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DERLEME

DOGAL BiR ANTIi-KANSER PROTEIN OLAN PARASPORINLER

Miijgan KESIK OKTAY *, Hatice GUNES
! Biyoloji Boliimii, Fen Fakiiltesi, Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla, Tiirkiye

OZET

Bacillus thuringiensis dogada genis yayilim gosteren, gram pozitif ve spor olusturan bir bakteridir. Sporulasyon evresinde,
sporlarla birlikte birgok bdcek cesidine karsi insektisit etki gosteren kristal proteinleri de iiretir. Insektisidal kristal proteinler
Cry ve Cyt proteinler olup; aktivitelerini duyarli boceklerin orta barsak membranlarinda bulunan reseptore baglanarak
gosterirler. Bu reseptor baglantili 6zgiil aktivitelerinden dolayi zirai miicadelede Snemlidirler. Daha sonralari, insektisit
olanlara gore dogada daha genis dagilim gdsteren insektisit olmayan kristal proteinler {izerindeki ¢alismalar yeni bir protein
smifi olan parasporinleri ortaya cikarmustir. Parasporinler ayricalikli olarak kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etki
gosterirken normal hiicrelere etki etmez ve hemolitik etki gostermez. Simdiye kadar alt1 parasporin ailesi tanimlanmis olup
toplamda 19 alt grup bilinmektedir. Parasporinler de insektisidal kristal proteinlere benzer sekilde reseptor baglantili etki
gosterdiginden kanser tedavisiyle ilgili ¢aligmalarda yeni bir aragtirma alaninin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Bu derlemede;
parasporinlerin kesfi, 6zellikleri, ¢esitleri ve etki mekanizmalar1 hakkinda yapilmis olan ¢aligmalar 6zetle anlatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus thuringiensis, Parasporin, Anti-kanser aktivite
PARASPORINS AS A NATURAL ANTI-CANCER PROTEIN

ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a gram positive and spore forming bacterium that shows a wide distribution in the nature.
During the sporulation phase, it produces insecticidal crystal proteins along with spores. These insecticidal proteins are called
Cry and Cyt proteins and have an activity when binding to spesific receptor located on the plasma membrane of mid-gut
epithelial cells of susceptible insects. This receptor mediated spesific activity makes Bt important in agricultural control of
insects. Afterwards, research on non-insecticidal proteins that have a wider distribution in nature than insecticidal ones
revealed a new protein class called parasporin. Parasporins are capable of discriminately killing cancer cells while does not
show cytotoxic and hemolytic activity against normal cells. So far, six parasporin families have been defined and a total of 19
sub-group is known. Because parasporins have a similar spesific-receptor binding effect with insecticidal crystal proteins,
they had led to emergence of a new research field related to cancer treatment. This study reviewed the discovery of
parasporins, their characteristics, varieties and their mechanisms of action on cancer cells.
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1. GIRIS

Bacillus thuringiensis ilk defa 1901 yilinda Shigetane Ischiwata tarafindan Japonya’da ani kolaps
(Flacherie veya Sotto hastaligi) hastaligina yakalanmis ipek bocekleri arastirildiginda kesfedilmistir
[1]. 1k onceleri B. thuringiensis’in ipek bdcekleri igin bir tehlike oldugu diisiiniilmesine ragmen
sonralar1 ¢esitli boceklere karsi insektisit olarak kullanilmistir.

B. thuringiensis, Bacillus cereus grubunda yer alan gram pozitif, fakiiltatif anaerobik ve spor
olusturan bir bakteridir. B. thuringiensis toprak, su, 6lii bécek kalintilari, tarimsal artiklar, gesitli
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koniferler ve bocekgil memeliler olmak tizere ¢ok farkli ekosistemlerde genis bir dagilim
gostermektedir [2,3,4]. B. thuringiensis biiyiimenin duragan evresinde sporulasyon ile birlikte
parasporal kristal proteinler tiretir. Bu kristaller taksonomik olarak ¢ok yakin olan B. thuringiensis ve
B. cereus tiirlerinin birbirinden ayirt edilmesini saglayan tek karakteristik 6zelliktir [5]. Parasporal
kristal proteinler delta-endotoksinler olarak adlandirilan ve gok farkli bocek tiirlerine kars: insektisidal
aktivite gosteren kristal (Cry) ve sitolitik (Cyt) toksinlerdir. Kristal proteinlerin insektisidal aktivitesi,
duyarli boceklerin orta barsak epitel hiicrelerinin plazma membraninda yer alan reseptore spesifik
baglanmasi sayesinde gergeklesir [6]. Bu secici 6zellik tarimsal miicadelede B. thuringiensis i ¢evresel
ve ekolojik yonden giivenli bir mikrobiyal ajan yapar.

Ancak dogada yayilis gosteren B. thuringiensis 'lerin insektisidal olmayan Cry proteinlerinin bulunma
orani, insektisidal olanlardan ¢ok daha fazladir [7,8]. Topraktan elde edilen ve insektisit aktivite
gostermeyen B. thuringiensis suslarinin oranimin oldukga yiiksek olmasi (%90), Cry proteinlerinin
diger biyolojik aktivitelerini aragtirma gereksinimini ortaya ¢ikarmustir [9].

2. PARASPORINLERIN KESFi

1999 yilinda Mizuki ve arkadaslar1 [10] tarafindan B. thuringiensis Cry proteinlerininin kapsamli
olarak taranmasi ile insektisit etkisinin disinda yeni bir biyolojik aktivite tanimlanmistir. Bu da insan
kanser hiicrelerini ve insan-patojenik protozoolari hedef alan proteinlerin kesfini saglamigtir. Bu
kapsamda 1700 B. thuringiensis izolat1 (Kyushu university B. thuringiensis collection) ve 44 referans
susa ait parasporal proteinlerin, insan 16semik T hiicrelerine karsi sitosidal aktiviteleri ve koyun
eritrositlerine karst hemolitik aktiviteleri taranmugtir. Ilk olarak, parasporal proteinler koyun
eritrositlerine uygulanmig ve 60 izolatta hemolizi uyardigi goriilmiistiir. Hemolize birgok omurgali ve
omurgasiza etki eden Cyt proteinler ve hemolitik enterotoksin+ hemolizin BL (HBL) protein
kompleksi neden olmaktadir [11,12,13]. Kalan 1684 izolatin MOLT-4 (16semik T hiicreleri)
hiicrelerine kars1 etkisine bakildifinda 42 izolatin sitotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
bu izolatlara ait parasporal proteinler insektisit aktivite de gostermemektedir. U(; izolat segilerek
parasporal proteinlerin neden oldugu antikanser aktivite karakterize edilmistir. Ug izolat da A549
(Akciger kanseri hiicreleri), HeLa (Uterus serviks kanseri hiicreleri) ve  MOLT-4 (Losemik T
hiicreleri) hiicrelerine karsi oldukga sitotoksik olup farkli seviyelerde sitotoksik aktivite gostermistir.
Bu izolatlardan A1462 ve A1190’in losemik ve normal T hiicrelerini ayirt edebilme yeteneginde
olduklar1 ve 16semik olanlara etki ettikleri goriilmistiir [10].

2000 yilinda Mizuki ve arkadaglarimin [14] A1190 susundan 81 kDa’luk proteini elde etmesiyle bu
proteinler Parasporin olarak isimlendirilmistir. Elde edilen bu yeni proteinin, B. thuringiensis Cry
proteinlerinde bulunan bes korunmus boélgeyi icerdigi fakat var olan Cry ve Cyt proteinlerle ¢ok az
benzerlik (<25 %) gosterdigi sekans analizleri sonucunda ortaya ¢ikarilmigtir. Parasporin ilk olarak
bilinen bir insektisit aktivitesi olmayan ve insan kanser hiicrelerini hedef alan proteinler olarak
tammlanmistir. Daha sonradan insektisidal aktivite parasporin tanimindan ¢ikarilarak “hemolitik
olmayan fakat ayricalikli olarak kanser hiicrelerini hedef alan B. thuringiensis ve ilgili bakteriyel
proteinlerdir” olarak degistirilmistir [15,16]. B. thuringiensis’in sporulasyon evresinde {rettigi
parasporal proteinler olan Cry proteinler ve parasporinlerin tanimlari tamamen ayrilamamakta; bazi
parasporinler hem bocekler hem de kanser hiicreleri tizerinde etkili olabilmektedir [16].

2.1. Parasporinlerin Genel Ozellikleri

Parasporinler belirli kanser hiicrelerine karsi hedefe 6zgii sitotoksik aktivite gosterirken normal
hiicreler tizerine etki etmemektedir. Ayrica insan hiicreleri iizerinde hemolitik etkisi yoktur.
Parasporinler de insektisidal Cry proteinler gibi sporulasyon evresinde 6nciil toksin olarak sentezlenir.
Aktiflenebilmeleri igin alkali kosullarda, proteolitik olarak N ve/veya C uglarindan kesilmesi
gerekmektedir. Proteolitik kesim sonrasinda onciil toksin, toksin formuna doniismektedir. Yapilan
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caligmalar parasporinlerin etki mekanizmalarinin da insektisidal Cry proteinlerde oldugu gibi reseptor
baglantili  gerceklestigini ortaya c¢ikarmustir.  Parasporinlerin  etkilerini  duyarli  hiicrelerin
membranlarinda yer alan reseptorler ile etkilesimin ardindan apoptotik yollarla veya membran
oligomerizyonunu uyarmalari ile hiicre gegirgenliginin bozulmasi sonucunda hiicre oliimiine yol
actiklart belirlenmistir [17]. Tanimlamast yapilmis alti farkli parasporin Japonya, Vietnam ve
Kanada’da yapilan ¢alismalarda elde edilmistir. Diinyanin farkli yerlerinde de parasporinlerin dagilinm
ve etki mekanizmalarimin aydinlatilmast ile ilgili caligmalar yapilmaya devam etmektedir.

2.2. Parasporinlerin Simflandirilmasi

Parasporinler, Cry proteinlerin siniflandirilma sisteminde oldugu gibi, aminoasit sekans benzerligine
dayali dort asamali isimlendirme ile smiflandirilmaktadir [17]. Simdiye kadar 19 parasporin
tanimlanmis olup, bunlar parasporin (PS) siniflandirma ve isimlendirme komitesi tarafindan alt1 ana
grupta (PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 ve PS6) siniflandirilmistir [18]. Bunlarin diginda heniiz tanimlanmasi
yapilmamig parasporin benzeri proteinler de literatiirde yer almaktadir [19,20,21,22].

Parasporinlerin sitosidal spektrumlar1 ve aktiviteleri farkli olmasina ragmen yapisal olarak B-por
olusturan toksin tipi (B-PFT) ve ii¢ domainden olusan toksin tipi olmak {izere iki sinifa ayrilirlar
[16,23]. U¢ domainden olusan parasporinler; insektisidal Cry proteinler igin karakteristik olan bes
korunmus bolgeyi kapsayan ii¢ domainli yapidan meydana gelen Cry proteinlere yapisal olarak
benzerlik gostermektedir. PS1, PS3 ve PS6 ii¢ domainli yapi gosteren parasporinler olup molekiiler
agirliklar1 diger parasporinlerden yiiksektir ve yaklagik 80 kDa’luk inaktif formlar1 proteolitik olarak
islenerek 60-70 kDa’luk aktif formlarina doniisiirler [15,24,25]. B-PFT tip parasporinler MTX-benzeri
Cry toksinlerle iliskilidir ve ii¢ domainli yap1 gdstermezler. PS2, PS4 ve PS5 B-PFT yapisindadir. Ug
domainli parasporinlere gére molekiiler agirliklar1 daha diisiik olup; inaktif formlar1 31-27 kDa, aktif
formlari ise 27-30 kDa’dur [26,27,28].

2.3. Parasporin Tipleri ve Sitotoksik Etki Mekanizmalari
Parasporinlerin normal hiicreler iizerinde degil ancak kanser hiicreleri {lizerinde segici sitotoksik
aktivite gosterdikleri bilinmektedir. Tablo 1°de 6 parasporin tipinin sitotoksik etki gosterdigi ¢esitli

kanser hiicreleri verilmistir. Asagida her bir parasporin tipinin 6zelligi, sitotoksisitesi ve kanser
hiicrelerini 6ldiirme mekanizmalar1 agiklanmustir.

Tablo 1. Parasporinlerin karakteristik 6zellikleri

B. Molekiiler agirlik Protein
Parasporin| thuringiensis | Duyarli Hiicre Hatlar1 [Proteolitik islenme sekli| (kDa) Onciil/aktif Kaynak
kaynak susu toksin yapist
PS1Aal A1190 EE;&”LGO' MOLT-4, "\l teminal/ Tripsin 81/15+56  B-Domain |[Katayama et al., 2005
MOLT-4, Jurkat, HL60, [N ve C terminal/
PS2Aal Al1547 HepG2, Caco-2, Sawano Proteinaz K 37/ 30 B-PFT Ito et al., 2004
PS3Aal A1462  HL60, HepG2 N ve C terminal/ 88/ 64 3-Domain [Yamashita et al., 2005
Proteinaz K
PS4Aal Al1470 MOLT-4, HL60, HepG2, C terminal/ Proteinaz K 31/ 27 B-PFT Okumura et al., 2005
Caco-2, Sawano, TCS
HelLa, MOLT-4, HepG2,
PS5Aal A1100 Caco-2, Sawano, TCS, [C terminal/ Proteinaz K 33/30 B-PFT Ekino et al., 2014
Jurkat, HL-60
PS6Aal MO019 Hel a, HepG2 N terminal/ Tripsin 73/ 14+ 59  B-Domain |[Nagamatsu et al., 2010
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Akiba ve Okumura [16]ya gore diizenlenmigtir. MOLT-4, Losemik T hiicresi; JURKAT, Losemik T
hiicresi; HL60, Miyeloid Losemi; HeLa, Uterus Serviks Kanseri; TCS, Uterus Serviks Kanseri;
Sawano, Uterus Kanseri; HEPG2, Hepatosit Kanseri; A549,Akciger Kanseri; Caco-2, Kolon Kanseri.

2.3.1. Parasporin-1

Yapilan siniflandirmaya gore Cry31Aal’e karsilik gelen Parasporin-1 (PS1Aal), B. thuringiensis
A1190 susundan elde edilmistir [14]. Parasporin-1 proteini 81,045 Da molekiiler agirhig: olan 723
aminoasit rezudisinden olusan bir polipeptittir. Parasporin-1’i sentezleyen gen 2169 bg
uzunlugundadir. Bu protein insektisidal Cry proteinlere benzer sekilde bes korunmus bolgeyi iceren iic
domainli yapida olmasia ragmen bilinen Cry ve Cyt proteinleri arasindaki benzerlik (<25%) c¢ok
diisiiktiir [17]. PS1 kanser hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini yalnizca proteazlarla aktivasyon
sonrast gostermektedir [14,15]. 81 kDa’luk onciil proteinin tripsin ile N-teminal bdlgesinden
proteolitik olarak islenmesi ile proteinin aktif formu olan 56 kDa ve 15 kDa’dan olusan heterodimer
bir protein olusur [15]. Toksinin aktif formu birgok kanser hiicre hattina karsi sitotoksik aktivite
gosterir. HL60 (Promiyeloktik 16semi hiicreleri) ve HelLa (Uterus serviks kanser hiicreleri) hiicreleri
toksine oldukca duyarli olup ECso (ilacin maksimum etkisinin yarisini olusturan konsantrasyon)
degerleri sirastyla 0,32 pg/ml ve 0,12 pg/ml’dir ve ayrica normal hiicrelere karsi toksisite
gostermemektedir (Tabli 1; Tablo 2). Duyarli hiicrelerin PS1’e cevabinin ise ti¢ domainli Cry
toksinlerinde oldugu gibi por olusumuyla agiklanmasi giictiir. PS1, por olusumuna yol agan membran
gecirgenligini arttirma veya membran depolarizasyonuna neden olmaz. Bunun yerine kalsiyumun
hiicre igine alinimimi uyararak duyarli hiicrelerde kalsiyum konsantrasyonunu arttirmak suretiyle
apoptotik sinyal yolagini aktiflestirdigi diistintilmektedir [29]. Foto reaktif ¢apraz baglantili deneyler
sonucunda tumor baskilayici bir gen olan beclin-1 tanimlanmigtir. Beclin-1’in PS1’in reseptorii olarak
hem otofaji hem de apoptozu diizenledigi Onerilmektedir. Ayrica anti-beclin-1 antikorlar1 ile olan
etkilesimler iki protein arasinda bir baglanti oldugunu dogrulamaktadir [30].

2.3.2. Parasporin-2

Cry46Aal olarak isimlendirilen Parasporin-2 (PS2Aal), B. thuringiensis serovar dakota A1547
susundan elde edilmistir [31]. 338 aminoasit rezudisinden olusan yaklasik 37,446 Da agirliginda bir
polipeptit olup, gen 1014 b¢ uzunlugundadir. PS1Aal’in aksine PS2Aal, insektisidal Kkristal
proteinlerde bulunan ti¢ domainli yapida degildir. Yalnizca Cryl5Aal ile diisiik seviyede benzerlik
gosterir [17,32]. 37 kDa’luk onciil proteinin N ve C terminallerinden proteinaz K ile islenmesi
sonucunda toksinin aktif formu olan 30 kDa’luk protein elde edilir [26]. Aktif toksin HepG2
(Hepatoseliiler karsinoma hiicreleri), CACO-2 (Kolon kanser hiicreleri), MOLT-4 (Losemik T
hiicresi), Jurkat (Lésemik T hiicresi) ve HL60 (Miyeloid 16semi hiicresi) kanser hiicrelerine karsi
oldukca toksik olup ECso degeri ortalama 20ng/ml’dir. Normal hepatosit ve HeLa hiicrelerine karsi
daha az etkilidir (ECso>1 pg/ml) [16] (Tablo 2). Aktif toksin HepG2 hiicrelerinin plazma
membraninda lipit tabakalarinda bulunan bilinmeyen bir reseptor protein ile etkilesmektedir [33,34].
PS2 proteini reseptdre baglandiktan sonra membran gegirgenligi artar ve por olusumuna yol agan
oligomerizasyona neden olur [26,31]. Hiicre membraninda yer alan kolesterol oligomerizasyonu
etkilediginden dolayi, PS2’nin sitosidal aktivitesinin hiicre yiizeyindeki lipit tabakalarda bulunan
Glikofosfatidilinositol (GPI)-demirli protein ile ilgili oldugu diigiiniilmektedir [34,35]. Por olusumu;
hiicre seklinin degismesi, organellerin fragmentasyonu, balonlasmaya benzer sekilde hiicre
morfolojisinin degismesi ve son olarak hiicrenin par¢alanmasina neden olur [34].

Abe ve ark. [36] tarafindan yapilan ¢alismada PS2’nin etki mekanizmasi aydinlatilmistir. Bu
calismada, duyarli hiicrelerin membranlarinda bulunan GPI-demirli proteinlerin PS2’nin sitosidal
aktivitesi ile iliskisi kanitlanmistir. GPI-demirli proteinlerde bulunun glikandan olusan gekirdegin
PS2’nin sitosidal aktivitesi i¢in gerekli oldugu buna karsin polipeptit bolgenin bir islevinin olmadigi
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belirlenmistir. Ayrica, PS2’nin lipit tabakalar ile etkilesiminin GPI-demirli proteinlerden bagimsiz
gerceklestigi kanitlanmistir ve bu da GPI-demirli olmayan bazi lipit tabaka molekiillerinin PS2’nin
hiicre yilizeyine baglanmasina yardimci oldugunu gostermektedir. Tiim veriler heniiz belirlenemeyen
PS2 reseptdriiniin, lipit tabakada yer alan bir protein oldugunu isaret etmektedir. Etki mekanizmasi
kisaca su sekilde 6zetlenebilir (Sekil 1): PS2 olasi protein reseptoriine baglanincaya kadar duyarl
hiicrelerin membranlarinda bulunan lipit tabakada birikir (1. Basamak). Toksin baglanmasi GPI-
demirli proteinlerin glikandan olusan cekirdekleri ile stabilize edilir (2. Basamak). Ardindan PS2
membrana gomiilii bir oligomer olusturur (3. Basamak). Toksin oligomerizasyonu sonucunda olusan
porlar plazma membraninin gegirgenliginin artmasina neden olur ve hiicre 6liir (4. Basamak).

Diger taraftan, 2015 yilinda Bresseur ve ark. [33] tarafindan yapilan ¢aligmada PS2’nin farkli insan
kanser hiicrelerinde apoptozu diizenleyen hiicre oldiiriicii bir toksin oldugu ortaya cikarilmistir.
Yapilan ¢alismada B. thuringiensis 4R2 susuna ait PS2’nin kanser hiicrelerinde apoptozu indiiklerken
normal hiicrelere etki etmedigi belirlenmistir. PS2 saflastirilmadan hiicreler tizerine uygulansaydi ham
oziit icerisinde bulunan bilesenler tarafindan sitosidal aktivite engellenebilirdi. Bu ¢alismada HepG2
hiicrelerine karsi elde edilen LDsg degeri daha once Kitada ve ark. [26]” nin elde ettigi degerlerden 10
kat daha fazla olmasi bu diisiinceyi desteklemektedir. Bununla birlikte hiicre tipine bagli olarak
PS2’nin apoptozu uyarmast hipotezi ¢aligmalarin diginda tutulamaz [36].

Fa2 GPIl-anchored

rotei
° Receptor RSN
\ Proteins

step 1 lons
step 2 step 3
\ Oligomer
plasma §§
membrane | lipid rafts
cytosol

step 4

Sekil 1. Parasporin-2’nin Etki Mekanizmasi

Sekil Abe ve ark. [36]’dan alinmustir. PS2 lipit tabakada bulunan olasi protein reseptoriiyle baglanir
(1. Basamak). Toksin baglanmasi GPI-demirli proteinler ile stabilize edilir (2. Basamak). PS2
membrana gomiilii bir oligomer olusturur (3. Basamak). Por olusumu sonucunda plazma membraninin
gecirgenliginin degismesine neden olur (4. Basamak).

2.3.3. Parasporin-3

Siniflandirma tablosunda Cry41Aal olarak yer alan PS3Aal, insektisidal Cry proteinlerde oldugu gibi
lic domainli yapiya sahip olup korunmus bes bolgeyi tasir. 825 aminoasit rezudisinden olusur ve
93,689 Da molekiiler agirliginda olup insektisidal Cry proteinlerle yiiksek benzerlik gostermez.
Proteinin aktiflenmesi igin proteolitik kesime ihtiyag vardir. 81 kDa’luk onciil protein N ve C
terminallerinden proteolitik olarak islenerek 64 kDa’luk aktif proteini olusturur [17,24]. PS3 yalnizca
HL-60 ve HepG2 karsi sitotoksik aktivite gosterir [29,31] (Tablo 2). PS3’iin insektisidal kristal
proteinlerde oldugu gibi tipik ii¢ domainli yap1 igermesi, kanser hiicrelerinde plazma membraninda por
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olusumuna neden olarak etki ettigini diisiindiirmektedir. Bu teori PS3’iin hedef hiicrelerde membran
gecirgenliginin artmasina neden oldugu belirlendikten sonra gliglenmistir [17].

Cry41Aa (PS3) insektisidal Cry proteinler i¢in karakteristik olan bes korunmus bolgeyi igerdiginden
dolay1 yapisal olarak insektisidal Cry proteinlerle olduk¢a benzerlik gosterir. Cry41Aa ve insektsidal
Cry proteinler arasindaki temel fark; Cry41Aa’nin karbonhidrat baglama 6zelligi tasiyan risin domaini
icermesidir. Cry41Aa geninin ii¢ genli bir operon sistemi i¢inde bulunan bir gen oldugu belirlenmistir.
ORF2 (Ag¢ik Okuma Cergevesi) genin islevsel bolimiini olusturur, ORF3 genin ifade edilmesi ile
ilgili iken ORF1’in bilinen bir gérevi bulunmamaktadir. Cry41Aa’da bulunan ORF2; C terminalinde
insektisidal Cry proteinlerde bulunmayan ve proteinin hedef hiicrenin yiizeyinde bulunan
karbonhidratlara baglanmasini saglayan risin domaini igerir ve bu da toksinin 6zgiilliigiiniin tespit
edilmesine yardimci olur. Cry41Aa’nin HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksik etkisi ilk birkag saatte
gdzlemlenmistir. Insektisidal Cry proteinlerde oldugu gibi proteolitik aktivasyon gereklidir. Ayrica
proteinin protoksin formu da az da olsa hiicre canliliginin azalmasina neden olmustur. Bunun endojen
proteazlardan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Cry41Aa toksinine maruz kalan HepG?2 hiicrelerinde
zaman ve doz bagimli olarak hiicre membran gecirgenligi hizla artmistir. Toksin uyarimina baglh
olarak ATP tiiketimi, metabolik aktivitede azalma, hiicrenin siskinlesmesi, ve membran hasari
gbzlenmistir. Cry41Aa kaspaz aktivasyonuna veya oksidatif strese neden olmamistir. Edinilen veriler
Cry41Aa’nin HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksik etkisinin ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) bagimsiz
nekrozisin ardindan por olusumu ile gerceklestigini desteklemektedir. Sonuglar hiicre ve toksine
Ozgidiir. Cry41Aa ile yapisal olarak benzerlik gosteren insektsidal CrylCa toksini ayni deney
kosullarinda HepG2 hiicrelerine karsi sitotoksik etki gostermemistir. Ayrica insektisidal ve insan
kanser hiicrelerini hedef alan her iki toksinin de toksisitesini 2. Domain’in 3. Ilmegi ile ilgili oldugu
belirlenmesine ragmen bu baglant1 sekans ve yapisal diizeyde tam olarak anlasilamamustir ([37]).

2.3.4. Parasporin-4

Cry45Aal’e karsilik gelen PS4Aal, 275 aminoasit rezudisinden olusan ve 30,078 Da agirliginda bir
polipeptittir. 828 b¢ uzunlugundaki gen tarafindan ifade edilir. Insektisidal Cry proteinlerde bulunan
bes korunmus bolgenin hi¢ birini tasimaz ve ili¢ domainli yap1 gostermez. Diger Cry ve Cyt
proteinlerde dahil olmak iizere proteinlerle <30 % olmak tizere ¢ok diisiik homoloji gosterir [17]. PS4
Sawano (Uterus kanseri hiicreleri), TCS (Uterus serviks kanseri hiicreleri), MOLT-4, HL60 (Miyeloid
16semi hiicreleri), HepG2 ve Caco-2 (Kolon kanseri hiicreleri) hiicrelerine karsi sitotoksik olup en
etkili oldugu hiicre hatlar1 Caco-2 (LD so: 0.124 pg/ml) ve Sawano (LDso: 0.245 pg/ml)’dur (Tablo 2).
PS4 ilk defa Okumura ve ark. [38] tarafindan B. thuringiensis A1470 susunda tanimlanmistir. A1470
susu PS4 ile birlikte PS2’yi de iiretmektedir. Okumura ve ark. [27] bir diger calismada, PS4’iin
uygulandig1 Caco-2 hiicrelerinde ¢ekirdeklerin kii¢iilmesine ve hiicrelerin patlamasina neden oldugu
belirlenmistir. PSI-BLAST c¢aligmalar1 sonucunda PS4’iin aerolizin tip B-por olusturan bir toksin
oldugu ortaya g¢ikarilmistir. Laktat dehidrojenaz salinimi ve FITC-dekstranlarin hiicre igine alinim
sadece duyarli hiicrelerde goriilmiis olup kaspaz- 3 ve 7 efektorlerinde aktivasyon goriilmemistir.
Kolesterol tiikketimini uyaran cyclodextrin uygulandiginda ise PS4 Caco-2 hiicrelerine karsi oldukga
toksiktir. Tiim bunlar PS4’iin kolesterol bagimsiz aktivite gosteren B-por olusturan bir toksin oldugunu
gostermektedir [27]. PS4 bir¢ok 6zellik bakimindan diger parasporinlerden farklidir. Bu nedenle etki
mekanizmasinin da farkli oldugu diisiiniilmektedir ancak bu anlamda kapsamli ¢alismalar mevcut
degildir [39].

2.3.5. Parasporin-5

Cry64Aal olarak isimlendirilen PS5Aal, B. thuringiensis serovar tohokuensis A1100 susundan izole
edilmistir. 33.8 kDa’luk inaktif 6nciil proteininin C terminalinin proteinaz K ile kesilmesi sonucu
olusan 29.8 kDa’luk protein aktif toksin formunu olusturmaktadir. Diger parasporinlerle ¢ok fazla
sekans benzerligi gostermemekle birlikte Cry toksinler ve aerolizin tipi B-por olusturan toksinlerle az

108



Kesik Oktay ve Giines / Anadolu Univ. Bil. Tek. Der. C — Yasam Bil. ve Biyotek. 6 (2) - 2017

da olsa benzerlik gostermektedir. Cry proteinlerde bulunan bes domainli yapi bulunmamaktadir
[17,28]. Losemik T hiicrelerine (MOLT-4) karsi oldukea sitotoksik olup ECso degeri 0.075 pg/ml’dir.
Bunun diginda 18 farkli memeli hiicre hatt1 {izerinde test edilmis ve farkli seviyelerde sitotoksik etki
gostermistir [28] (Tablo 2). PS5’in reseptor baglantis1 ve etki mekanizmasi ile ilgili heniiz yeterince
veri bulunmamaktadir.

2.3.6. Parasporin-6

Cry63Aa olarak isimlendirilen PS6Aal B. thuringiensis M109 susundan elde edilmistir. Ilk olarak
CP84 olarak isimlendirilen toksinin sekans analizleri bu proteinin ii¢ domainli bir Cry toksin oldugunu
desteklemektedir [25,38]. Insektisidal Cry2 toksini ile % 56.4 oraninda sekans benzerligi
gostermektedir ve ayrica {igiincii domaininde yer alan ekstra peptid gruplarindan dolay1 Cry2’den daha
biiyiik bir molekiildiir. Yapisal 6zellikleri ve etki ettigi hiicre tipleri karsilastirildiginda CP84’iin ayr
bir parasporin olarak degerlendirilmesi uygun goriilmiis ve parasporin-6 olarak isimlendirilmistir.
Alkali pH ortaminda N terminalinin proteinaz K ile islenmesi sonucunda aktiflenen toksin HepG2
(LCso degeri 2.3 pug/ml) ve HeLa (LCso degeri 7.2 pug/ml) hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gostermistir
(Tablo 2). Toksinin HepG2 hiicreleri iizerindeki morfolojik etkisi hiicre-hiicre adhezyonunun kaybi
sonucunda kiigiik hiicre kiimelerinin olusmasi ve ardindan yuvarlak sekilli hiicrelerin siskin balon
benzeri yapilar olusturmasi seklinde gozlemlenmistir. Toksinin bu hiicreler {izerinde insektisidal Cry
proteinlerde oldugu gibi sitoplazmik membran hasarina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Toksin
HeLa hiicreleri tizerindeki morfolojik etkisini hiicrelerin siskinlesmesi ile gostermistir. Sitoplazmada
vakuol olusumunun por olusturan toksinlerin farkli bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir. [25]. PS6’nin
hedef aldig1 molekiiller ve karakteristik 6zellikleri tizerine ¢aligmalar devam etmektedir.

Tablo 2. Parasporinlerin Etki Spektrumlari

Hiicre Hatti Hiicrelerin Nitelikleri PS1 pPS2 PS3 PS4 PS5 PS6
MOLT-4 Losemik T hiicresi ++ ++++ - - +++ ??
JURKAT Losemik T hiicresi - ++++ - - ++ ?2?
HL60 Miyeloid Lésemi +++ ++++ ++ +++ ++ ??
HelLa Uterus Serviks Kanseri +++ - - - +H++ +
TCS Uterus Serviks Kanseri - - - - ++ 7
Sawano Uterus Kanseri - +++ - + ++ 7
HEPG2 Hepatosit Kanseri ++ e+t ++ ++ +H+ e+
A549 Akciger Kanseri - +++ - - - 27
Caco-2 Kolon Kanseri - + - - - +

T Hiicresi Normal T Hiicresi - +++ - - 7 27
UtSMC Normal Uterus Hiicresi - ++ - - ++ ”?
HC Normal Hepatosit - - - - - -
MRC-5 Normal Akciger Hiicresi - + - - - 27
Vero Bobrek Hiicresi - 7 - - ?? ??
PC12 Feokromositoma 7 7 ?7? ++ ” ”

Ohba ve ark. [17] ve Krishnan [40]a gore diizenlenmistir. Hiicre proliferasyon deneylerinin
sonuglarina gore hesaplanan ECsp (Etkili konsantrasyon) degerlerine gore sitotoksisite seviyeleri
gosterilmistir. Sitotoksisite oranlari: oldukga yiiksek, ++++; yiiksek, +++; orta, ++; diisiik, +; toksik
degil, -; test edilmedi, ?? ile gdsterilmistir.
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3. SONUC

Giinlimiizde tanimlanmug altt farkli parasporin ailesi olup bunlar Japonya, Vietnam ve Kanada’dan
izole edilen suslardan elde edilmistir. Bunlarin disinda Hindistan ve Karayip adalarindan da parasporin
varligina dair raporlar bulunmaktadir [11,41]. Parasporinler kendilerine 6zgii bir mekanizma ile kanser
hiicreleri tizerinde etkisini gostermektedir. Her bir parasporinin etki spektrumu ve etki ettigi kanser
hiicre hatlar1 spesifik olup HepG2 hiicrelerine karsi tiim parasporinler etkin olup farkli diizeylerde
sitotoksik aktivite gostermektedir. PS1, duyarli kanser hiicrelerinde kalsiyum iyonlarinin seviyesini
arttirarak apoptozu indiiklerken; PS2 hedef hiicrelerde membran gecirgenligine neden olan bir sitolizin
gibi gorev yapmaktadir. PS3 hedef hiicre membranlarinda bulunan GPI-demirli proteinlerle etkileserek
oligomerizasyona neden olmaktadir. PS4 ise kolesterol bagimsiz por olusturan bir toksindir. PS6’nin
por olusumuna neden oldugu diisiiniilmektedir. PS5 ve PS6 ile ilgili detayli ¢aligmalar heniiz mevcut
degildir.

Parasporinler kanser hiicrelerine kars1 gosterdikleri sitotoksik aktiviteden dolay1 kanserin tedavisi ile
ilgili klinik ¢alismalarda umut vaad etmektedir. Ancak bu toksinlerin dogrudan hastalara uygulanmasi
istenmeyen immiinolojik cevaplara neden olacaktir. Bir diger konuda parasporinlerin in vivo
sistemlerde denenmemis olmasidir. Bu toksinlerin bir organizma iizerinde nasil etki edecegi
bilinmemektedir. Dolayisiyla, kanser hiicrelerinde parasporin spesifik hiicre reseptorlerinin
belirlenmesi 6nemli olup; basarilabildigi taktirde reseptorleri hedef alan oldukga etkili antitumor
ilaglar iiretilebilecektir. Parasporinlerin mekanizmalarinin anlasilmasi belirli kanser hastaliklarinin
tedavisiyle birlikte tarimsal alanlarda pestisid olarak kullanilan B. thuringiensis toksinlerinin risk
tespitinde de yararli olacaktir.
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