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Mikrosistin biyosentez yolaklarinin diizenlenmesi
ve genetik mekanizmalar

Serap YALCIN'

OZET

Oksijenik fotosentetik bakteriler grubunda yer
alan, sucul ve karasal cevrede cok yaygin bir yasam
alan1 bulunan siyanobakteriler (Mavi-yesil alg) farkl
morfolojik yapiya sahiptirler. Siyanobakteriler, bir kismi
oldukca etkili toksin olan ribozomal olmayan peptidler,
poliketidler ve alkoloidleri iceren biyoaktif sekonder
metabolit Uretebilmektedirler. Toksik siyanobakterilerin
yaygin bir sekilde bulunmasi insan ve hayvan sagligi
icin risk olusturmaktadir. Siyanobakterial toksinler veya
siyanotoksinler insanlarda karaciger kanseri, dermal
kontakt irritasyonlar, gastroenterit gibi hastaliklara sebep
olmaktadir. Siyanotoksinler norotoksinler,hepatotoksinler,
sitotoksinler ve dermatotoksinler olmak Uzere dort
ana sinifa aynlirlar. Fakat yapisal olarak birbirlerinden
oldukca farklidirlar. Gegtigimiz on yil icerisinde dort
temel siyanotoksinin: mikrosistin, nodularin, saksitoksin
ve silindrospermopsin biyosentez yolaklar1 biyokimyasal
ve genetik olarak tanimlanmistir. Mikrosistinlerin, insan
ve hayvan intoksikasyonlarin1 iceren bircok vakadan
sorumlu oldugu gosterilmistir. Bu derleme ile mikrosistinin
biyosentez yolaklarini, kimyasal, genetik ve toksikolojik
ozelliklerin aciklanmaya calisilmistir.

Anahtar Sozciikler: Siyanobakteri, mikrosistin, toksin

ABSTRACT

The cyanobacteria (blue-green algae), as they are
commonly named, comprise a diverse group of oxygenic
photosynthetic bacteria that inhabit a wide range
of aquatic and terrestrial environments, and display
incredible  morphological

diversity. Cyanobacteria

produce bioactive secondary metabolites, including
alkaloids, polyketides and non-ribosomal peptides, some
of which are potent toxins. The common occurrence
of toxic cyanobacteria causes problems for health of
animals and human. Cyanobacterial toxins or cyanotoxins
are responsible diseases such as liver cancer, dermal
contact irritations and gastroenteritis in humans. The
cyanotoxins divide four major classes: the neurotoxins,
hepatotoxins, cytotoxins, and dermatoxins. However,
this toxins are quite variety. The biosynthesis pathways
of the four major cyanotoxins: microcystin, saxitoxin,
nodularin and cylindrospermopsin, have been interpreted
as biochemical and genetical in the past decade.
Microcystins have been implicated in several cases of
animal and human intoxications. This review summarizes
biosynthesis pathways of microcystin, chemistry, genetic
and toxicology.
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GIRIS

Siyanobakteriler fotosentetik bakterilerin buiylk

cogunlugunu olustururlar.  Siyanobakterilerin ilk
olarak yaklasik 3.5 milyon yil 6ncesinde varolduklan
Morfolojik olarak siyanobakterilerin

bulunabilmektedir.

bilinmektedir.
farklh
ekoloji, insan sagligi ve endiistri alanlarinda 6nemli
mikroorganizmalardir (1). Siyanobakterilerin tahminen
toksin lretebilme ozelligine

turleri Siyanobakteriler

150 cinsi, zararli

sahiptir. Siyanobakteriler tarafindan dUretilen bu
dort katogoride

1. norotoksinler, 2. hepatotoksinler, 3. sitotoksinler

toksinler siniflandinlmaktadir:
ve 4. dermatotoksinler (irritan toksinler) (2, 3). Bu
derleme kapsaminda, insan sagligi izerinde son
derece onemli bir hepatotoksin olan mikrosistin
Uzerine odaklanilmis olup ve son on yil icinde
mikrosistinin tanimlanan biyosentez yolaklar1 ayrintili
bir sekilde aciklanmaya calisilmistir.

MIKROSISTIN

Siyanobakterilerden  Microcystis,

Oscillatoria, Planktothrix, Chroococcus ve Nostoc

Anabaena,

cinsleri heptapeptit yapisinda bir hepatotoksin olan
mikrosistin icermektedir. Microcystis aeruginosa gibi
mikrosistin Ureten tirler yaygin dagilima sahiptir ve
insan sagligi icin 6nemli tehdit olusturmaktadir (4).

MIKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

MIKROSISTININ KiIMYASAL YAPISI

Mikrosistinler, siyanobakterilerde bulunan
toksinlerin yapisal olarak farkli ve en biyiik grubunu
olustururlar.  Yaklasik 90 mikrosistin izoformunun,
metilasyon, hidroksilasyon, epimerizasyon derecesi,
peptid sekanst ve toksisitesi tamimlanmistir
(5, 6). Siklik peptid olan mikrosistinler tip 1 ve tip2A
okaryotik protein fosfatazlarinen etkiliinhibitorleridir.
Mikrosistinler siklo yapisina sahiptir (-Adda-D-Glu-Mdha-
D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z) (5, 7). Genel yapida X ve Z cesitli
L formunda bulunan aminoasitleridir. Adda, 3-amino-
9-metoksi-2,6,8,-trimetil-10-fenil-4,6,-dekadienoik
asit, D-MeAsp, 3-metilaspartik asit ve Mdha ise
(5,7).

genel yapisi Sekil 1’ de gosterilmektedir.

N-metil-dehidroalanin’dir Mikrosistinlerin

MIKROSISTININ TOKSIKOLOJIK ETKiSi

insanlarda mikrosistin zehirlenmesi sonucu goriilen
en onemli isaret karaciger hasaridir. 1996 yilinda
Brezilya’da 131 hastanin 116’sinda kusma, kaslarda
zay1flik gibi rutin zehirlenme belirtileri fark edilmis, bu
hastalarin 100’iinde akut karaciger hasari gelisirken,
52’sinde
semptomlar belirlenmistir. Bun semptomun sebebi

“Caruaru Sendromu” olarak tanimlanan

klorlama ve filtreleme islemi uygulanmamis sulara

Siklo-(D-Ala'-X*-D-MeAsp®-Z2*- Adda’-D-Glu®-Mdha’)

Sekil 1. Mikrosistin yapisi. Mikrosistin siklik heptapeptitdir. Mikrosistinde iki degisken amino asit X ve Z olarak
gosterilmektedir. En yaygin izoformu mikrosistin-LR (MA: 995. 17) dir.
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karisan siyanotoksinlerin tiketilmesi sonucu meydana
gelmistir. Yapilan analizler sonucunda sularda tespit
edilen mikrosistinler, ayn1 zamanda hastalarin kaninda
ve karacigerinde de bulunmustur (8 - 10).

Gurbuz ve ark. (11), Turkiye’de Kovada goliinde
yaptiklan calismada mikrosistin seviyesinin aylara
gore degisiklik gostermesinden dolay1, insan sagligi
acisindan surekli bu sularin kontrol altinda tutulmas:
gerektigini rapor etmislerdir. Uluslararasi Kanser
Arastirma Merkezi (IARC) ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) verilerine gore farelerde kilogram basina
(ug/kg/d) 0,04 ug karaciger toksisitesi meydana
tolere edilebilir

1,5 pg/L dir
sularina

getirmektedir. icme sularinda
gunlik doz mikrosistin-LR

Siyanotoksin

icin
zehirlenmeleri icme

karisan toksinler nedeniyle evcil hayvanlarda da

rapor edilmistir. Amerikanmin farkli eyaletlerinde
[(California (12), Colorado (13), Georgia (14),
Michigan (15), Mississippi (16), Oklahoma (17),
Wisconsin  (18), Saskatchewan] ve Kanada (19,

20)’da mikrosistinler nedeniyle evcil hayvanlarda
zehirlenmeler belirlenmistir. Mikrosistinler litrede
(ug/L) birkac mikrogram gibi kucik dozlarda dahi
baliklar Uizerinde toksik etki meydana getirmektedir.
Tablo 1’de cesitli  balik uygulanan
mikrosisitinin farkli dozlarimin karaciger ve bobrekler
uzerine subletal etkisi gorilmektedir (21-25).

turlerine

Mikrosistin besinlerle alindiginda organik anyon
transport proteinleri ile karacigere tasinir ve protein

Tablo 1. Baliklarda subletal oral mikrosistin dozlarinin etkisi
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fosfataz 1 ve 2A'min inhibisyonu ile toksisitesini
gostermektedir (26 - 28). Protein fosfatazin inhibisyonu
yapisal filamentlerin asin fosforilasyonuna, hiicre
degradasyonuna

bozulmasina yol acmaktadir (29 - 32). Hepatositlerde

iskeleti ve hepatik yapinin
meydana gelen biizilme ve kiicilmeler karaciger
dokularinda hasara neden olmaktadir. Bu bolgesel
doku hasari, organ yikimi ve hemorajik sok ile

sonuclanmaktadir (30).

Mikrosistinin  biitiin isoformlan toksisite
tespit edilmistir.
form olan mikrosistin-LR’nin,
degeri 50 pg iken,
RR icin olduricu doz 600 pg’dan daha fazladir
(33, 34). Aym1 zamanda bu toksinlerin olduriicl
olmayan bile
olusumuna neden oldugu gozlemlenmistir (33, 34).

Cesitli calismalarda mikrosistinin kronik maruziyeti

icin,
Ornegin en yaygin
farelerde LD 50
nadir gorulen mikrosistin-

dereceleri

dozlarina maruziyetin  kanser

sonucu farelerde ve ratlarda deri
kanseri olusumu gozlenmistir (35, 36). Epidemiyolojik

veriler

ve akciger

insanlarda hepatoselliler karsinom gibi
uzun donemli etkilerin varligin1 desteklemektedirler

(37, 38).

MIKROSISTIN BiYOSENTEZi VE GENETIK YAPISI

Mikrosistin, ribozomal olmayan peptid sentetaz
(NRPS) ve poliketid sentaz (PKS)
enzim kompleksi

iceren cok islevli
tarafindan sentezlenmektedir.

McyS gen bolgesi tarafindan kodlanan biyosentez

Balik . B\‘Zkg) s:;:; i a”‘nf;:lz‘(‘gztn) T(:;';"g /ﬁ;’)z Subletal Etki Ref.

Sazan (Yetiskin) 2.5 16 16 40 Yaygin karaciger hasari (21)

Sazan (Yetiskin) 50 28 28 1,400 Agir karaciger hasari (22)

Sazan (Geng) 400 1 1 400 Agir karaciger ve bobrek hasar (23)

Alabalik 550 8 4 4,400 Agir karaciger hasan (24)

Levrek 1,150 8 4 9,200 Agir karaciger hasari (25)
Turk Hij Den Biyol Derg
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enzimleri Microcystis, Anabaena, ve Planktothrix gibi
cesitli siyanobakteri tirlerinde karakterizedir (39-41)
(Sekil 2). Microcystis aeruginosa PCC7806’ da, mcyS
gen kiimesi 55kb’dir ve mcyA-C and mcyD-J olmak
Uzere sentezlenen iki operonda 10 gen icermektedir.
Bu iki operondan en genis olan gen bolgesi mcyD-J,
PKS enzimi (McyD), NRPS ve PKS enzimleri (hibrit
enzim) (McyE and McyG), toksinlerin tasinmasinda
rol alan enzimleri (McyH), daha kicuk bir operon
olan mcyA-C ise NRPS enzimlerini kodlanmaktadir
(McyA-C) (39) (Sekil 3).

Homolog enzimler ve biyoinformatik analizlere
bagli Adda’min olusumu,
tarafindan  kodlanan enzimler ile meydana
gelmektedir. Hibrit NRPS/PKS enzimi (McyG) Adda
biyosentezinin ilk basamaginda rol almaktadir. NRPS

mcyD-G ve J genleri

enziminin, fenilasetat1 aktive etmesi baslangic
hipotezi olarak belirlenmesine ragmen, A-PCP’nin
biyokimyasal karakterizasyonu, simflandintmis
fenilpropanoidlerin aktive edilmesi ve PCP yliklenmesi
ile meydana gelmektedir (42). Aktivasyonun ardindan
fenilpropanoidlerin baslatici Unitesi cesitli malonil-
CoA uzama basamaklari ve C-metilasyon, rediiksiyon,
dehidrasyon ile devam eder ve McyD, E ve G’ nin PKS

modilleri ile katalizlenir. Aminotransferaz enzimi,

A

MIKROSISTIN VE BiYOSENTEZ YOLAKLARI

Adda biyosentezinin son asamasinda poliketid’i
B-amino aside donustiiriir. ikinci hibrit PKS/NRPS
NRPS
ve Adda ile D-Glu kondensasyonunda rol aldigi

enziminin ise modulinin  aktivasyonda
disunidlmektedir (4).

Mcy F ORF geninin, mikrosistin L-Glu kalintilarinin
epimerizasyonundan sorumlu glutamat
enzimini kodladigi tahmin edilmektedir (39, 43).

Yapilan calismalar McyF’nin  Asp

rasemaz

rasemaz olarak
Planktothrix
agardhii’ deki mutagenez calismalar, Adda uretimin

rol oynadigim ileri siirmektedir (44).

monofonksiyonal enzim (McyJ) tarafindan O-metilasyon
basamaginin katalizlendigi bildirmektedir (40).

Mikrosistin biyosentez yolaginda kalan diger

biyosentetik  enzimler  spesifik  aktivasyonda,
modifikasyonda ve lineer peptid zincirinde aminoasit
substratlarinin kondensasyonunda gorev almaktadir.
ilk olarak McyA, D-ala’min eklenmesinin ardindan
zincire L-Ser’ni eklemektedir. Bu basamak L-Leu ve
D-MeAsp kalintilarinin (McyB), L-Arg (McyC) eklenmesi
ile son peptid dUriiniin salinimim takip etmektedir.
Kalan tek enzim 2-hidroksi-asit dehidrojenaz (Mcyl),
3-metilmalat’in

3-metiloksalasetat’a  donusimu

ile mikrosistin siklik yapis1 icinde, D-metilaspartat

uretimini gerceklestirmektedir (45).

. Cmr oy )

Sekil 2. Cesitli siyanobakterilerde hepatotoksin gen kiimeleri. (A) N. spumigena, (B) M. aeruginosa, (C) P. agardhii, ve
(D) Anabaena sp. 90’da mikrosistin ve nodularin gen kiimeleri poliketid sentaz (beyaz), non-ribosomal peptit sentetaz
(kirmiz1), 6zel enzimler (gri) ve ABC tasiyicilarim (siyah) kodlamaktadir (4).

Turk Hij Den Biyol Derg



S. YALCIN Cilt 69 ®m Say13 m 2012

Fenilasetat \‘—’
+ATP

+Malonyl-CoA
+NADPH + H* +Malonyl-CoA
+2%SAM e
LSAM + Malonyl-CoA \\_.
HO + NADPH +H* >
Ho + Malonyl-CoA \’
+ Clutamate?
+5AM +1-Glu
+ ATP
Meyi

Mo MeyA N MoB MeyC

Sekil 3. Mikrosistinin model formasyonu (McyA-E,G). Beyaz dikdortgen PKS veya NRPS’yi gostermektedir. Aminotransferaz
kare seklinde gosterilmektedir. ORF, McyJ, F ve |, aktivitesi U¢gen ile belirtilmektedir. Kisaltmalar: A, aminoacil adenilasyon;
ACP, acil tasiyic1 protein; AMT, aminotransferaz; AT, aciltransferaz; C, kondenzasyon; CM, C-metiltransferaz; DH, dehidrataz;
Ep, epimerizasyon; KR, ketoacil rediiktaz; KS, B-ketoacil sentaz; NM, N-metiltransferaz; OM, O-metiltransferaz; RC, rasemaz;
TE, tiyoesteraz. NRPS tiyolasyon motifi siyah ile gosterilmektedir (4, 22).
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ABC tasiyict genin ise (mcyH), mikrosistinlerin
tasinmasinda gorev aldigr bilinmektedir (46). Bu
(47, 48) vya
da yiiksek ve kirmizi 1s18a maruziyet ile blyilime

toksinler tilakoid lokalizasyonundan

durumunda toksinin disarnn atilmasindan sorumlu
olabilmektedir (49).

M. aeruginosa, P. agardhii (40) ve Anabaena sp.
(41)’min mcyS gen kimeleri Uzerine yapilan calismalar
toksin biyosentez prosesinin benzer oldugunu ancak,
siyanobakterilerin farkli tirleri arasindaki
genlerinin diziliminde degisiklikleri gostermisledir

(39). M. aeruginosa ve Anabaena sp. mcyS kuimeleri iki

mcyS

operon arasinda dizilmistir ancak bu iki tiir arasinda
bu operonlar icinde genlerin dizilis siras1 farklilik
gostermektedir. P agardhii’de mcyS kimeleri mcyF
ve mcyl icermeyen kendine 6zgu diizene sahiptir. Ayn
zamanda P. agardhii’de mcyS gen kiimeleri mcyT adi
verilen gen icermektedir. Bu gen promotor bolgede
yer almakta ve tip Il tioesteraz enzimini kodladig
aeruginosa, P. agardhii ve
Anabaena sp.’de mcyS’ in 6zelligi siyanobakterilerde

dusunulmektedir. M.

hepatotoksin biyosentezini ve orijinini anlamak icin
onemlidir. Transpozaz enzimlerinin tanimlanmasi
ile iliskili, mcyS ve ndaS (nodularin) gen kiimeleri
ve yapilan filogenetik analizler cesitli mikrosistin
izoformlarinin ve mcyS gen kumelerinin sporadik
dagilimindan sorumlu rekombinasyon olaylari ve gen
transferi teorisine izin vermektedir (39, 50, 51).
Nitrojen, fosfor, iz elementler, bliyiime sicakligi,
15tk ve pH gibi cevresel ve fiziksel faktorlerin
siyanobakterilerde hepatotoksin liretimini etkiledigi
dusunulmektedir (52 - 58). Ancak baz1 calismalarda
bu konu tam olarak standardize edilmemistir.
Toksin diizenleme calismalarinin cogu direk olarak
hiicresel toksin 6lcumu uzerine odaklanirken, Tillett
ve ark. molekiler seviyede mcy gen kiimelerinin
tanimlanmasinin daha yakindan incelenmesine imkan
vermektedir (49). Kaebernick ve ark., farkli 151k
dereceleri altinda mcyB ve mcyD’nin transkripsiyonu
olcmek icin “RNase protection assay” kullanmislardir.
Yiiksek 151k yogunlugunda ve kirmizi 1s1k yogunlugunda
birbiri

artan transkripsiyon seviyesini ile iliskili
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bulurken, mavi 1sikta ise transkripsiyon seviyesi
azalmaktadir. ilginc olarak, koyu- hafif 1sikta (0 ve
16 pmol foton m-2 s-1), ve orta-yuksek 151k (31 ve
68 pmol foton m-2 s-1) araliginda meydana gelen
(59).

Alternatif transkripsiyon baslama bolgeleri farkl

transkripsiyonun  arttigini  gostermislerdir
151k yogunluklart altinda kiiltlirlenmis hucrelerde
her iki operon icin tammlanmisti. Ornegin diisiik
151k yogunlugu altinda poliketid ve mcyD-J,
merkez promotor (mcyD)’den polisistronik mesaj
(mcyDEFGHIJ)’1n  bir

edilirken,

parcast olarak transkribe
yliksek 1s1k yogunlugu altinda genler
alternatif promotor bolgesinden sentezlenmektedir.
Yiiksek 151k yogunlugu altinda alternatif promotor
transkripsiyonun artmasina izin vermektedir (mcyB
ve mcyD). Diger 6zel enzimlerin (mcyF, G, H, | ve J)
cogu ise kendine 6zgli promotorlere sahiptir.
Beslenme icerigi ve sicaklik gibi diger faktorler
mcyS ekspresyonunu ve toksin  biyosentezini
etkiledigi gosterilmistir. Ornegin, Sevilla ve ark.,
(58) M. aeruginosa PCC7806’de mcyS ekspresyonu
ve toksin biyosentezi uzerine demir (Fe) nin etkisini
arastirmislardir (58). Real time PCR restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (RFLP), southern ve
dot blot hibridizasyon, sekans ve yuksek basincli
(HPLC)
biyosentez genlerinin tanimlanmasi,
LR’nin
(60-64).
beslenmenin, mcyD transkripsiyonda artisa neden

sivi  kromotografi analizleri, mikrosistin
mikrosistin-
kullanilmaktadir

sentezinin Olcimiu igin

Bu calismanin sonucu demirden eksik

oldugunu desteklemektedir (58).

Xu ve ark. (65), insan WRL-68 hiicre hatlarina
uyguladiklart Mikrosistin-LR’nin (10ug/L)
miRNA ekspresyonunda degisikliklere neden oldugunu

karaciger

rapor etmislerdir.

Mikrosistin-LR etkisinin karaciger metalloproteinase
-2/-9 gen ifadesini degistirdigi ve kanser hiicre gociinii
de uyardig1 yine son zamanlarda yapilan calismalar
arasindadir (66).

Proteomiks Zebrafish’lerde
(0,5 LD,)
sonra 24 protein

calismalarinda
intraperitonal olarak  Mikrosistinin

(2.000 pg/kg) verilmesinden
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Uzerine yapilan analizleri sonucu iskelet vyapisi,
oksidatif stres, glikolizis metabolizmasi, kalsiyum
iyon baglanams1 ve diger biyolojik fonksiyonlarda
degisiklikler
testislerde hasar ve disi

gozlemlenmistir. ~ Aym zamanda
zebrafish’lerin  lireme
sisteminde oksidatif stresten dolayr hasar meydana

gelmistir (67).

SONUC

Mikrosistinler, biyosentezi aciklanan ilk
siyanobakteri toksinleridir. Mikrosistinin yaklasik
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