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Özetçe
Ağır metaller çevre için en toksik kirleticilerden olup sadece ekolojik dengeyi etkilemekle kalmaz, insan sağlığına da tehlike oluştururlar. Ağır metallerin tespiti ve eser seviyelerinin tayini çevre ve sağlık korunmasında önemlidir [1]. En yaygın kirleticilerden biri olan kadmiyum (Cd) çevreye gübreler, endüstriyel atıklar ve kanalizasyon gibi çeşitli kaynaklardan bulaşır [2]. Ağır metallerin tayini spektroskopik ve elektrokimyasal analizler gibi alışılmış yöntemlerle yapılmaktadır. Son zamanlarda ağır metallerin eser miktarlarının tayinlerinde biyomoleküllerin algılayıcı ve tanımlayıcı olarak kullanılması gündeme gelmiştir.  
Metallotioninler (MT'ler) Cd, arsenik (As) ve civa (Hg) gibi ağır metallere bağlanabilen düşük molekül ağırlıklı, sistin bakımından zengin, aromatik amino asitleri olmayan bir grup proteinlerdir. MT'ler sistin motiflerinin toplandığı iki metal bağlayan bölgeden (α ve β) oluşurlar. Sistin sulfhidril grupları ağır metaller ile kovalent bağ yapımında rol alırlar. Farklı metallere yüksek bağlanma kapasiteleri nedeniyle MT’ler tarımsal alanda detoksifikasyon ve geri dönüşüm konularında uygulamalara açıktır. MT’lerin çevre ve tanı amaçlı biyoalgılayıcıların geliştirilmesinde kullanılabilecekleri düşünülmektedir. Önceki çalışmalarımızda Cd’a dirençli makarnalık buğday bitkisinde bir mt geni izole edilmiş ve GST ile füzyon proteini (GSTdMT) şeklinde E. coli bakterisinde sentezletilmiştir. GSTdMT dimer formunda, tek dağılımlı ve Cd’bağlı olarak saflaştırılmıştır [3]. GSTdMT yapısı X-ışınları küçük açı saçılması (XKAS), sirküler dikroizm (CD), UV-vis absorpsiyon spektrofotometresi ölçümleri ile saptanmıştır. ICP-OES emisyon spektrofotometresi ve EXAFS (X-ışınları emilimine bağlı yapı) ölçümleri GSTdMT’nin 4 Cd2+/protein bağladığını ve metal merkezinin tetrahedral yapıda olduğunu göstermiştir. Bu bildiride sunulan çalışmanın amacı dMT’nin bir Cd biyoalgılayıcısında tanımlayıcı element olarak kullanılmasının araştırılmasıdır. GSTdMT’nin epoksi- ve tiol- ile değiştirilmiş yüzeylere bağlanması gösterilmiş ve Cd bağlanmasından kaynaklanan değişiklikler yüzey plazmon rezonansı (SPR) ile belirlenmiştir. Sonuçlarımız farklı uygulama alanlarında Cd2+ tespiti için GSTdMT’nin biyoalgılayıcı olarak kullanım potansiyelini göstermektedir.
Abstract
Heavy metals are one of the most toxic contaminants for the environment and affect not only the ecological balance but represent a serious threat to human health. Detection and quantification of heavy metals at trace level are important for environmental and health protection [1]. A common pollutant is cadmium (Cd), which leaks into the environment from several sources including fertilizers, industrial plants and sewage [2]. Several methods, such as spectroscopic or electrochemical analyses are routinely used for detection of heavy metals. Recently attempts to develop sensors which can be used locally allowing determination of trace quantities of heavy metals led, among others, to the use of biomolecules as the recognition element in metal sensors. 
Metallothioneins (MT) belong to a group of low molecular weight, cysteine-rich and aromatic amino acid-lacking proteins that bind heavy metals such as Cd, arsenic (As) and mercury (Hg). MTs consist of two metal binding domains (α and β) that are assembled from cysteine clusters. Cysteine sulfhydryl groups participate in the coordination of heavy metals. Due to their high metal binding capacity for different metals, MTs are highly valuable for detoxification, remediation and recycling in agricultural areas. Their potential use for development of metal biosensors for environmental and therapeutic purposes is also recognized. We identified an mt gene in Cd resistant durum wheat and the recombinant protein (dMT) was overexpressed in E. coli as a GST-fusion protein (GSTdMT). GSTdMT was purified with Cd as a dimer in monodisperse solutions [3]. Structure of GSTdMT was investigated by small angle X-ray scattering (SAXS), circular dicroism (CD) and UV-vis spectrophotometric measurements. Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) and EXAFS measurements showed that GSTdMT binds about 4 Cd2+/protein in a tetrahedral arrangement. The aim of this study was to investigate the utilization of dMT as the recognition element in a Cd biosensor. GSTdMT was immobilized onto epoxy- and thiol-modified surfaces and changes upon Cd-binding were detected by surface plasmon resonance (SPR). Our results demonstrate the possibility of using GSTdMT as a biosensor for Cd2+ detection for different applications.
1. Giriş

MT’ler düşük moleküler ağırlıklı (6–7 kDa), sistein (Cys) bakımından zengin ağır metallere yüksek bağlanma kapasitesi olan proteinlerdir ve bitki, hayvan, maya ve bazı prokaryotlar gibi pek çok farklı organizmalarda bulunurlar [4]. Bu proteinler filogenetik yakınlık ve Cys bölgelerinin MT sekansı boyunca dağılım düzenine göre 15 protein ailesine sınıflandırılmışlardır [5]. 15. sınıf bitki MT’lerini içerir ve ayriyeten Cys bölgelerinin ve bitki MT’lerine özgü Cys’den yoksun bölgelerin (köprü) dağılımına göre 4 alt gruba ayrılır (1, 2, 3 ve 4) [4]. Bitki Tip 1 MT’leri amino ve karboksil uç bölgelerinde bulunan iki metal bağlayan bölge ve bu iki bölgeyi ayıran, 30-40 amino asitten oluşan bir köprü bölgesinden oluşur. 
Grubumuzda makarnalık buğday; Triticum durum’dan bir Tip 1 MT (dMT) E. coli bakterisinde glutatiyon-S-transferazdan (GST) oluşan füzyon proteini (GSTdMT) halinde yüksek miktarda sentezlettirilmiştir [2]. Bu rekombinant GSTdMT proteini bakteriden 4 Cd2+ içeren holo formunda saflaştırılmıştır. Önceki çalışmalarımızın sonuçları füzyon proteinindeki dMT yapısının büyük ölçüde GST’den bağımsız oluştuğunu göstermişti [2,3]. GSTdMT her ne kadar dMT’nin tek başına gösterdiği tüm özellikleri taşımasa da çeşitli karakterizasyon çalışmalarında kullanılmak üzere uygun bir model sistemi oluşturmaktadır. dMT’nin Cd içeriğinin belirlenmesi, dMT derişim ölçümleri için referans noktaları bulunması ve X-ışınları küçük açı saçılma (XKAS) ölçümlerinden çıkartılan modellerin sağlamasının yapılması GSTdMT füzyon proteini ile elde edilen sonuçların dMT üzerine yapılan araştırmalarda kullanılabileceği durumlara örnek olarak gösterilebilir. 
MT’ler ü bağladıkları metal iyonlarını proton ya da metallere yüksek ilgide bağlanabilen kimyasal varlığında kolayca bırakabilmeleridir. Düşük pH değerlerinde ve EDTA gibi metal uzaklaştıran kimyasal varlığında metal iyonları serbest hale gelir ve apo-MT formu oluşur. Bu form metal varlığında ve nötral pH’ de tekrar metale bağlanabilir. Bu defalarca kullanılabilirlik özelliği MT’lerin biyoalgılayıcı olarak düşünülmesine yol açmıştır. Bu çalışmadaki amaç GSTdMT proteininin metal algılamada tanımlayıcı bir element olarak kullanılabilirliğini araştırmaktır. Bu amaçla, proteinin epoksi ve altın kaplı yüzey üzerine bağlanabilirliği denenmiş daha sonra da apo-GSTdMT formu oluşturularak altın kaplı yüzeyde Cd iyonu ile etkileşimi yüzey plazmon resonans (SPR) ile ölçülmüştür. 
2. Metotlar
2.1. GSTdMT proteininin saflaştırılması

Rekombinant GSTdMT proteini temel olarak Bilecen ve ark. (2005) de anlatıldığı gibi saflaştırılmıştır. Ana hatları ile bu prosedür GSTdMT’nin Cd metali varlığında hücre lizatından affinite kromatografisi ve moleküler elek kromofotografisi (MEK) yardımıyla izolasyonunu içerir. Tampon çözelti olarak 20 mM HEPES, 100 mM NaCl ve 2,5 mM MgCl2 kullanılmıştır.
2.2. GSTdMT ve GST proteinlerinin epoksi yüzey üzerine bağlanmaları
SuperEpoxy (XX) yüzey üzerine bağlama için 0,5 μl protein örneği ve kontrol olarak proteinin içinde bulunduğu tampon çözeltisi kullanılmıştır. Yüzey 1 saatlik nem altında bekletildikten sonra bağlanmayan proteinler TBST (500 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1500 mM NaCl, 0.1 % (v/v). Tween-20) çözeltisi ile yıkanarak uzaklaştırılmış ve daha fazla bağlanmayı bloke etmek için bloke çözeltisi ile 1 saat bekletilmiştir. Protein bağlanmış yüzey TBST çözeltisi ile 3 kez daha 5 dakika yıkanmıştır. Antikor ile işaretleme için GST-HRP antikoru 1/5000 oranında sulandırılarak yüzey üzerine uygulanmıştır, oda sıcaklığında 1 saatlik beklemenin ardından bağlanmayan antikorları uzaklaştırmak için yüzey TBST çözeltisi ile 2 kez 5 dakika yıkanmıştır. Saptama için western blotlama substratı kullanılmıştır, 10 dakikalık beklemenin ardından yüzey film ile temas ettirilmiştir. 

2.3.  GSTdMT proteininden EDTA ile metal uzaklaştırılması
En çok kullanılan metal uzaklaştırıcı kimyasallarından ethylenediamine-N,N, N’,N’-tetraacetic acid (EDTA) Cd metalinin uzaklaştırılması için kullanılmıştır. Bunun için 40 μM GSTdMT proteinine 100 mM EDTA eklenmiş ve bir gece boyu oda sıcaklığında bekletilmiştir. Apo-GSTdMT’den EDTA-Cd kompleksini uzaklaştırabilmek için HiTrap tuz uzaklaştırıcıkolonu kullanılmıştır.
2.4. Yüzey Plazmon Rezonans (SPR) ölçümleri
 
Holo-GSTdMT (metal bağlamış) ve apo-GSTdMT proteinlerinin SPR ölçümlerinde altın kaplı ve thiol ile değiştirilmiş yüzeyler kullanılmıştır. SPR ölçümleri İstanbul Teknik Üniversitesinde Radio Mühendislik Enstitüsü (Çekoslovakya) tarafından geliştirilen bir ikili-kanal yüzey plazmon rezonans ölçüm aleti ile gerçekleştirilmiştir. Alet ± 0,0001 kırılma indeks birimlik algılama eşik değerine sahiptir. 20 μM derişimimdeki GSTdMT proteini altın ile kaplı ve tiol ile geliştirilmiş yüzeylere 100 μl/dak akış hızında enjekte edilmiştir. Proteinin içinde bulunduğu tampon ile referans alınmış ve analizler buna göre yapılmıştır. Protein bağlı yüzey protein tamponu ile aynı akış hızında yıkandıktan sonra farklı derişimlerdeki Cd metali enjekte edilmiştir. 
3. Sonuçlar ve Tartışma
3.1. Apo-GSTdMT proteininin oluşturulması

Holo-GSTdMT proteini Cd varlığında affinite kromatografisi ve MEK yöntemleriyle izole edildikten sonra Cd metallerinden yoksun GSTdMT (apo-GSTdMT) oluşturabilmek için EDTA çözeltileriyle ile çalışılmıştır. Bu amaçla çeşitli EDTA derişimleri denenmiş ve en iyi sonuç 100 mM EDTA ile bekletilmiş 40 μM GSTdMT proteini ile alınmıştır. 
MT’lerin proteinler Cd-thiol etkileşiminden kaynaklanan 240 ve 260 nm’ ler arasında karakteristik bir metal-yük transfer bantı göstermektedir. Bu yüzden A250 /A280 oranı metal bağlayan proteinlerde bağlanmış Cd’un göstergesi olarak kullanılır. Tümüyle Cd bağlı holo-GSTdMT proteininde bu oran 1,3 ile 1,5 arasında değişir. Holo ve apo formundaki GSTdMT proteinlerinin 220-300 nm arasındaki UV-vis spektrumu Şekil 1’de, 250 ve 280 nm dalga boylarındaki absorpsiyon değerleri de Tablo 1’de verilmiştir. Şekil 1 ve Tablo 1’den de görüleceği üzere apo-GSTdMT’nin bu karakteristik metal-yük transfer bantında düşüş gözlenmiştir ve A250 /A280 oranı 0,6 olarak bulunmuştur. Apo- ve holo-GSTdMT için spektrumları ve A250/A280 değerlerini karşılaştırdığımızda Cd iyonlarının uzaklaştırıldığını ve apo-GSTdMT nin oluşturulduğunu görmek mümkündür. Ayrıca indüksiyon akımıyla eşleşmiş argon plazma emisyon spektrofotometresi (ICP) kullanılarak proteindeki Cd miktarı ölçülmüş ve sonuçta Cd/GSTdMT oranı 0,6 olarak bulunmuştur (Tablo 1). Bu sonuç da proteinden Cd metalinin uzaklaştırıldığını; apo-GSTdMT nin oluşturulduğunu destekler bir sonuçtur. Yüzeye bağlama işlemine geçmeden önce Holo ve apo formundaki GSTdMT SDS-PAGE ile de analiz edilmiştir (Şekil 2). 
Tablo 1: Apo- ve Holo-GSTdMT proteinlerinin Cd/GSTdMT oranı

	
	250
	280
	250/280
	Cd/GSTdMT

	Holo-GSTdMT
	3,3
	2,1
	1,6
	3,6

	Apo-GSTdMT
	1,5
	2,2
	0,6
	0,6
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Şekil 1: Holo- ve apo -GSTdMT proteinlerinin UV-vis spektrumu. Ok metal-yük transfer bandını gösteriyor
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Şekil 2: Holo-ve apo-GSTdMT proteinlerinin SDS-PAGE analizi sonucu; 1: referans proteinleri, 2: holo-GSTdMT, 3: apo-GSTdMT
3.2. GSTdMT ve GST proteinlerinin epoksi yüzey üzerine bağlanmaları
Protein çip teknolojisinde temel prensip, proteinlerin özel hazırlanmış bir mikroskop cam lamı üzerine bağlanması ve uygun yöntemler kullanılarak belirlenmesidir. Genellikle peptitlerin ve proteinlerin sabit bir yüzeye bağlanmasında yüksek bağlama kapasitesi olan yüzeyleri kullanılmaktadır. Proteinler amin gruplarının SuperEpoxy yüzeyinde bulunan epoksi grupları ile yaptıkları kovalent bağ ile yüzeye bağlanırlar. 
GSTdMT proteininim amino asit dizilimi Şekil 3’ de görülmektedir. GST epoksi yüzey üzerine bağlanmayı sağlayan amin gruplarından 25 lizin (K) ve 11 arjinin (R), dMT ise sadece 4 arjinin içermektedir. Bu nedenle epoxy yüzey üzerine bağlanmanın büyük bir olasılıkla GST tarafından gerçekleştirileceği düşünülmektedir.

Şekil 3: GSTdMT’nin amino asid dizilimi, dMT sekansı gri renk ile, metal bağlayan CXC motifleri ise altı çizili olarak gösterilmiştir. Lizin ve arjininler koyu renkli gösterilmiştir 
Apo-GSTdMT proteininin Cd etkileşimini SPR ile ölçüme geçmeden önce proteinin epoksi yüzeye bağlanabilirliği tesbit edilmiştir. Bu amaçla en uygun bağlanma derişimini bulmak üzere 1,2 mg/ml derişime sahip holo-GSTdMT proteini 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 oranlarında seyreltilmiş ve her birinden 0.5 μl örnek alınarak epoksi yüzey üzerine uygulanmıştır. Kontrol olarak proteinin içinde bulunduğu tampon aynı miktarda uygulanmış ve herhangi bir bağlanma sonucu gözlenmemiştir. Ayrıca ikinci bir kontrol olarak tek başına GST proteini aynı oranlarda sulandırılmış ve aynı miktarda yüzey üzerine uygulanmıştır. Saptama için GST-HRP antikoru kullanılmıştır (Şekil 4). Holo-GSTdMT ve GST proteinlerinin aynı etkinlikte yüzeye bağlandıkları görülmüştür. Bu da bağlanmanın GST tarafından olabileceğini desteklemektedir.
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Şekil 4:  Holo-GSTdMT ve GST proteinlerinin Superepoxy yüzey üzerine bağlanmaları
Aynı şekilde 1 mg/ml derişime sahip apo-GSTdMT ve holo-GSTdMT proteinleri 1/2, 1/8 ve 1/64 oranlarında seyreltilmiş ve epoksi yüzey üzerine bağlanmıştır ve 12 μg/ml’lik protein derişiminin proteinin epoksi gruplarına uygun bir şekilde bağlanması için yeterli olduğu bulunmuştur (Şekil 5). Sonuç olarak hem GST hem de holo- ve apo- GSTdMT’nin SuperEpoxy yüzeyine bağlanabildiği bulunmuştur. Yüzey üzerinde sabitlenmiş GSTdMT proteinine GST antikorlarının bağlanması epitop bölgesinin bağlanmadan sonra da etkileşim için açıkta olduğunu göstermektedir.
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Şekil 5:  Holo ve apo-GSTdMT proteinlerinin Super epoxy yüzey üzerine bağlanmaları
3.3. Yüzey plazmon rezonansı ölçümleri (SPR) 
SPR (yüzey plazmon rezonans) spektroskopisi; optik ilkelere dayalı, enzim, radyoaktif madde gibi herhangi bir işaretleyiciye gereksinim duymaksızın, iki molekül arasındaki etkileşimin doğasına ilişkin bilgi verebilen güncel bir yöntemdir. 
Apo-GSTdMT proteini iki farklı yüzeye bağlanmış ve Cd etkileşimine SPR ile bakılmıştır. İlk olarak apo-GSTdMT altın kaplı yüzeye bağlanması denenmiş ve bağlanmanın gerçekleştiği kırılma indeksinin referans değerindeki artış ile saptanmıştır. Bu artışın yıkama sonrasında aynı kalması proteinin yüzeye bağlandığının işaretidir.  Bu gözlemden sora proteinin 10 mM ve 50 mM derişimdeki Cd iyonları ile etkileşimi incelenmiştir (Şekil 6). Kırılma indeksi değeri Cd derişimine orantılı olarak artış göstermiştir ve fazla Cd ortamdan tampon ile yıkama ile uzaklaştırıldıktan sonra Cd enjeksiyonundan önceki değere düşmemiştir. Bu bize GSTdMT proteininin belli oranda Cd metalini bağladığını ve belli bir doygunluğa eriştikten sonra fazla Cd’un ortamdan uzaklaştığını gösteriyor. Benzer sonuçlar tiol ile değiştirilmiş yüzey üzerine bağlanan GSTdMT ile de elde edilmiştir. 
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Şekil 6:  Altın ile kaplı yüzeye bağlı apo-GSTdMT ile Cd etkileşimi

Ayrıca kontrol amaçlı holo-GSTdMT proteini altın kaplı yüzeye bağlanmış ve 10 mM konsantrasyondaki Cd iyonu ile etkileşimine bakılmıştır. Sonuç olarak altın yüzeye bağlı holo-GSTdMT proteini kırılma indeksinde herhangibir değişim olmamasından dolayı Cd metali ile etkileşimde bulunmadığı gözlemlenmiştir (Şekil 7). 
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Şekil 7: Altın ile kaplı yüzeye bağlı holo-GSTdMT ile Cd etkileşimi 
Sonuç olarak apo-GSTdMT proteinin her iki yüzeye de aynı ilgide bağlanabildiği ve farklı derişimlerde Cd iyonları ile etkileşimde bulunduğu gösterilmiştir. SPR sonuçları GSTdMT füzyonundaki dMT molekülünün oryantasyonunun yüzeyde sabitlendikten sonra da Cd bağlayabilecek durumda olduğunu göstermektedir. 
Literatürde çeşitli çalışmalarla MT’nin biyoalgılayıcı olarak kullanılabilirliği araştırılmıştır. Wu ve Lin [6] memeli MT’sinin Cd, çinko (Zn) ve nikel (Ni) metalleri için biyoalgılayıcı olma potansiyelini SPR ile araştırmış ve sonuç olarak belli bir yüzeye bağlanan MT’nin bu üç metale bağlandığı ancak en yüksek bağlanma ilgisini Cd metaline gösterdiği bulunmuştur.
Bulunan bu sonuçlar GSTdMT’nin biyoalgılayıcı olarak kullanılabileceğini gösterir. Ancak böyle bir uygulamanın anlamlı olabilmesi için GSTdMT’nin Cd’a karşı Zn ve Ni gibi metallere oranla seçiciliği ve hangi Cd derişimi aralığında etkileşime girdiğinin belirlenmesi gerekmektedir. Gelecek dönemde araştırmalara bu yöndeki çalışmalar ile devam edilecektir.
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    --------GSTdMT--------           -----------GST-----------


   1/4  1/8  1/16  1/32 1/64 T.     1/4  1/8  1/16  1/32 1/64  T.











   Holo-GSTdMT                                    Apo-GSTdMT    


  1/2     1/8    1/64                                 1/2     1/8     1/64
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