Prévost ve digerleri, 2006; Parker ve Feil,
2005). Son ¢alismalar hiicre ¢ogalmasi, inflamatuar yanitlar, sitokin salgilanmasi ve hiicre-
hiicre etkilesimlerini i¢eren hiicre sinyal yollarinin degistirilmesinin 6nemini gostermistir
(Song ve digerleri, 1996; Gouaux ve digerleri, 1994). Bu toksin epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, T hiicreleri, monositler ve makrofajlar dahil olmak iizere ¢ok gesitli insan hiicre
tiplerini etkilemektedir (Bhakdi ve Tranum, 1991; Powers ve digerleri, 2012; Hildebrand ve
digerleri, 1991; Berube ve Wardenburg, 2013; Wardenburg ve digerleri, 2007; Nygaard ve
degerleri, 2012; Manohar ve digerleri, 1967; Bhakdi ve digerleri, 1988).

AI)AM‘;O?:‘ 2) ‘ COLTXLe ﬁ
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Sekil 5. Hemolysin-o (Hla) etki mekanizmasi (Oliveira ve digerleri, 2018).

Hla monomer olarak salgilanir (Gorwitz ve digerleri, 2008). Hla, a toksini igin
hiicresel reseptor olan transmembran proteini ADAMI10'a baglanir (Mainous, 2006). Daha
sonra toksin plazma zarinda bir hepater haline gelir ve bir 6n por olusur (Tong ve digerleri,
2015) ve sonunda transmembran kanalinin olusumu gergeklesir (Howden ve digerleri, 2010;

Oliveira ve digerleri, 2018).
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Hemolizin-p (Sfingomyelinaz C)

Hemolizin-p ilk olarak 1935 yilinda Glenny ve Stevens tarafindan tanimlanmis ve gen
hlb dizisi 1989 yilinda Projan ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir (Glenny ve Stevens,
1935; Projan ve digerleri, 1989). Bu toksinin koyunlardaki eritrositlere kars1 yiiksek hemolitik
olsada, tavsanlarda degildir. Eritrositlere duyarlilik farki, hiicrelerin farkli Sfingomyelin
iceriginden kaynaklanabilir (Doery ve digerleri, 1965). Sfingomyelinazlar, Okaryotik
membranda en bol bulunan sfingolipid olan sfingomiyelinleri pargalayan fosfodiester
hidrolazlardir (Flores ve digerleri, 2016). Bu toksinin hastaliktaki rolii net olarak
anlasilamamustir. Bu toksin, sigir mastitisinden (Aarestrup ve digerleri, 1999) ve insan derisi
kronik enfeksiyonlarindan izole edilen suslarda biiyiik miktarlarda tiretilmektedir (Katayama
ve digerleri, 2013). B-hemolizin, insan Kkeratinositlerine, polimorfonuklear l6kositlere,
monositlere ve T lenfositlerine kars1 sitotoksiktir ve endotel hiicreleri tarafindan interlokin-8
(IL-8) ekspresyonunu inhibe eder. Bunlar S. aureus'un fagozomal kagisina ve biyofilm
olusumunun indiiksiyona katkida bulunabilir (Tajima ve digerleri, 2009; Huseby ve digerleri,
2010, 2007; Walev ve digerleri, 1996).

Lokotoksin

Lokotoksinler, por olusturmak igin bir araya gelen iki farkli protein bileseninden
olusur (Yamashita ve digerleri, 2011; Aman ve digerleri, 2010). Dort alt gruba ayrilir: Gama
(y)-Hemolin (HIgA, HIlgC, HlgB), Lokotoksin ED (LukE, LukD), Lokotoksin AB/GH
(LukAB/LukGH) ve Panton-Valentine Lokosidin (PVL)dir (Yoong ve Torres, 2013).
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Tablo 2. Lokositlerin alt birimleri ve 6zgii oldugu hiicre tipleri

PVL Luks-PV Lukf-PV Lokositler ve notrofiller

Insan monositleri, dendritik
LukAB / LukGH Luka/LukH | LukB/LukG
hiicreler, notrofiller ve 16kositler

Tavsan kan hiicreleri ve lokositler,

LukeD Luke LukD
insan nétrofilleri ve fare fagositleri
Insan kirmizi kan hiicreleri,
c-Hemolizin HIgA, HIgC HlgB notrofiller ve insan ve tavsan

lokositleri

Por olusturan bu toksinler "S" ve "F" olarak siiflandirilan iki farkli protein
bileseninden olusur. S bileseni hiicresel reseptorlere baglanir (Yamashita ve digerleri, 2011;
Aman ve digerleri, 2010; Yoong ve Torres, 2013). F-bilesenleri ile dimerizasyona izin veren
bir konformasyonel degisiklige ugrar ve por olusturmak icin bir oligomerizasyon meydana
gelir (Spaan ve digerleri, 2015). Bu iki bilesenli toksinlerin hiicre zari ile por olusum

mekanizmasi asagida gosterilmistir.

Sekil 6 . Lokotoksinlerin etki mekanizmasi (Oliveira ve digerleri, 2018).

23



y-Hemolizin (HIgAB/HIgCB)

HIlgAB 1938'de tamimlanmistir, ancak biyolojik ve biyokimyasal islevleri 1970'lerin
sonunda bulunmustur (Smith ve digerleri, 1938; Guyonnet ve Plommet,1970). y-Hemolizin
grubu i¢inde, HigAB, HlgCB veya HIgACB, farkli alt birim kombinasyonlarina sahip i¢
proteindir. HIgAB ve HlgCB, ayni1 F alt birimini (HIgB) paylasir, ancak S alt birimi (HIgA
veya HIgC) farklidir (Yoong ve Torres, 2013; Kamio ve digerleri, 1993). HIgA (32 kDa) ve
HIgC (32 kDa) sadece HlgB (36 kDa) ile birlestirildiginde litik aktivite sergiler (Cooney ve
digerleri,1993). HIgAB, insan kirmizi kan hiicrelerinin par¢alanmasinda etkilidir ve insan ve
tavsan lOkositlerine karsi sitolitik aktivite sergiler (Prévost ve digerleri, 1995; Spaan ve
digerleri, 2015; Fackrell ve Wiseman, 1976). Buna karsilik, HIgCB kirmiz1 kan hiicrelerine
karst sinirli aktivite sergiler. HIgAB'nin, muhtemelen makrofaj kagirma ve eritrositlerden
besin (Fe 2+) salinimi yoluyla kan dolasimi enfeksiyonu sirasinda S. aureus'un hayatta
kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Spaan ve digerleri, 2015; Spaan ve
digerleri, 2014).

LukED

LukED, tavsan kan hiicrelerine ve lokositlere karsi sitolitik aktivitesini gostermistir,
ancak sonraki caligmalar bu toksinin fare fagositlerini yiiksek verimlilikle 6ldiirebilen tek
toksin oldugunu gostermektedir (Seilie ve Wardenburg 2017; Alonzo ve digerleri, 2012,
2013). Diinyadaki MRSA suslarinda %88-99'unda izole edilmistir ve bu toksinin S. aureus
patojenitesi i¢in potansiyel katkisin1 diisiindiirmektedir (Yoong ve Torres, 2013; Morinaga ve
digerleri, 2003; Liu ve digerleri, 2018; Vandenesch ve digerleri, 2003).
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LukAB/GH

LukAB (LukGH olarak da bilinir), 16kotoksin grubu i¢inde kesfedilen en son toksindir
(Ventura ve digerleri, 2010; Dumont ve digerleri, 2011). Ote yandan, in vitro ¢alismalar
LukAB/GH'nin monositleri, dendritik hiicreleri ve 16kositleri hedefledigini ve birlikte
eksprese edildiginde Panton-Valentine 16kositin (PVL) ile isbirligi yapabilecegini bildirmistir
(Shukla ve digerleri, 2010; Dumont ve digerleri, 2011; Melehani ve digerleri, 2015). Bu iki
bilesenli 16kotoksin, fagositler ve notrofillerden kagmada rol oynadigi i¢in S. aureus'un
hayatta kalmasin arttirdigi bilinmektedir (Dumont ve digerleri, 2011; Dumont ve digerleri,
2013). Hiicre yiizeyine baglandiktan sonra oligomerize olan monomerler olarak salgilanan
diger 10kotoksinlerin aksine, LukAB/GH hiicre yiizeyi reseptoriine baglanmadan &nce
heterodimerize olur. Bu, LukAB/GH dimerizasyonunun salgilamadan 6nce meydana geldigini
diisiindiiriir, ¢linkii alt birimlerin birlikte ifadesi, ayri ayrt saflagtirilmig alt birimlerin
karistmindan daha toksik gortinmektedir (Dumont ve digerleri, 2013; Badarau ve digerleri,
2015).

Fenolde Coziiniir Modiilinler

Fenolde ¢oziiniir modiilinler (PSM'ler) 1999 yilinda Mehlin ve digerleri tarafindan S.
epidermidis kiiltiriinde kesfedilmistir (Mehlin ve digerleri, 1999). Bu ¢alismada, PSMa,
PSMP ve PSMy olmak iizere ii¢ peptit tanimland1 (Yoshida, 1963; Wang ve digerleri, 2007).
PSMy, S. epidermidis d-toksin ile ayni oldugu igin d-toksin olarak da adlandirilir (McKevitt
ve digerleri, 1990). S. aureus'ta, PSM'ler genomda ii¢ farkli lokasyonda kodlanmistir (Wang
ve digerleri, 2007). PSMa peptidleri (PSMal-PSMa4), psmo operonunda kodlanir; PSMf
(PSMpB1, PSMB2), psmp operonunda kodlanir; &-toksin RNAIII (Peschel ve Otto, 2013)
kodlama dizisi i¢inde kodlanir. PSM'lerin sitoplazmik membrana spesifik olmayan bir sekilde
baglandigina ve bunun da membran parcalanmasina yol acabilece§ine inanilmaktadir.
Fosfolipid bilesiminin ve zar yiikiiniin, hiicrenin PSM'lere duyarliligi i¢in 6nemli oldugu
diistiniilmiistir (Otto, 2014). PSMa pozitif yiklidiir ve PSMp negatif yiikliidiir, 5-toksin ise
noétrdiir (Peschel ve Otto, 2013). Wang ve arkadaslari, PSMa peptitlerinin, toplumla iliskili
MRSA'nin cilt enfeksiyonuna ve bakteriyemiye neden olma yetenegi iizerinde 6nemli bir

etkiye sahip oldugunu gostermistir (Wang ve digerleri, 2007).

25


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6024779/#B142-toxins-10-00252

SM'lerin iiretiminin, insan nétrofillerini parcalama ve inflamatuar yanitlari uyarma
yeteneklerinden dolayi, stafilokok tiirlerinin istilaci enfeksiyonlara neden olma kapasitesi ile
yiiksek oranda iligkili olduguna inanilmaktadir (Wang ve digerleri, 2007; Rautenberg ve
digerleri, 2011).
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Sekil 7. Fenolde ¢oziiniir modiilinleri i¢in por olusum mekanizmasi modeli (Oliveira ve

digerleri, 2018).

PSM'ler sitoplazmik membrana spesifik olmayan bir sekilde baglanir (Gorwitz ve
digerleri, 2008). Bu membran par¢alanmasima (Mainous, 2006) yol agabilir. PSM'ler,

oligomerlerde toplanma ve kisa omiirlii bir por olusturma egilimindedir (Tong ve digerleri,

2015).
2. 3. Panton-Valentine Lokosidin'in (PVL)

S. aureus viriilans faktorlerinin 6nemli bir grubu, 16kosidinler olarak da bilinen iki
bilesenli por olusturan toksinlerdir. Por olusturan bu toksinler, hiicre zarinda ifade edilen
spesifik reseptorlerle etkilesime girerek bagisiklik sisteminin belirli hiicrelerini hedef alirlar.
Toplum kokenli MRSA suslarinin yayilmasina ve artan viriilansina katkida bulunan 6nemli

bir faktor olarak iki bilesenli toksinlerden biri olan Panton-Valentine Lokosidin'dir.
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2. 3. 1. Panton-Valentine Lokosidin'in (PVL) Tarihi

S. aureus ait lokasitler ile ilgili ¢calismalarin 110 yili askin bir gegmisi vardir. 1894'te
Van de Velde, S. aureus'un tavsan l6kositleri tizerindeki 1okosidal aktivitesini gosteren ilk
calismalar1 yayinlamistir (Van de Velde, 1894; Denys ve Van de Velde, 1895). Bu l6kotoksik
maddeye "lokasidin" ad1 verilmistir. O yillarda lokasidinin bilesimi bilinmedigi i¢in 16kosidinin
yeni salgilanan bir maddemi yoksa hemolizinin ikinci bir etkisi mi bilinememistir. Van de
Velde’nin 16kosidal aktivite tanimlamak i¢in yaptig1 deneylerde bu aktivitenin 1okosidinden mi
yoksa bakteri kiiltiiriindeki karmasik ortamda bulunan diger toksik molekiiller tarafindan olup
olmadigi bulunamamistir. Daha sonra Denys ve Van de Velde, tavsanlarin 16kosidine karsi
antikor {tretebildigini de gostermistir (Denys ve Van de Velde, 1895). 1900'lerin basinda
Neisser ve Wechsberg, S. aureus'un lokosidal ve hemolitik aktivitelerinin bagimsiz toksik
maddelerden kaynaklanip kaynaklanmadigini belirlemek ic¢in caligmalar yaparak Van de
Velde'nin ¢aligmalarini takip etmistir (Neisser ve Wechsberg 1901). 1932'de, Philip Panton ve
Francis Valentine, ciddi insan infeksiyonlarindan S. aureus bakterisini elde etmisler ve toksik
yapilarii karsilastirmislardir. Bu deney sonucunda, 16kosidin ve alfa-hemolizinin birbirine
benzemeyen maddeler oldugu dogrulanmistir. Bazilar1 giiglii hemolitik aktiviteye sahip ancak
l6kosidal aktiviteye sahip olmayan ya da hemolitik aktiviteye sahip degilken lokosidal
aktiviteye sahip S. aureus suslarimi ayrintili bir sekilde fenotipik c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalar sayesinde hemolitik ve 1okosidal aktivitelerinin iki benzersiz maddeden
kaynaklandig1 tespit edilmistir (Boyle, 2007). 1936 yilinda yapilan calismalar bu sonucu
dogrulamis ve I6kosidinin tekrar Panton-Valentine I6kosidin (PVL) olarak yeniden
adlandirilmastir. Woodin, PVL’nin "S" veya yavas (LukS-PV) ve "F" veya hizli (LukF-PV)
olarak adlandirilan iki ayr1 protein bileseninden olustuguna dair ilk kanmiti saglamistir
(Woodin, 1960).
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Daha sonra Kamio ve arkadaslar1 yaptigi caligmalar ile Panton-Valentine l6kasidin
genlerinin phiPVL ve phiSLT fajlar1 tarafindan tasindigini bulmuslardir (Narita ve digerleri,
2001). 2002 yilinda Dufour ve arkadaslari MRSA infeksiyonlu hastalarda PVL genlerini
bulmuslardir (Dufour ve digerleri, 2002). Bu sonuglar bilim insanlarin dikkatini ¢ekmeye
neden olmustur ve PVL hala giliniimiizde arastirlmaya devam edilmektedir. Spaan ve
arkadaglar1 PMN'ler ve makrofajlarda bulunan insan C5a reseptorii 1 (C5aR1) ve ilgili
C5aR2'nin (C5aL2) hem LukS-PV'yi baglayabildigini hem de porleri kolaylastirabildigini
bulmuslardir (Spaan ve digerleri, 2013). PVL, sadece tavsan ve insan lokositlerini oldiiriir
bunun nedeni ise insan ve tavsan G-proteinine bagli reseptorlerin (GPCR'ler), C5aR1 ve

C5aR2'nin hedeflenmesinden kaynaklandigi bulunmustur (Spaan ve digerleri, 2013, 2015 ).

2. 3. 2. Panton-Valentine Lokosidin'in (PVL) Mekanizmasi

PVL iki alt birimden olusur bunlardan biri S alt birimleri (31-32 kDa) ve digeri
ise F (34-35 kDa) alt birimidir. S alt birimleri LukS-PV diye, F alt birimleri ise LukF-PV
seklinde adlandirilmistir (Barbangon ve digerleri, 1991; Spaan ve digerleri, 2013) PVL'nin iki
bileseni, LukS-PV ve LUkF-PV, polimorfoniikleer 16kosit (PMN) membranlari {izerinde
heptamer halinde birlesmeden once salgilanir ve LukS-PV, hiicreler iizerindeki C5aR1 tanir
ve baglanir. Daha sonra LUKF-PV ile dimerize olur, ardindan heptamer bir yap1 olusturmak
icin LukF-PV ve LUkS-PV bilesenleri seri bir sekilde baglanma gerceklestirir. S birleseni
baglandiginda protein kinaz (A veya C) LukS-PV'yi fosforile eder ve sonra hiicre yiizeyindeki
Cat++ iyon kanallarinin aktive olmasiyla PMN hiicreler lizis olur. (Kaneko ve Kamio, 2004).
PMN’ler iizerinde yiiksek yiiksek PVL konsantrasyonu, lizize, diisiik PVL konsantrasyonu ise
mitokondriyal membrana baglanarak apoptoza neden olur (Genestier ve Michallet, 2005).
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Doku nekrozu, parcalanmig PMN’lerden reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
salinmasindan ya da parcalanmis PMN’lerden graniil iceriginin salinmasi, inflamatuar yaniti

harekete gegirir ve doku nekrozu gergeklesir.

Sekil 8 PVL'nin doku nekroz modeli (\Vavra ve Daum, 2007).
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Diisiik PVL konsantrasyonlari, mitokondriyal membran iizerinde PVL por olusturur ve
sitokrom C'nin salinmasina neden olur. Sitokrom C ise kaspaz 9 ve kaspaz 3'in

indiiklenmesine yol agarak hiicrede apoptoza neden olur.

MRSA

338, BeSiRaaes:

A v

DNA fragmentation

Gy

Sekil 9 PVL'nin apoptoz mekanizmasi (Vavra ve Daum, 2007).

2. 4. Prostat Kanseri

Kanser, viicuttaki bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigii ve viicudun diger
bolgelerine yayildigr bir hastaliktir. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunda
hemen hemen her yerde baslayabilir. Diinyada goriilme sikligi ile kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedeni olarak karsimiza c¢ikmaktadir. 2020 yilinda 19,2
milyon insan kanser ile miicadele ettigi ve bunlarin 9,9 milyonu ise hayatini kaybettigi
bilinmektedir (Sekil 12). Yeni vakalarin ve 6liim oranlarinin erkeklerde, kadinlara gore fazla
oldugu bilinmektedir. Sekil 13° de goriildiigii gibi erkeklerde en sik goriilen kanserler
arasinda, akciger kanserinden sonra prostat kanseri gelmektedir. Prostat kanserinin kesin
nedeni belirlenmemis olsa da, yaygin risk faktorleri arasinda yas, aile dykiisii, irk (Afrikali
Amerikali), erkek hormonlari, diyabet, obezite, enfeksiyonlardir (National Cancer

Information Center, 2015; America Cancer Society, 2010).
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En giicli faktor yastir ve 50 yas iistii erkekler geng erkeklere gore daha fazla etkilenir.
Bircok kanserde oldugu gibi, prostat kanserinde de kendine 0zgli erken belirtileri yoktur.
Ancak ileri evrede belirtiler ortaya ¢ikinca kisiler saglik kurulusuna bagvurmaktadir. Prostat
kanserinin erken evresinde, kanser ilerledik¢e ortaya ¢ikma egilimi gosteren hi¢bir semptom
goriilmez. Tarama, erken asamada kanseri bulmaya yardimci olabilir. Ayrica tarama testi ile
saptanan prostat kanseri en etkin sekilde tedavi edilebilmektedir. Prostat kanseri i¢in en
yaygin tarama testlerinden ikisi PSA (Prostat Spesifik Antijen) testi ve DRE (Dijital Rektal
Muayene)'dir. PSA testi, kandaki prostat bezi tarafindan iretilen bir protein olan PSA
diizeyini 6lgmek icindir ve yiiksek bir PSA diizeyi, prostat kanseri riskinin daha yiiksek
oldugu anlamina gelir. Doktorlar, prostat taramasi i¢in yaygin olarak DRE ile birlikte
kullanilmaktadir. DRE, normal PSA diizeyine sahip ancak prostat kanserine sahip erkeklerde
yiiksek oranda bulanabilir. Bu nedenle, diizenli PSA veya DRE testi prostat kanseri daha
erken teshis edilebilir ve prostat kanseri tedavi edilerek 6liim oranlart azaltilabilir (NCIC,
2015).

Other cancers

3938 086 (39.1%) Prostate

1414 259 (14.1%)

Colorectum
1 065 960 (10.6%)

Stomach
719 523 (7.1%)

Oesophagus /
418 350 (4.2%)

Bladder Liver
440 864 (4.4%) 632 320 (6.3%)

Total : 10 065 305

Sekil 10. Diinya ¢apinda 2020 yilina ait kanser verileri (WHO, 2020)
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Sekil 11. 2020 yilina ait diinya ¢apinda erkeklerde kanser tiirlerinin goriilme siklig1
(WHO, 2020).

Metastatik prostat kanseri i¢in tedaviler yetersizdir ve yetersiz tedaviler kanser olan
erkekler i¢in hala tibb1 sorun olmaya devam etmektedir. Bazi arastirmalar, bakterilerin kanser
tedavisinde umut verici yeni bir strateji oldugunu one siirmiislerdir ve bakteriyel toksinlerin
antitimor aktivitesi son zamanlarda arastirilmistir. Bakteriyel toksinler, hiicre dongiisiinii,
apoptozu ve farklilasmayi kontrol eden hiicresel siiregleri degistirir (Patyar ve digerleri,
2010). Tumoriin segici 6liimiinii amaglayan Denileukin diftitox (Duvic ve digerleri, 2002),
Clostridium perfringens enterotoksin ST (Michl ve digerleri, 2001) gibi birgok bakteri toksini
kullanilirken (Duvic ve digerleri, 2002), Aggregatibacter actinomycetemcomitans tarafindan

salgilanan 16kotoksin (LtxA) AML tedavisinde kullanilmistir (Kachlany ve digerleri, 2010).
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gereg
3. 1. 1. Cihazlar
3.1. 1. 1. Thermal cycler

PCR reaksiyonu gergeklestirmek icin LONGGENE A300 thermal cycler kullanildi ve

istenilen gen bolgesi ¢ogaltildi.
3.1.1. 2. Thermo shaker

Reaksiyonlarda gerekli olan 1s1 derecesini saglamak i¢cin MSC-100 Thermo Shaker

Incubator kullanildi.
3.1.1. 3. Otoklav

Kullanilan besiyerlerini ve kimyasallari sterilizasyon islemleri Hirayama HV-50L

(Japonya) markali cihaz kullanilarak yapildi.
3. 1. 1. 4. Santrifiij

Bateri ¢oktiirmek ve DNA izolasyonunda Hettich Microlitre centrifuge MIKRO 200
(Almanya) santriftij kullanildu.

3.1. 1. 5. Etiiv

Bakteriyi kiiltiir ortaminda biiyiitebilmek icin Memmert Incubator Oven INB200 etiiv
kullanildi.
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3.1.1.6. Terazi / Hassas Terazi

Cozeltilerin hazirlanmasin gerekli olan miktar KERN ABJ-220-4NM markali cihaz ile
olgtildi.

3.1.1. 7. Elektroforez Cihazi

Elde edilen DNA Orneginin boyutuna gore ayirabilmek i¢in Thermo Electron

Corporation EC330 electrophoretic gel system kullanildi.

3. 1. 1. 8. Sonikator / Homojenizator

Hiicresini parg¢alamak igin BANDELIN SONOPULS markali sonikatér cihazi
kullanild:.

3.1.1.9. pH Metre

Cozeltilerin pH degerlerini 6lgmekte HANNA instruments HI2211 PH/ORP Meter

marka cihaz kullanildi.

3.1.1.10. Distile Su Cihaz

Gerekli distile su Sartorius Arium Pro ile saglandi.

3. 1. 1. 11 Hiicre Kiiltiirii Steril Kabin

Hiicre steril ortamda ekimi i¢in ESCD classll BSC marka steril kabin kullanild:

3.1.1.12. CO2 inkiibator

Ekim yapilan hiicrelerin biiyiimesi i¢in uygun ortam ESCO CelCulture CO;
INCUBATOR cihaz ile saglandi.
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3. 1. 2. Kullanilan Malzemeler
3.1.2. 1. Tripton-Kazein Soy Agar

Tripton soya agar (Biokar, Fransa) 12 g hassas terazide tartild1 ve 300 mL distile suda
¢oziildii. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilip, besiyeri steril petrilere esit
sekilde dagitildi. Stokta bulunan bakteri suslarini aktiflestirmek i¢in kullanildi.
3. 1. 2. 2. Tripton-Kazein Soy Broth

Tripton soya broth (Bioka, Fransa) 9 g hassas terazide tartildi ve 300 mL distile suda
¢oziildii. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilip sivi besiyerinde bakteri
biiyiitmek i¢in kullanildi.
3.1.2.3. EcoRI (10 U/pL) ve HindIII (10 U/pL)

HindIIl FastDigest ve EcoRI FastDigest (Thermo Scientific™) enzimleri FastDigest
buffer ile birlikte DNA ve plazmitten istenilen gen bolgesini elde etmek igin klonlama da
kullanildi.

3. 1. 2. 4. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Stok Soliisyonu

SDS,100g tartild1 ve 1L distile su i¢inde ¢ozdiiriiliip pH:6,6 olacak sekilde ayarlandi.
SDS jelini hazirlarken kullanildi.

3. 1. 2. 5. RIPA Buffer Hazirlama
1M Tris-HCI (pH:7,4)’dan 5 mL, 5M NaCl’dan 3 mL, %10 Sodyum Deoksikloatdan

5mL, 0,5M EDTA, NP-40 ve %10 SDS’den 1 mL olacak sekilde karistirildi ve tizerine 84 mL
distile su ilave edildi.
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3. 1. 2. 6. Separasyon Buffer

Tris Base’ den 18,25 g tartild1 ve 40 mL distile su i¢inde ¢ozdiirtildii. Ph 8,8’e ayarlanip

ve 50 mL tamamlandi. SDS jeli hazirlarken kullanildi.

3. 1. 2.7. Stacking Buffer

Tris Base’den 3 g tartidi ve 10 mL distile su iginde ¢6zdiiriildii. Daha sonra pH 6,8

ayarlanir ve 50 mL’ ye tama mLand1. SDS jeli hazirlarken kullanildi.
3. 1. 2. 8. Sample Buffer

0,6 M Tris-HCI (pH:6,8)’den 5 mL, SDS ve Siikrozdan 5 g, p-merkaptoetanol 25 mL,
%0,5 Bromfenol Blue’den 5 mL koyuldu daha sonra son hacim 50 mL’ye tamamlandi. SDS
jelini hazirlarken kullanildi.

3. 1. 2. 9. Running Buffer

Tris Base’den 30,3 g, Glisin 28,8 g ve SDS’den 10 g tartildi ve 500 mL distile su

igerisinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra 1L olacak sekilde tamamlandi.

3. 1. 2. 10. Destaining Soliisyonu

Metanol 100 mL, Asetik Asit 100 mL koyuldu ve tizerine 800 mL distile su eklendi.
SDS jeli boyama iglemi yapildiktan sonra jelden boyay1 uzaklastirmada kullanildi.

3. 1. 2. 11. Coomassie Brilliant Blue Soliisyonu

Coomassie Brilliant Blue’ den 0,25 g tartildi daha sonra iizerine metanol’den 50 mL,

Glasiyel Asetik Asit 10 mL ve 40 mL distile su eklenerek hazirlandi.
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3. 1. 2.12. Amonyum Persiilfat (APS)

Ik olarak 75 mg APS tartildi ve iizeri 5 mL Distile su eklendi. SDS jel

hazirlanmasinda kullanildi.

3.1.2.13. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu
Tris Base 121,1 g, Borik Asit 61,83 g ve EDTA 5,84 g tartild1 ve 1L distile suda
¢ozdiiriildii. Daha sonra 121°C’de 15 dakika otoklav edildi. pH 8,0 ayarlanarak buzdolabinda
saklandi.
0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE’den 50 mL 6lgtiliip tizerine 950 mL distile su eklendi.
3. 1. 2. 14. Kanamisin Stok Soliisyonu

[k olarak 50 mg Kanamisin (Sigma) tartildi ve iizerine 1 mL distile su eklendi daha

sonra karigim ¢ozdiirtiliip, 0.22 um por ¢apli filtreden siizdiiriildii.

3.1.2.15. IPTG (0.1M)

1.2 g IPTG (izopropil-B-D-1 tiyogalakpiranosid) tartildi ve tizerine 50 mL distile su
eklendi. Karisim tamamen ¢ozdiriiliip 0.22 um por ¢apina sahip filtreden gegirildi ve daha
sonra 4°C de sakland.

3. 1. 3. Bakteri Suslar1 ve Plazmidler
3. 1. 3. 1. Staphylococcus aureus
Staphylococcus  Saureus susu REDPROM laboratuvarinda  bulunan  sus

koleksiyonundan temin edildi. TSA besiyerine stoktan ekim yapildi ve 37°C’de 1 gece
boyunca inkubasyona birakildi.
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3.1. 3. 2. BL21 ve Kompetan Hiicre
Klonlamada kullanilan pET30a(+) vektorii ve kompetan hiicre olan Escherichia coli
BL21 TSA besiyerine stoktan ekim yapild1 ve 1 gece 37°C’de inkiibasyona tabi tutuldu. Sivi

kiiltiirii i¢in TSB besiyeri kullanildi.

3. 2. Yontem

3. 2. 1. Deneysel Calisma

3. 2. 1. 1. Staphylococcus aureus suslarinda pvl, luks-PV ve lukf-PV genlerin varhginin

arastirilmasi

Bunun igin https://www. ncbi. nlm. nih. gov/genbank/ sitesi kullanilarak klonlama igin

restriksiyon kesim bolgelerini igeren pET30a(+) uygun primerler dizayn edildi.
Staphylococcus aureus gen varligi agisindan dizayn edilen primerler vasitasiyla tarandi.

rPVL Forward (EcoRl): 5’-atagaattcaaggaaatgatttttatggtc-3’

rPVL Rewers (Hindlll): 5’-ataaagcttactatctgttttgctcatagg-3’

LukS-PV Forward (EcoRlI): 5’-atagaattcaaggaaatgatttttatggtc-3’

LukS-PV Rewers (Hindlll): 5’-attaagctttcaattatgtcctttcac-3’

LukF-PV Forward (EcoRlI): 5’-attgaattcatgaaaaaaatagtcaaatc-3’

LukF-PV Rewers (Hindlll): 5’-ataaagcttactatctgttttgctcatagg-3’
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3.2.1.2. PCR

1. 2. 1. PCR reaksiyonu hazirlanmasi

Tablo 3. PCR Reaksiyonun hazirlanma oranlari

Malzeme (Ticari)  Istenen Son Konsantrasyon

%1,5 MgCl, Buffer(10X) 1x

dNTP (10 mM) 0,2 Mm
Primer-F (100 pmol) 0,4 pmol
Primer-R (100 pmol) 0,4 pmol
Taq Polimeraz (5 U) 0,3 ul/50 pul
DNA

dH20

TOPLAM

1 6rnek icin alinan miktar (ul)
Sul
1ul
0,2 ul
0,2 ul
0,3 ul
2 ul
41,3 pl
50 pl

PCR amplifikasyonu tek bir ornek i¢in toplam hacim 50 pl olacak sekilde, 10X Taq
enzimi 1X, dNTP 0,2 mM, primer 0,4 pmol, Tag DNA polyFSmerase 0,3 ul/50 ul olacak

sekilde gerceklestirildi. Kullanilan malzemeler ve voliimleri yukaridaki tablo3’de verildi. Kag

tane Ornek varsa her malzemeden koyulacak miktar hesaplandi ve her bir 6rnek igin ayri

eppendorf tiiplerin i¢ine 50 uL ilave edildi. Eppendorflarin i¢ine 2 pL izole edilen DNA

koyuldu ve iizerine numara verilerek PCR cihazina koyuldu. Asagidaki tablo 4’ de belirtilen

stire ve sicaklikta reaksiyon gergeklestirildi.

Tablo 4. PCR reaksiyonunun agamalari

Basamak Dongii Sayis1  Sicaklik (°C) Siiresi
Baslangi¢ Denatiirasyon 1 94 4 dk
Denatiirasyon 35 94 30 sn
Baglanma 35 50 30 sn
Uzama 35 72 60 sn
Son Uzama 1 72 6 dk
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3.2.1.2.2. pET30a(+) iceren E. coli BL21 Susundan Plazmid Ekstraksiyonu

Ik olarak pET30a(+), kanamasin (final konsantrasyonu 50 mg/ mL) ve Triptic Soy
Agarb(TSA) igeren besiyerine ekim yapildi ve bir gece inkiibe edildi. Daha sonra 10 mL
Triptic Soy Broth (TSB) besiyerine 50mg/ mL kanamisinden 10 pL koyuldu ve kati
besiyerinden tek koloni alinarak ekim yapildi ve tekrar gecelik inkiibasyona birakildi. Ertesi
giin bu drneklerden GeneDireX Plasmid miniPREP kit (katolog no:NA005-0300) protokoliine

uygun olarak plazmid izalasyonu ger¢eklestirildi.
3. 2. 1. 2. 3. Restriksiyon

pvl, luks-pv ve lukf-pv genleri PCR ile ¢ogaltildi ve daha sonra GeneHlow PCR Cleanup
Kiti (Katolog no: DFC100) ile saflastirildi. Izolasyonu yapilan pET30a(+) plazmid DNA’s1 ve

pvl, luks-pv ve lukf-pv amplikonlar1 EcoRI ve HindIII enzimleri ile kesildi. Asagida tablo 5°de

kesim icin kullanilan malzemeler verilmistir. Islemler iki ayr1 eppendorfta gerceklestirilmistir.

Tablo 5. Restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyonu i¢in gerekli miktarlar

PET30 Restriksiyon Enzimleri ile Kesim | Amplikonun Restriksiyon Enzimleri Ile Kesim
2uL Fastdigest Enzim Tampon 2uL Fastdigest Enzim Tampon
1uL Restriksiyon Enzimi (EcoRI) 1uL Restriksiyon Enzimi (EcoRI)
1uL Restriksiyon Enzimi (Hindlll) 1uL Restriksiyon Enzimi ( HindlIl)
6uL H20 6uL H20
TOPLAM: 20 uL TOPLAM: 20 uL.

2 ayr1 tiip 30 dk 37°C inkiibe edildi. Daha sonra 5 pL jelde yiiriitiilmek icin diger kalan
15 uL presipitasyon reaksiyonu ig¢in ayrildi. Fenol-kloroform-isoamil alkol protokolii
uygulandi. Kalan 15 pl kesilmis amplikonlara ve plazmide 85 ul distile su eklendi sonra 100
ul Fenol:Kloroform:izoamilalkol eklenip karistirildi. 10.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ust fazlar yeni bir ependorfa alindi (amplikon ve plazmid birlestirildi). 1/10 voliim 3M
Sodyum Asetat (pH:5.2) eklenip sonra {izerine Vv/v isopropanol eklenerek karistirildi. 20
dakika -20°C’de bekletilip, 30 dakika +4°C maksimum hizda santrifiij islemi yapildi. Ust siv1
atilarak pellet iizerine 300 pl %70’lik ethanol eklendi ve tekrar +4°C maksimum hizda 5

dakika santrifiij islemi yapilda.
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3.2.1.2.4. Ligasyon

Restriksiyonun ardindan presipitasyonla ligasyona hazir hale getirilen plazmid ve
amplikonlar i¢in ligasyon reaksiyonu uygulandi. 17 pL vektor-total DNA karisimi, 2 pl. T4
Ligaz tamponu (10X), 1 uL T4 DNA ligaz (5 U/uL) bir eppendorfta birlestirildi ve hazirlanan
reaksiyon 22°C’de 1 saat bekletildikten sonra 16°C’de gece boyunca inkiibasyona birakilds.

3.2.1. 2. 5. Kompetan Hiicrenin Hazirlanmasi

Klonlamada kullanilacak olan kompetan, kimyasal kompetan hazirlama prosediiriine
uygun olarak gerceklestirildi. BL21 10 pL TSB’ye koyuldu ve gecelik bakteriler kiiltiire
birakild1 daha sonra 50 mL TSB’ye 1 mL gecelik kiiltiirden eklendi 37°C’de yaklasik 3 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, bakteri kiiltiiriinii iceren tiip 10 dakika buz icerisinde
bekletildi ve 5000 rpm’de 10 dakika +4°C santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan
sonra, pellet tizerine 10 mL soguk distile su ilave edilerek homojenize edildi. 5000 rpm’de
+4°C’de 10 dakika santrifiij edildi ve bu islem ikinci kez tekrar edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra, pellet tizerine 10 mL %10’luk soguk gliserollii su eklenerek
homojenize edildi, 5000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet tizerine 30 mL, 80 mM MgCl, 40 mM CaCl, karisimindan
eklenerek homojenize edildi. 5000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santrifiij yapild1 ve daha sonra
pellet yogunluguna gore 500-1000 pL CaCl. eklenerek homojenize edildi. Hazirlanan
kompetan hiicre buz tlizerinde her birinde 100 pL olacak sekilde eppendorflara dagitildi.
Uzerine 10 pL ligant eklendi bir eppendorfun igine ise kontrol i¢in 10 pL pET30(+) eklendi.
30 dakika buzda inkiibasyona birakildi. Siire bitiminde 42°C’de 2 dakika thermoshaker’da
inkiibe edildi ve sonra 5 dakika buzda bekletildi. Daha sonra her birinde 900 pL olacak
sekilde tiiplere TSB eklendi ve Thermoshaker’da 37°C’de 1 saat bekletildi, ardindan
kanamisin i¢ceren TSA’ya kontrolden 200 uL, liganttan ise 100 pL olacak sekilde ve 6ze

yardimiyla yayma ekim yapildi ve 37°C’de en az 24 saat olmak iizere inkiibasyona birakildi.
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3. 2. 1. 2. 6. Insert Alan Rekombinant Plazmidleri iceren Kolonilerin Secimi ve

Dogrulanmasi

Staphylococcus aureus’da bulunan pvl, luks-pv ve lukf-pv genlerinin varlig1 agisindan
kolonileri degerlendirmek igin belirtilen kosullarda primerler ile koloni PCR reaksiyonu
kuruldu. Ayni1 zamanda pozitif ¢ikan koloniler TSA besiyerine ekim yapildi ve 1 giin boyunca
inkiibasyona birakildi. TSA besiyerinden tek koloni segilerek 10 mL TSB igine ekim yapildi
ve tekrar bir gece inkiibasyona birakildi, ertesi giin siv1 kiiltiirde iireyen kolonilerden plazmid
izolasyonu yapildi. Staphylococcus aureus’da bulunan pvl, luks-pv ve lukf-pv genleri i¢in

kullanilan restriksiyon enzimi kullanilarak kesim yapildi.

3.2.1.2.7. Sekans Analizi

Secici besiyerinde secilen klonlarin dogrulanma yapildiktan sonra elde edilen klonlar
primerleri ile PCR yapildi ve sekans analizi i¢in 6zel bir firmaya gonderildi. Rekombinant
olarak PVL, LukS-PV ve LukF-PV elde edildi.

3. 2. 2. Protein Analizi

3.2.2.1. Total Protein Ekstraktinin Hazirlanmasi

Klonlanmig pvl, luks-pv ve lukf-pv genlerini igeren pET30a(+), BL21 50 mg/ mL
kanamisin igeren 12 mL TSB (tryptic soy broth) sivi besiyerlerine tek koloni ekim yapildi.
37°C’de gecelik kiiltiire birakildi. Ertesi giin 50 mg/ mL Kanamisin iceren 200 mL TSB
besiyerine, 7 mL gecelik kiiltiirden koyularak ve 37°C’de yaklasik 6 saat inkiibe edildi. 6 saat
inkiibasyondan sonra sivi besiyerine 1 mM IPTG’den 2 mL eklenerek bir gece boyunca
37°C°de kiiltiire birakildi. 200 mL bakteri kiiltiiriinii 50 mL’lik falkonlara dagitildi ve 5000
rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Her falkondaki siipernatant atilarak dipteki bakteri
pelleti lizerine 0,01 M 10 mL RIPA lysis buffer konularak homojenize edildi. Falkondaki
homojenize edilmis pellet birlestirildi. Bu homojenizatlar ayni falkonlar i¢erisinde tekrar 5000
rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edilip siipernatant kism1 atildi. Pelletlerin {izerine 5 mL
inhibitorlil PBS soliisyonundan konularak homojenize edildi. Sonikator cihazi ve 30 frekansta

30 sn 5 kez (30sn’den sonra aralarda 1 dk beklenir) parcalama islemi yapildi.
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Pargalanmis hiicreler 10.000 rpm de 5 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Tiiplerdeki

slipernatant yeni bir falkona 0.45 um por ¢apina sahip filtreden gegirildi, protein ekstrakti elde

edildi.

3.2.2.2.SDS Jelinin Hazirlanmasi

Proteinlerin goriintiilenmesi i¢in SDS-PAGE jeli hazirland1 ve oOrnekler yiiklenerek

proteinler jelde dikey elektroforez cihaziyla yiiriitiildii. Daha sonra jel boyanarak proteinler

goriintiilendi. Protein boyutuna gore seperasyon jeli hazirlandi.

Tablo 6. %8 Seperesyon jeli i¢in gerekli malzeme ve miktarlart (10 mL)

I¢erik %8’lik jel icin gerekli miktar
%30 Akrilamid/Bis akrilamid 2,7mL

Seperasyon Buffer 1,25 mL

%10 SDS 0,1 mL

%21.5 Amonyum PersuLfat 0,75 mL

Distile su 4,1 mL

TEMED 5ul
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TEMED ve Amonyum en son ilave edildi. Elde edilen seperesyon soliisyonu cam
levhalarin aralarina pipet yardimiyla aktarildi. Aktarildiktan sonra, {izeri etanol ile kaplandi.
Yaklasik 30-40 dakika separasyon jelinin donmasi igin beklendi. Separasyon jelinin
donmasinin ardindan iizerine 6rneklerin yliklenmesi i¢in gerekli olan Stacking Jel hazirlandi.
Seperesyon jelinin tizerine koyulan alkol giderildi ve stacking’nin jeli pipet yardimiyla

seperesyon jelinin tizerine koyuldu ardindan taraklar yerlestirildi.

Tablo 7. %8 Stacking jeli i¢in gerekli malzeme ve miktarlart (4 mL)

Icerik %8’lik jel i¢in gerekli miktar
%30 Akrilamid/Bis akrilamid 0.5 Ml
Stacking Gel Buffer 0.1 mL
0010 SDS 0.4 mL
% 1,5 Amonyum Perstilfat (APS) 0.03 mL
TEMED 1.5l
Distile su 2.10 mL

3. 2. 2. 3. Orneklerin Hazirlanmasi ve Yiiriitiiliip Boyanmasi

Her bir kuyucuga yaklasik 30 pl 6rnek ve sample buffer karisimi koyuldu. Ornekler
hazirlanirken 30 pl 6rnek 10 pl sample buffer bir eppendorf igerisine konuldu ve 100°C’de 5-
10 dakika denatiire edildi. Daha sonra drnekler ve marker kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez
islemi gergeklestirildi. Stacking jel kismi kesilerek atildi. Kalan seperesyon jeli boyamak igin,
commasie blue boyasi kullanildi. Commasie blue boyasi jeli kapatacak sekilde lizerine
koyuldu ve 1 dakika mikrodalga firinda 1siya tabi tutuldu. Daha sonra ise 15-20 dakika
shaker’da yavasca inkiibe edildi. Boya dokiilerek iizerine destain soliisyonu koyuldu ve
mikrodalgada 1 dakika isitilip 20-30 dakika karistiricida yavasca inkiibe edildi. Bu isleme

bantlar net goriinene kadar devam edildi.
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3. 2. 3. Hiicre Kiiltiirii

3. 2. 3. 1. Hiicre Kiiltiiriinde Denenmesi

Calismamizda daha 6nce PVL’nin sitotoksik oldugu bilinen makrofaj hiicre hatti
(raw264.7), insan kokenli herhangi bir hastaliga sahip olmayan normal prostat epitel hiicre
hatti RWPE-1 ve prostat adenokarsinom hiicre hatti PC3 kullanildi. Calismada RWPE-1 hiicre
hatt1 i¢in RPMI ve PC3 hiicre hatt1 icinde DMEM besiyeri kullanildi. Hiicreler %5 CO> ve
%95 nemlendirilmis hava kosullarinda ve 37°C’de inkiibe edildi. Siv1 nitrojende saklanan
hiicre hattinin canlandirilmasi i¢in hiicreler 37°C’de su banyosunda hizlica eritilerek ve 5 mL
besiyeri igerisine transfer edildi. Kriyoprotektan maddelerin uzaklastirilmasi i¢in hiicre ve
besiyerinden olusan karistm 400xg’de 10 dakika santrifiij edilerek ve siipernatant
uzaklastirildi. Pellet 7 mL besiyerinde ¢oziilerek 25 cm? flask igerisinde inkiibasyona
birakilarak canlandirildi. Hiicreler flask ylizeyinin %80’ini kapladiktan sonra flask
icerisindeki besiyeri uzaklastirildi ve flaska 5 mL fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) eklendi,
hafifce calkalanarak yikama islemi gerceklestirildi ve PBS dokiildii. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Tripsin enzimi kullanilarak hiicreler yiizeyden ve birbirinden uzaklastirildi.
Bunun i¢in Tripsin-EDTA (%0.25)’ dan yiizeyi kaplayacak sekilde 500 pL flaska eklendi.
Flaskin 37°C’de inkiibasyonunun ardindan %90 iizerinde ayrismanin gdzlenmesi icin
mikroskop altinda gozlem yapildi. Yeterli ayrismanin ardindan 5 mL antibiyotiksiz besiyeri
derhal flaska eklendi ve hiicrelerle birlikte alinarak 15 mL falkona koyup 400xg’de 10 dakika
santrifiij edildi, siipernatant uzaklastirildi. Pellet 1 mL besiyeri igerisinde ¢6ziildii ve tripan
mavisi ile bire bir oranda karigtirildiktan sonra hemasitometrede hiicre sayimi yapildi. Maviye
boyanmis hiicreler cansiz kabul edildi. Kiiltiirde mL’de bulunan canli hiicre sayisi (canli hiicre
sayis1 x diliisyon faktér x 1000) formiilii ile hesaplamip 10° hiicre/ mL yogunlugu elde

edilecek sekilde diliisyon yapildi.
3. 2. 3. 2. Hiicreler Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi
96 kuyucuklu plakaya her bir kuyuya 100 ul hiicre siispansiyonlarindan eklendi ve 24

saat boyunca 37°C, %5 CO?’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin besiyerleri uzaklastirildi ve

hiicreler PBS ile yikandi. Kuyulara 90 pl besiyeri ve 10 pul protein soliisyonundan eklendi ve
kontrol olarak PBS kullanildu.
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Hiicreler uygulamanm ardindan 24 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun
ardindan, hiicreler iizerine etkisinin belirlemek igin WST-1 assay gergeklestirildi. Her bir
kuyucuga WST-1 soliisyonunda 10 pl eklenerek ve 1-4 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona
birakildi. 1. 2. ve 4. saatlerde 450 nm’de optik dansite (absorbans) spektrofotometre ile
olgiildii. Olgiilen absorbans degerleri kontrol grubuyla karsilastirildi. Daha sonra Panton

Valentine Lokosidin etkisi degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Aydim Adnan Menderes Universitesi Rekombinant DNA ve Rekombinant
Protein Uygulama ve Arastirma Merkezinde bulunan PVL pozitif oldugu bilinen
Staphylococcus aureus suslar (BE92, BE148, BE163, BE173 ve BE190) ckim yapildi ve
DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra National Center For Biotechnology Information
(NCBI)’in Genbank sitesi kullanilarak klonlamada kullanilmak igin restriksiyon kesim

bolgelerini igeren pET30a(+) uygun primer dizayn edildi.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide [Nucleotide || |
Advanced Help
GenBank « Sendto: »
Change region shown =

Staphylococcus aureus subsp. aureus USA300 strain NRS384

GenBank: CPO27476.1
FASTA Graphics

Customize view ‘

Basic Features
® Al features
) Gene, RNA, and CDS features only

Go to: (¥]
Display options

LoCus CP@27476 2872762 bp DNA circular BCT 14-MAR-2818 [ Show sequence

DEFINITION Staphylococcus aureus subsp. aureus USA38@ strain NRS334. [ Show reverse complement

ACCESSTION CP@27476 O Show gap features

VERSION CPR27476.1

DBELINK BioProject: PRINA395593
BioSample: SAMN@7411435

KEYWORDS

SOURCE Staphylococcus aureus subsp. aureus USA300

ORGANISM Staphylococcus aureus subsp. aureus USA38@ Analyze this sequence =

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcaceae; Run BLAST
Staphylococecus. ) )

REFEREMCE 1 (bases 1 to 2872762) Pick Primers

Resim 1. National Center For Biotechnology information (NCBI)’1n genbank sitesi uygun

sekilde primer dizayni
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Resim 2 Staphylococcus aureus suslarinda Panton-Valentine Lokosidin (PVL) genlerinin
varligiin arastirmasi. A sekli PVL primerleri, B sekli LukS primerleri ve C sekli ise LUkF

primerleri ile taranan suslarin sonuglart verilmistir.
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Bu primerler ile elimizde bulunan 5 sustan pvl geni PCR reaksiyonu ile g¢ogaltildi ve
ardindan jel elektroforezine yiiklenerek goriintiilendi (Resim 2). Pozitif olarak belirlenen
suglardan (PVL, LukS-PV ve LukF-PV) herbirinden bir tane olacak sekilde se¢im yapildi.
Vektor olarak kullanilacak pET30a(+) kit yardimiyla izole edildi. Daha sonra pET30a(+) ve
EcoRI enzimi ile kesim yapilarak olusturan lineer yapisi jel elektroforez yiiklendi. Resim 3 de

jel elektroforez goriintiisii verildi.

PET30a(+)

+ MARKER
EETBO&( ) EcoRl ile kesim

[ — ]
(—

Resim 3 pET30a(+) plazmidinin jel elektroforez goriintiisii.

Ardindan izole edilen pET30a(+) vektorii ve PCR amlikonlari EcoRI ve HindlIII
restirksiyon enzimleri ile kesim yapildi. Restriksiyon enzimleri ile kesim yapildiktan sonra
ligasyon ve transformasyon islemi gergeklestirildi. Daha sonra kanamisin i¢eren besiyerine
ekim yapildi. Daha sonra 1 gece inkibasyona birakildi. Rekombinant PVL, LukF-PV ve
LukS-PV elde edildi.
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Resim 4 Transformasyondan sonra kanamisinli besiyerinde olusan koloniler. Resim

4.A’da kontrol, Resim 4.B’de rPVL, Resim4.C LukS-PV ve Resim4.D ise LukF-PV

transformasyon sonucu olusan koloni goriintiileri

Resim 4’de goriildiigii gibi rekombinant olarak elde edilen kolonilerden birka¢ koloni
segilerek daha oOnce tasarladigimiz primerler ile koloni PCR kuruldu. PCR o&rnekleri jel
elektroforezde yiikleme islemi yapildi. PCR jel elektroforez goriintiisii sonucu Resim 4’de
(Resim 4.A, 4.B ve 4.C)) verilmistir.
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Resim 5 Rekombinant elde edilen kolonilerin PCR sonuglart. Sekil5.A’da rPVL,
Sekil5.B’de LukS-PV, sekil5.C’de ise LUkF-PV kolonilerin PCR sonuglari

Sekil 5.A’dan 2. Klon, Sekil 5.B’den 3. Klon ve Sekil 5.C’den 1.Klon segildi ve
secilen klonlarin amplikonlar1 dogrulamak i¢in sekans analizine gonderilmistir. Sekans
analizinden NCBI sitesinden sekans sonuglar1 degerlendirildi. Resim 6, Resim 7. ve Resim 8

’de NCBI sekans sonuglar1 verilmistir.
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns *  Show (?)
() selectall 0 sequences seiected
. ; Max ' Total Query E Per.
Duciyton ScenficName | o ore Seore Cover value | Idant | A< ®" Accesson
v v v v v
(0 Staphylococcus phage SA137rMSSAST121PVL, complate genome Staphylococcus .. 1929 1929 6% 0.0 9820% 45999 NC 0550431
D Staphylococcus aureys strain Y26C panton-valanting leukocidin S (lukPV-S) and panton-valentine leukocidin ... Staphylococcus .. 1929 1929 95% 0.0 9820% 1918 KF7737121
(7] Staphylocaceus auteus strain HT20030539 LukS-PV ((ukS-PV) gene, complete cds: and LukF-PV (lukF-PY).... Staphylococcus .. 1929 1929 95% 0.0 98.20% 1908 EU5187671
D Staphylococcus aureys strain AB80740 LukS-PY (kS-PV) gane. complata cds; and LukF-PV (IukF-PV) gena... Staphylococcus .. 1929 1929 95% 0.0 9820% 1908 EU518762.1
(] Staphylocaceus aureus TPS3156 DNA. complete genome Staphylococcus . 1923 2231 95% 0.0 98.11% 2852412 APO230341

Resim 6 rPVL’nin sekans sonucunun degerlendirilmesi

& Downloadv  GenBank Graphics
Staphylococcus aureus strain D64 Panton-Valentine leukocidin S (lukS-PV) and Panton-Valentine leukocidin F (lukF-PV) genes,
complete cds
Sequence ID: EU368820.1 Length: 1966 Number of Matches: 1

Range 1: 22 to 564 GenBank Graphics

¥ Next Match A Previous Match

Score
987 bits(534)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 540/543(99%) 0/543(0%) Plus/Plus

Query 216 AAGGAAATGATTTTTATGGTC3aaaaaaGACTATTAGCTGCAACATTATCGTTAGGAATA

sbjct
Query
Sbjct
Query
sbhijct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
sbjct

22
276
82

336
142
39
202
456
262
516
322
576
382
636
442
696

582 TCAT

TELLEEL DR R R R L L REELREELetry Teeeneinntf |
AAGGAAATGATTTTTATGGTCAAAAAAAGACTATTAGCTGCAACATTGTCGTTAGGAAT

ATCACTCCTATTGCTACTTCGTTTCATGAATCTAAAGCTGATAACAATATTGAGAATATT
LELEEEEEEC PR E LR R e e e e e e
ATCACTCCTATTGCTACTTCGTTTCATGAATCTAAAGCTGATAACAATATTGAGAATATT

GGTGATGGCGCTGAGGTAGTCAAAAGAACAGAAGATACAAGTAGCGATAAGTGGGGGGTC

IIHIIHIIIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl
GATGGCGCTGAGG

ACACAAAATATTCAGTTTGATTTTGTTAAAGATAAAAAGTATAACAAAGACGCTTTGAT
LLLLEEELE T EEE LR L et eyl
ACACAAAATATTCAGTTTGATTTTGTTAAAGATAAAAAGTATAACAAAGACGCTTTGATT

TTAAAAATGCAA TACAAAAACAS
L | IllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTAAAAATGCAAGGT TTTATCAATTCAAAGACTACT TATTACAATTACAAAAACACAGA

GAGGTGGCCTTTCCAATACAATATTGGTCT!

ATAAAAGCAA
IIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I
ATATAAAAGCAATGAGGTGGCCTTTCCAATACAATATTGGTCTCAAAACAAATGACCCC

AATGTA
||||lll|||||||||||| |
AATGTAGATTTAAT,

I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIl
ARATTAT

| 11
CTACCTAAAAATAAAATAGATTCAGTAAATGTTAGTCAA

ACATTAGGTTATAACATAGGTGGGAATTTTAATAGTGGTCCATCAACAGGAGGTAATGG
LULEELL R L EEE D FEEEEREEEEE LR e e il
ACATTAGGTTATAACATAGGTGGTAATTTTAATAGTGGTCCATCAACAGGAGGTAATGGT

CATTTAATTATTCAAAAACAATTAGT TATAATCAACAAAACTATATCAGTGAAGTAGAA

IIHHIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTAATTATTCA TCAGTGAAGTAG:

Resim 7. LukS-PV’ nin sekans sonucunun degerlendirilmesi

275

A 81

335
141
395

201

T 455

261

515

321

575

381

835
441

T 695

581
755

561

¥ Next & Previous «Descriptions
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Staphylococcus aureus strain $S242 Panton-Valentine leukocidin LukS-PV (lukS-PV) and Panton-Valentine leukocidin LukF-PV
(lukF-PV) genes, complete cds
Sequence ID: MK902785.1 Length: 1930 Number of Matches: 1

Range 1: 941 to 1482 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match
Score Expect Identities Gaps Strand
968 bits(524) 0.0 537/543(99%) 2/543(0%) Plus/Plus

Query 212 ATGaaaadaaTAGTCAAATCATCAGTTGTTACATCAATTGCATTGCTTTTGCTATCCAAT 271

i IIIIIIIIIIHlIIIIIlIIIIIIlIIIIIIIlIIIIIHIIIIIIIHIIIIHIIII
Sbjct 941  ATGAAAAAAATAGTCAAATCATCAGTTGTTACATCAATTGCATTGCTTTTGCTATCCAAT 1009

Query 272 ACAGTTGATGCAGCTCAACATATCACACCTGTAAGTGAGAAAAAGGTTGATGATAAAATT 331

LOLEELEERLELEE LR e et e L e L e e nnn

Sbjct 1081 ACAGTTGATGCAGCTCAACATATCACACCTGTAAGTGAGAAAAAGGTTGATGATAAAATT 1060

Query 332  ACTTTGTACAAAACAACTGCAACATCAGATTCCGATAAGTTAAAAATTTCTCAGATTTTA 391

¢ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIlIIIIIIIHIIIIIIIIII
sbjct 161 GTACAAAACAACTGCAACATCAGATTCCGATAAGTTAAAAATTTCTCAGATTTTA 1120

Query 392  ACTTTTAATTTTATTAAAGATAAAAGTTATGATAAAGATACATTAATACTCAAAGCTGCT 451
|I|Il||||lHll||||HII|||l||||||IHIIII|l||||IIHIIII|H||||

Sbjct 1121 ACTTTTAATTTTATTAAAGATAAAAGTTATGATAAAGATACATTAATACTCAAAGCTGCT 1180

Query 452  GGAAACATTTATTCTGGCTATACAAGGCCAAATCCAAAAGACACTATTAGTTCTCAATTT 511
i I|Ill|||||llIIIIIIIIIIIII IIIIIIIlIIIIIHIIIIIIIIIIIIIlIIIII

sbjct 1181 1240

Query 512  TATTGGGGTTCTAAGTACAACATTTCAATTAATTCAGATTCTAATGACTCAGTAAACGAT 571
3 LLLLULERLLTEEE L EEE e e e e e eerreetr |
sbjct 1241 TATTGGGGTTCTAAGTACAACATTTCAATTAATTCAGATTCTAATGACTCAGTAAACGTT 1300

Query 572  GTA-ATTATGCACCTAAAAATCAAAATGAAGAATTTCAAGTACAACAAACGGTAGGTTAT 63@

111 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIIII

Sbjct 1361 GTAGATTATGCACCTAAAAA AACAAACGGTAGGTTAT 1360
Query 631 TCTTATGGTGGAGATATTAATATCTCTAACGG GGTGGAGGTAATGGT 690
- IIIIlIIIIIIIIIIIII]IIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIlIIIIIllIIII
sbjct 1361 TCTTATGGTGGAGATATTAA GGTGGAGGTAA 1420
Query 691 AAAGAAAGCTATAGAACTAGCTTACATAAAAG 750
X IIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIlII TELCERLLLLLEREL L EL e FEEEnrl
Sbjct 1421 TCTTTTTCAGAGACAATTAACTATAAAC-AAGAAAGCTATAGAACTAGCTTAGATAAAAG 1479

Query 751 AAC 753

11
sbjct 1480 AAC 1482

Resim 8. LUKF-PV ’nin sekans sonucunun degerlendirilmesi

Sekans sonucuna gére rekombinant PVL NCBI sitesindeki S.aureus ait PVL geniyle
%98.20 oraninda benzerlik gosterdi. LUKS %99 oraninda PVL geninin S kismiyla ve LukF,
%99 oraninda PVL geninin F kismiyla benzerlik gosterdi. Sekans sonucu dogrulandi. Sekans
sonucu ile dogrulanan klonlar skim milk igeren besiyerinde -20°C’de ve %10 gliserollu
besiyerinde -80°C’de saklandi. Protein inkiibasyonu i¢in elde edilen ve dogrulanan her bir
gene ait klonlar ayr1 ayr1 kanamisinli LB besiyerine ekim yapildi. Ekimin ardindan IPTG ile
indiikleme yapilmadan 6nce 1 mL Ornek alindi1 daha sonra indiikleme yapild1 ve 24 saat
inkiibe edildi. Santrifiij yapilarak iisteki sivi atildi ve pellet lizerine 1 mL PBS koyularak,
sonikator cihazi ile pargalama islemine tabi tutuldu. Daha sonra %12,5’luk SDS page jel
elektroforezine Resim 9, Resim 10 ve Resim 11°de gortildigii gibi ornekler sirasiyla 1. kuyu
marker, 2. kuyu indiikklenmemis ve 3. kuyu IPTG ile indiiklenmis olmak iizere sirasiyla

yiiklendi.
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w3 -~ 80kDA

Resim 9. rPVL’nin SDS PAGE jel goriintiisti. 1. kuyu marker, 2. kuyu indiiklenmemis 6rnek
3. kuyu indiiklenmis 6rnek

~53kDA

Resim 10. LukS-PV’nin SDS PAGE jel goriintiisii. 1. kuyu marker, 2. kuyu indiiklenmemis

ornek 3. kuyu indiiklenmis 6rnek
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w—3 ~41kDA

Resim 11. LUkF-PV’nin SDS PAGE jel goriintiisti. 1. kuyu marker, 2. kuyu indiiklenmemis
ornek 3. kuyu indiiklenmis 6rnek

Boyutlart dogrulanan protein 6rnekleri hiicre kiiltiiriinde uygulanmak igin hiicre
kiiltiriinde kullanilan PBS soliisyonu ile buffer degisimi yapildi. Buffer degisimi yapilan
hiicreler ilk olarak sitotoksik oldugu bilinen makrofaj (Raw 264. 7) hiicre hattina protein
ornekleri uygulandi, WST-1-assay eklenerek 1., 2. ve 4. saatlerde ODaso 6l¢iim yapilip etkisi
dogruland: (Tablo 8, Tablo 9 ve Tablo 10).
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Tablo 8. Raw264. 7 hiicre hattina rPVL uygulama sonras1 OD4so 6l¢timii

rPvVL PBS DMSO
1. Saat 0,180 0,276 0,010
2. Saat 0,317 0,491 0,008
4. Saat 0,572 1,012 0,006

Tablo 9. Raw264.7 hiicre hattina LUkS-PV uygulama sonrast ODaso 6l¢timii

LukS-PV PBS DMSO
1. Saat 0,241 0,276 0,010
2. Saat 0,385 0,491 0,008
4. Saat 0,750 1,012 0,006

Tablo 10. Raw264.7 hiicre hattina LUKF-PV uygulama sonrasi ODasg 6l¢timii

LukF-PV PBS DMSO
1. Saat 0,781 0,276 0,010
2. Saat 0,827 0,491 0,008
4. Saat 1,546 1,012 0,006

Daha sonra makrofaj hiicre hattina benzer sekilde, normal prostat hiicre hatti ve prostat
kanser hiicre hatt1 lizerinde etkisine bakildi ve ODssp 6l¢tim yapildi. Tablo 11°den Tablo 16’a

kadar tiim veriler tablo sekilde verildi.
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Tablo 11. RWP-1 hiicre hattina rPVL uygulama sonras1 OD4so 6l¢timii

rPvVL PBS DMSO
1. Saat 0,141 0,036 0,020
2. Saat 0,245 0,176 0,017
4. Saat 0,318 0,216 0,011

Tablo 12. RWP-1 hiicre hattina LukS-PV uygulama sonrasi OD4so 6l¢timii

LukS-PV PBS DMSO
1. Saat 0,208 0,036 0,020
2. Saat 0,377 0,176 0,017
4. Saat 0,384 0,216 0,011

Tablo 13. RWP-1 hiicre hattina LUKF-PV uygulama sonras1 OD4so 6l¢timii

LukF-PV PBS DMSO
1. Saat 0,285 0,036 0,020
2. Saat 0,538 0,176 0,017
4. Saat 0,440 0,216 0,011
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Tablo 14. PC3 hiicre hattina rPVL uygulama sonras1 ODasg 6lgiimii

rPvVL PBS DMSO
1. Saat 0,776 0,362 0,110
2. Saat 0,834 0,594 0,100
4. Saat 1,436 1,055 0,096
Tablo 15. PC3 hiicre hattina LUKS-PV uygulama sonrasi1 ODaso 6l¢timii
LukS-PV PBS DMSO
1. Saat 0,663 0,362 0,110
2. Saat 1,050 0,594 0,100
4. Saat 1,723 1,055 0,096
Tablo 16. PC3 hiicre hattina LUKS-PV uygulama sonrast ODaso 6l¢timii
LukF-PV PBS DMSO
1. Saat 0,969 0,362 0,110
2. Saat 1,168 0,594 0,100
4. Saat 1,957 1,055 0,096
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Her hiicre grubundaki ornekler, PBS uygulanmis hiicre hatti ile karsilastirildi ve
sitotoksite orani (Protein ODsso / PBS degeri) hesaplandi. Daha sonra sitotoksite oranlari

Tablo17 Tablo18 ve Tablo19’da tablo seklinde verildi. Bu verilerden siitun grafigi olusturuldu
(Sekill2, Sekil13 ve Sekill4).

Tablo 17. rPVL’nin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksite orani

rPVL (Raw 264. 7)/PBS | rPVL (RWP-1)/ PBS rPVL (PC3)/PBS
1.saat 0,7 3,9 2,1
2.saat 0,6 1,4 1,4
4 saat 0,6 1,5 14

rPVL’nin Hiicre Hatlari Uzerindeki Sitotoksite

Orani
B rPVL (Raw 264.7)/PBS
3,9
rPVL (RWP-1)/ PBS
3,0
® rPVL (PC3)/PBS

2,5
=
D
T 20
oh
%]
=

1,5
o
=
5

10 rPVL (PC3)/PBS

rPVL (RWP-1)/ PBS
0,5

rPVL (Raw 264.7)/PBS

Sekil 12. rPVL’nin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksite oraninin grafigi

59



Tablo 18. LukS-PV’nin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksite orani

LukS-PV(RAW 264. 7)/ PBS| LukS-PV(RWP-1)/PBS | LukS-PV/(PC3)/PBS

1.Saat 0,9 5,8 1,8
2.Saat 0,8 2,1 1,8
4.Saat 0,7 1,8 1,6

LukS-PV'nin hiicre hatlari tizerindeki
Sitotoksite Orani

m LukS-PV(RAW 264.7)/ PBS
20 LukS-PV(RWP-1)/PBS

m LukS-PV(PC3)/PBS
2,5

2,0

1,5

OD,5, Degerleri

1,0

LukS-PV(PC3)/PBS

05 LukS-PV(RWP-1)/PBS

LukS-PV(RAW 264.7)/ PBS

2.saat

4.saat

Sekil 13. LukS-PV’nin hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksite oraninin grafigi
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Tablo 19. LukF-PV’nin hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksite orani

LukF-PV (RAW 264. 7)/PBS | LukF-PV (RWP-1)/PBS | LUkF-PV (PC3)/PBS

1.Saat 2,8 7,9 2,7
2.Saat 1,7 3,1 2,0
4 Saat 15 2,0 1,9

LukF-PV'nin hiicre hatlari tizerindeki Sitotoksite
Orani

B LukF-PV (RAW 264.7)/ PBS

7,3 3,1

LukF-PV (RWP-1)/PBS

m LukF-PV (PC3) / PBS

OD,5, Degerleri

=
=}

LukF-PV (PC3) / PBS
LukF-PV (RWP-1)/PBS

LukF-PV (RAW 264.7)/ PBS

2.saat

4.saat

Sekil 14. LUkF-PV’nin hiicre hatlari {izerindeki sitotoksite oraninin grafigi
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5. TARTISMA

Rekombinant DNA teknolojisi canli hiicrelerin istenen proteinleri sentezlemesini
saglamak i¢in bagka hiicreye ait genlerin bu hiicrelere aktarilmasidir (Berk, 2000). Bu
teknoloji molekiiler biyoloji gelismesiyle gegtigimiz yillardan bu giine kadar giderek onemi
artmistir. Ayrica gen terapisi ve genetik modifikasyonlarda dahil olmak {izere ciddi
hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla hala kullanilmaktadir. Ciddi hastaliklar arasinda viicuttaki
bazi hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigii ve viicudun diger bolgelerine yayildig1 bir
hastalik olan kanser bulunmaktadir. Diinyada goriilme olasilig1 kardiyovaskiiler hastaliklardan
sonra ikinci 6liim nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanserler
arasinda ise ikincisi prostat kanseri yer almaktadir ve hala prostat kanserinin nedenleri
bilimemektedir. Kanser tedavi etmekte kullanilan Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve
immiinoterapi dahil olmak tizere hepsinin bazi smirlamalar1 vardir. Bu tedavi yontemleri
timoriin hacmi, yeri, evresi ve metastazi ile ilgili sorunlar dahil olmak iizere bir¢ok etken
kanserin tedavisini zorlastirmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde yeni yontem aranmaya
baglanmistir. Son yillarda mikroorganizmalardan elde edilen toksinler antikanser
calismalarina 151k tutmustur. Mikrobiyal toksinler, bakteriler, mantarlar, algler, protozoalar
vb. dahil olmak iizere gesitli mikroorganizmalardan iiretilebilir ve bu toksinler dogrudan
hedeflenen tiimor hiicrelerini yok etmek igin kullanilan umut verici olmustur. Gegtigimiz 150
y1l Once Streptococcus pyogenes enfeksiyonlu, kanserli hastalarda durumunun iyilestigi
gozlenmistir (Nauts, 1980). Ayrica, ylizyilin sonlarina dogru streptokok bakterileri nedeniyle
cilt enfeksiyonu olusan hastalarda tiimorlerin  geriledigi  goriilmiistiir. Bu, kanser
immiinoterapisinin yeniligine yol agmistir ve ardindan, Oldiiriilmiis bakteri tiirleri (Coley
toksinleri) (Richardson, 1999) kullanilmaya baslanmistir. Kanser tedavisinde mikrobiyal
toksinler umut verici olmustur. Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesiyle artik bakteriyel
toksinler rekombinat olarak elde edilmeye baslamis ve cesitli kanser tiirleri iizerinde etkileri
bakilmistir. Bir¢ok bakteriyel toksin antikanser tedavisinde kullanilmak {izere test edilmistir.
Bazi arastirmalar, bakterilerin kanser tedavisinde umut verici yeni bir strateji oldugunu 6ne

stirmiislerdir ve bakteriyel toksinlerin antitiimdr aktivitesi izerine aragtirmalar artmistir.
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Bakteriyel toksinler, hiicre dongiisiinii, apoptozu ve farklilagmay1 kontrol eden hiicresel
stirecleri degistirir (Patyar ve digerleri, 2010). Pseudomonas ekzotoksin A (PE), meme
timori segici antikorlart (MAB) ile konjugasyon halinde, insan meme tiimorii hiicre dizileri
tizerinde sitotoksisite etkisi olan immiinotoksinleri olusturmustur (Bjorn ve digerleri, 1986).
Tiimoriin segici Oliimiinii saglamayr amacglayan Denileukin diftitox, kutandz T hiicreli
lenfomay1 (CTCL) tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Duvic ve digerleri, 2002). Baz1 bakteriyel
toksinler (Bordetella pertussis’nin AC toksini, shiga ve kolera toksini) iki hiicre hatti,
(mezotelyoma ve akciger kanseri) iizerinde incelenmis ve AC-toksini, her iki hiicre lizerinde
sitotoksitenin ve apoptozun konsantrosyona bagl sekilde arttigim1 ancak kolera toksininin
apoptozu indiiklemedigini bulmuslardir. (Nougayrede ve digerleri, 2005). Botulinum
norotoksini (BoNT), ortaya cikan anti-kanser bakteriyel toksinidir. Yapilan caligmalarda
BoNT'nin tiimér damarlarini agarak kanser hiicrelerinin radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte
kullanildiginda kanser hiicresini etkili bir sekilde yok ettigi goriilmiistiir (Ansiaux ve Gallez,
2007). Aggregatibacter actinomycetemcomitans tarafindan salgilanan 16kotoksin (LtxA)
AML tedavisinde kullanilmistir ve gesitli diger hematolojik maligniteler i¢inde aragtirtlmigtir
(Kachlany, 2010). Sitolisin A (ClyA; HIyE olarak da bilinir), 6karyotik hiicre zarlarinda
porler olusturan ve kaspaz aracili hiicre 6liimiinii tetikleyerek ¢alisan bir bakteriyel toksinidir.
Birkag calisma, farelerin ClyA toksininin timor biiyimesini inhibe ettigini bulmuslardir
(Jiang ve digerleri, 2010). Pseudomonas aeruginosa ait ekzotoksin T’nin ise ¢ok ¢esitli murin
ve insan kanser hiicre hatlarina kars1 sitotoksisiteyi indiikledigi gosterilmistir (Goldufsky
digerleri, 2015). Botulinum noérotoksin tip A (BoNT-A), apoptotik aktivite yoluyla prostatik
hiperplazi (BPH) gibi baz1 kanser tiirlerini 1iyilestirebilen, hiicre biiylimesini ve
proliferasyonunu azalttig1 ve bu toksinin sitotoksisiteyi indiikledigi ve apoptoz yoluyla kanser
hiicre hattinda 6liime yol a¢tigi bulunmustur. Goldufsky ve ¢alisma arkadaslari, ExoT'nin ise
meme kanseri ve ¢oklu primer tiimorlerde timor olusumunu ve bilyiimesini azaltmak igin
sitotoksisiteye neden oldugunu gostermistir. Baska c¢alismalarinda ise ExoT'nin kanser
tedavisi i¢in olas1 bir aday olma potansiyelini belirlemek amaciyla, cilt, meme, akciger ve
yumurtalik dahil olmak iizere direngli tiimor hiicre hatlarina karsi ExoT'nin sitotoksisitesini
arastirmislardir ve ¢alismalarinin sonuglarina gére, ExoT nin incelenen tiim hiicre hatlarinda
giiclii sitotoksisiteye neden oldugunu, ayrica timdr olusumunu ve B16 melanomunun

biiylimesini azalttigin1 géstermislerdir (Goldufsky digerleri, 2015).
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Clostridium perfringens tarafindan iiretilen enterotoksin (CPE), anti-kanser tedavisinde,
ozellikle kolorektal kanserlerin tedavisi i¢in aragtirilmis ve Rekombinant CPE'nin (recCPE)
hem in vitro hem de in vivo caligmalarda etkili bir antikanser ajan1 oldugu gosterilmistir.
Ayrica mide kanserinin tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir (Pahle digerleri, 2017). Diger
bir ¢alismada ise difteri toksini meme kanserine karsi antikanser aktivite gostermistir (MCF 7)
(Lewis ve digerleri, 2017). Yukarida bahsedilen deneylere ek olarak, bakteriyel toksinler ile
¢ok sayida arastirma yapilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Boylece, bakteriyel
toksinler umut verici bir anti-kanser ajani olarak ortaya ¢ikmistir. Bizim ¢alismasmizda ise S.
aureus’ta bulunan PVL toksininin prostat kanseri {izerine etkisine bakilmistir. PVL toksini ile
ilgili daha once yapilan galismalara bakacak olursak genelde 16semi iizerine etkisi olup
olmadigina bakilmistir. PVL, insan PMN'lerinde 6nemli bir sitotoksik role sahip oldugunu ve
diisiik konsantrasyonlarda apoptoza ve yliksek konsantrasyonlarda nekroza yol agtigini
bulmuslardir (Genestier ve digerleri, 2005). Spaan ve arkadaslari, ise LukS-PV'nin insan
notrofillerine  ve monositlerine  baglanabildigini, ancak lenfositlere baglanmadigini
bildirmislerdir (Spaan ve digerleri, 2013). Fare modeli {izerinde LUkS-PV’nin HL-60 ve AML
hiicre hattinda canlilifi inhibe ettigini ve farklilasmay1r ve apoptozu indiikledigini
bildirmislerdir (Shan ve digerleri, 2015). Baska bir arastirmada ise LUKS-PV'nin insan 16semi
hiicrelerinin farklilagsmasindaki potansiyel etkisini ve altta yatan mekanizmay1 incelemisgler ve
insan akut miyeloid 16semi (AML) hiicrelerinin farklilasmasini indiikledigini bulmuslardir.
Ayrica, LukS-PV, THP-1 ve HL-60 hiicreleri igin spesifik olarak anti-lsemi aktivitesine
sahip oldugunu ancak AS549, jurkat veya HeLa hiicreleri icin aktiviteye sahip olmadigini
gosternislerdir (Dai digerleri, 2016). Zang ve arkadaslari; LUkS-PV’nin insan akut miyolid
16semi (AML) olan THP-1 ve HL-60 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini bulmuslar ve
bunun iizerine LukS-PV tarafindan indiiklenen 16semi hiicrelerin apoptozunda C5aR rolunu
aragtirmiglardir. Bu sonucunda C5aR’nin asir1 ekspresyonu apoptozu artirdigini, ayrica bu
C5aR kanser hiicrelerinde daha fazla ekspresyon oldugunu bundan dolay ise tiimor hiicrelerin
ilerlemesinde 6nemli rol oynadigini bulmuslardir (Zhang digerleri, 2019). Wang ve
arkadaslarinin hepaseliiler karsinom (HCC) hiicreler {izerinde yaptig1 calismadalarda ise;
LukS-PV'nin HCC hiicrelerin hiicre gogii lizerindeki etkisine bakmislar ve hiicre gociinii
engelledigini buna bagl olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ayrica HCC hiicre
hatlarinda konsantrasyona bagli bir sekilde apoptozu indiikledigini bulmuslardir (Wang ve
digerleri, 2020; Ma ve digerleri, 2020).
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PVL, genellikle 16semi hiicrelerinin iizerine etkisi arastirilmistir ancak diger kanser
hiicrelerin etkisine cok fazla bakilmamistir. Ozellikle prostat hiicreleri iizerindeki etkisi
arastirilmamistir. Bundan dolay1 bu calismada prostat hiicreleri {izerindeki etkisini arastirdik.
Ilk olarak elde ettigimiz rekombinat proteinleri daha once etkisi oldugu bilinen makrofaj
hiicreleri lizerine denenmis ve etkisini goriilmiistiir. Daha sonra prostat saglikli hiicre ve
prostat kanserli hiicre iizerine etkisine bakilmistir. Elde ettigimiz rekombinant {irlinlerin
makrofaj lizerindeki etkisine baktigimizda rPVL ve LukS-PV makrofaj iizerinde sitotoksik
etkisi goriilmiis ancak LUkF-PV makrofaj lizerinde ¢ok fazla sitotoksik etkisi goriilmemistir.
LUkS-PV’nin sitotoksik olmasinin sebebi hiicre yiizeyinde bulunan C5aR reseptoriine
baglanmasindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. LUkF-PV kendi basina makrofajlar tizerinde
sitotoksik etkisi olmamasmin sebebi ise LukS-PV’nin ortamba bulunmamasindan dolay:
kaynaklanmis olabilir. Daha sonra rekombianant iiriinler RWP-1 (normal prostat hiicre hatti)
ve PC3( kanser hiicre hatti) hiicre hatlar1 iizerinde etkilere bakildiginda ise RWP-1 ve PC3
tizerinde iretilen rekombinat {riinlerin sitotoksik etkisinin olmadi ancak rPVL’nin diger
rekombinant {riinlerine gore sitotoksite oraninin az da olsa fazla oldugu goriilmiistiir.
Rekombinant LUkS-PV ve LukF-PV hiicreler tizerinde higbir sitotoksik etkisi goriillmemistir.
Prostat hiicre yiizeyinde PVL ait reseptor olmadigi igin ya da saf sekilde uygulama yapilmagi
icin etkisi goriilmemistir. Saf sekilde elde edilip tekrar uygulama yapilabilir. Ancak PC3
hiicre hattinda, hiicrelerin yiizeyden kalktigi ancak PBS uygulanan hiicrelerin kalkmadigi
gozlemlenmistir. Bunun nedeni bu rekombinant iirlinlerin enzimatik aktivitesi veya daha dnce
belirtildigi gibi saf uygulanma yapilmadig i¢in oldugu diisiiniilmektedir. Bunun {izerine ayri
bir calisma gerceklestirilebilir ya da baska hiicre hatlar1 iizerinde etkisine bakilabilir ve etki

mekanizmasi arastirilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Kanser tedavisinde yeni ve umut verici yontemler bulmaya yonelik caligmalar
siirmektedir. Bu c¢alismada prostat hiicre hatti iizerinde rekombinant rPVL, LukS-PV ve
LukF-PV proteinlerinin sitotoksik etkisine bakilmistir. Deney sonuglarina bakildiginda
makrofajlar iizerinden rPVL ve LukS-PV proteinlerin sitotoksik etkilerinin goriilmesine
ragmen prostat hiicre hatlar1 iizerinde bu proteinlerin sitotoksik etkisi goriillmemistir. Calisma
sonuglart “PVL prostat kanser hiicre hattinda sitotoksik etki gosterir” hipotezini
dogrulamamustir. Ancak ileri ¢alismalarla sitotoksik bir protein olan PVL’nin diger kanser
hiicre hatlar1 {izerinde etkisi olup olmadigina bakilabilir. Sitotoksik proteinlerin iiretimi
konusunda edindigimiz tecriilbe ile bakterilerdeki diger sitotoksik genlerin klonlanmasi,
rekombinant olarak sentezlenmesi ve kanser hiicre hatlari {izerine etkisinin gozlenmesi, yeni

tedavi yontemleri gelistirilmesi i¢in yapilacak aragtirmalar igin baz olusturabilir.
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