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Özetçe

Metallotioninler (MT'ler) düşük moleküler ağırlıklı olup bünyelerinde bulundurdukları çok sayıdaki sistinler sayesinde metal bağlama özelliğine sahiptirler. MT’ler yaklaşık 40 yıl önce at böbreklerinde kadmiyuma bağlanan proteinler olarak keşfedilmişlerdir. MT’ler hayvan ve bitkilerde ve buna ek olarak prokaryot Synechococcus’larda da görülmüştür [1]. 


Hayvan MT’leri hakkındaki geniş literatüre karşın, bitki MT’leri üzerindeki araştırmalar oldukça sınırlıdır. Triticum durum’da bulunan yeni bir MT geni (dmt) E.coli’de klonlanmış ve sentezletilmiştir [2]. dMT, tip 1  MT sınıfında olup C- ve N-uçlarında üçer adet Sistin-X-Sistin (X: herhangi bir amino asit) şeklinde motifler içermektedir. C- ve N- uçları birbirlerine 42 amino asitlik bir köprü ile bağlanmıştır. Memelilerde yapılan araştırmalar, bu organizmalarda MT’lerin köprü bölgelerinin kısa olduğunu göstermiştir.


dMT’nin E.coli’de sentezi GST’ye (glutatyon-S-transferaz) ekli şekilde gerçekleştirilmiştir. Füzyon proteini GSTdMT ve dMT saflaştırılmış ve bu proteinler üzerinde biyofizik ve biyokimya analizleri yapılmıştır. Bu araştırmalar sonucunda 1 birim GSTdMT füzyon proteinin 4±1 birim kadmiyuma bağlandığı ve oligomer yapıya sahip olduğu görülmüştür [3]. Bu bilgilerin ışığında, bu posterde sunulan çalışmamızın amacı, dMT’deki Sistein-X-Sistein motiflerinin metal bağlama üzerine etkisini araştırmaktır. dMT’deki GCSCG sistin motifleri, tek ve çift mutasyonlarla değiştirilecektir. Mutasyona uğratılmış yeni CCSCG, GCSCC veya CCSCC motiflerini içeren proteinler dMT geninin üzerinden hedefli mutasyon protokolü ile elde edilecektir.. Mutant proteinlerin sentezi E.coli’de pGEX4T-2 vektörü kullanılarak gerçekleştirilecek ve bu proteinlerin yapısal ve metal bağlama özellikleri biyofiziksel yöntemlerle incelenecektir. (Moleküler elek kromatografisi, SDS-natif elektrophorezi, dinamik ışık saçılımı, atomik emilim spektroskopisi, sirküler dikroizm spektrofotometresi).

Abstract

Metallothioneins (MTs) are characterized as low molecular weight, cysteine-rich, metal binding proteins. Since their discovery more than 40 years ago as Cd-binding proteins present in horse kidney, MT proteins and genes have been found throughout the animal and plant kingdoms as well as in the procaryote Synechococcus. The large number of cysteine (Cys) residues in MTs bind a variety of metals by mercaptide bonds [1]. Most research on protein-metal binding comes from the animal literature and little is known about the functions of the plant MTs. A novel MT (dmt) gene in Triticum durum was identified and cloned for overexpression in E.coli [2]. T. durum metallothionein (dMT) is a type 1 MT which includes three Cys-X-Cys motifs in each of the N- and C-terminal domains that are connected by a 42 residue long hinge region. This long hinge region is not observed in the mammalian homologs.

dMT was overexpressed in E.coli as a GST (glutathione-S-transferase) fusion protein (GSTdMT). Both GSTdMT and dMT cleaved from GST were purified and characterized by biochemical and biophysical methods. Moreover, it was shown that GSTdMT binds 4±1 moles of Cd per one mole of protein and has a high tendency to form stable oligomeric structures [3].

1. In the light of these findings, the aim of the present invstigation is to determine the effect of Cys-X-Cys motifs on the metal binding capacity and affinity of dMT. The Cys motifs are modified by introducing single and double mutations to the GCSCG pattern that is observed in both β and α domains in dMT. The new mutant proteins designed to conatin CCSCG, GCSCC or CCSCC motifs.  dmt gene is mutated by using site-directed mutagenesis and the mutant constructs are introduced into the pGEX4T-2 vector for expression in E. coli. The ultimate aims of this investigation are studies on structural features of mutant proteins and their metal binding properties using biophysical techniques including gel filtration chromatography, SDS- and native PAGE, dynamic light scattering, atomic absorption spectroscopy, circular dichroism spectrometry and X-ray scattering.

2. Giriş:

Metallotiyoneyinler (MTler) düşük molekül ağırlıklı ve çok sayıda Sistin içeren proteinlerdir. MTler hayvan ve bitkilerde bulunmakla birlikte, bazı prokaryotlar ve bir kısım ökaryotik mikroorganizmalarda da görülmüştür [3]. En büyük özellikleri ağır metallerle bağ yapıp, onları içinde bulundukları canlıya zararsız hale getirmeleridir.

MTler bugüne kadar birincil yapılarına göre sınıflandırılmışlardır. Binz ve Kagi (2001) tarafından yapılan bir çalışmada MTler bünyelerindeki Sistinlerin dizilim motiflerine göre gruplandırılmış ve toplam 15 MT ailesi oluşturulmuştur [4]. 15. aile bitki MTlerini içermektedir ve bunların üzerine detaylı çalışma Cobbet ve Goldsbrough tarafından yapılmıştır. Bu çalışma sonucunda bitki MTleri 4 ana gruba bölünmüştür ve bu gruplandırma Sistinlerin protein içindeki dağılımları ve Sistin içermeyen bölgelerin karakteristik özellikleri baz alınarak yapılmıştır.

Günümüzdeki hayvan ve mantar MTleri hakkındaki bilgi ne kadar detaylı olsa da, aynı şey bitki MTleri için söylenememektedir. Bir çok bitkideki MTlerin esas olarak ne yaptığı tam olarak bilinmemektedir. Bu projede bir buğday türü olan Triticum durum’un MTsi (dMT) model sistem olarak bitki MTlerinin yapı-fonksiyon ilişkisini incelemek üzere seçilmiştir. Bundan önceki homoloji modelleme çalışmaları, dMT’nin aslında sadece metal bağlamaktan çok daha farklı görevlerinin olabileceğini göstermiştir [1]. Sistein motifleri arasındaki bölge DNA’ya bağlanan proteinlerdeki köprü bölgesiyle yüksek benzerlik göstermektedir [1]. Bu konuda deneysel kanıtlar sunmak bu projenin amaçlarından bir tanesidir.

Bitkilerde MTler yüksek çeşitlilik göstermektedir ve hepsinin metal metabolizmasında farklı görevleri vardır. Bu nedenle, bitki MTlerini gen susturma yöntemiyle incelemek imkansız gibidir. Araştırmacılar MTlerin fonksiyonunu öğrenebilmek için bilinmeyen yapıları bilinen benzer yapılarla eşleştirmeye çalışıp benzerlikler aracılığıyla bir sonuca varmaya çalışmaktadırlar. Bu projenin başka bir amacı da, dMT’nin esas fonksiyonunun ne olabileceğini anlamaktır.
dMT geninde iki adet kodlanan ve bir adet kodlanmayan dizi vardır ve tip 1 MT olarak sınıflandırılır. Amino asit dizisinde, N ve C uçlarında üçer adet Sistin-X-Sistin motifi içerir. Bunun yanısıra uçlardaki motifleri birbirinden ayıran 42 amino asitlik bir köprü bulunur ve bu köprüde hiç sistin yoktur. Bilecen’in önceki çalışmalarında da görüldüğü üzere, bu Sistin motiflerinin, ve motiflerin dizilimlerinin metal bağlama üzerinde önemli etkisi vardır [1].
Bu projenin önde gelen amacı ise dMT’de bulunan sistinlerin metal bağlama kuvveti üzerine etkisini görmektir. Bu doğrultuda dMT mutasyonlarla değiştirilecek ve sonuçlar incelenecektir.

dMT’de sistin motifleri GCSCG olarak β ve α alanlarında görülmektedir. Bu motiflerde uçlarda bulunan G’ler mutasyonla C’ye çevrilecek ve sonuçları incelenecektir. Bu fikrin çıkış noktası memeli MTlerinden gelmektedir çünkü memelilerdeki Sistin motifleri CCSCC şeklidedir ve dMT ile karşılaştırıldığında metali daha iyi bağlamaktadır [5]. Bu mutasyonların sonucunda biz de dMT’nin bağlama kuvvetini ne doğrultuda değişeceğini görmeyi hedefliyoruz.
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Şekil 1: dMT’nin nucleotit ve amino asit dizilimi. Metal bağlayan C-X-C motifleri gri ile ve mutasyon yapılmış bölgeler sarı ile belirtilmiştir.

3. Malzeme ve Metotlar:
3.1.  Malzeme:

Bu çalışmada kullanılan tüm kimyasallar Sigma’dan, tüm enzimler Fermentas’tan temin edilmiştir. Mutasyonlar Quagen Yönlendirilmiş Mutagenesis kiti kullanılarak gerçekleştirilmiş ve protein sentezi E. coli BL21(DE3) hücrelerinde yapılmıştır.

Triticum durum’da bulunan yeni bir MT geni (dmt) E.coli’de klonlanmış ve sentezletilmiştir (Bilecen ve ark.).

3.2.  Metotlar:
3.2.1. Yönlendirilmiş Mutagenez: 

İşlemler temel olarak Yönlendirilmiş Mutagenez kiti kullanım kılavuzunda belirtilen şekilde yapılmıştır. Ancak ana hatları ile yapılacak mutasyonlar doğrultusunda tasarlanan ve XhoI-EcoRI restriksiyon enzimleri kesim dizilerini içeren primerler ile dMT genini taşıyan pGEX4T2 plazmidi üzerinde polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleştirilmiştir. DpnI restriksiyon enzimi kullanılarak reaksiyonda kalıp olarak kullanılan plazmid ortamdan uzaklaştırılmıştır. Daha sonra elde edilen ürünler E. coli BL21(DE3) hücrelerine transform edilmiştir.

Transform edilmiş bu hücrelerin mt-d genine sahip olup olmadığını kontrol etmek amacıyla hücreler EcoRI ve XhoI enzimleri ile kesilmis ve 1% agaroz jelde yürütülmüştür.
dMT genini içeren hücrelerden hangilerinin istenen mutasyona sahip olduğunu öğrenmek için bu hücrelerin plazmidleri dizilemeye gönderilmiştir (Iontek). 

3.2.2. Bakteri Büyüme Eğrilerinin Çıkarılması:

Gece büyütülmüş 5ml’lik kültürler 1:50 oranında seyreltilerek kadmiyumlu ortamda büyütülmüş ve OY (Optik Yoğunluk) değeri 1 olunca IPTG (Isopropyl beta-D-1thiogalactopyranoside) ile indüklenmiştir. Her saat başı hem hücreler sayılmış hem de örnek alınmıştır.

4. Sonuçlar ve Tartışma:
4.1.  B2 proteininin sentezlenmesi:

Şekil 1’de görüldüğü gibi dMT protein dizilimindeki 8. ve 12. glisin amino asitleri sistein amino asitleri ile değiştirilmiş ve bu mutant protein B2 olarak isimlendirilmiştir.

Bakteri büyüme eğrileri aracılığıyla transform edilen mutant B2 proteininin sentezlenmesi gözlemlenmiştir. Kontrol olarak GST ve GSTdMT proteinlerinin büyüme eğrileri de yapılmıştır. Bu amaçla iki farklı deney seti geliştirilmiş ve mutant B2 proteini Cd bulunan ve bulunmayan (Şekil 2) ve IPTG ile indüklenen ve indüklenmeyen (Şekil 3) hücrelerde sentezlettirilmiştir. Kontrol olarak da mutant proteini içermeyen BL hücreleri tek başına Cd’lu ve Cd’suz olarak büyütülmüştür (Şekil 4).

Sonuç olarak mutant proteini içermeyen Bl hücrelerini ve mutant proteini içeren ancak indüklenmemiş BL hücrelerinin Cd’lu ortamda daha yavaş büyüdüğü tespit edilmiştir (Şekil 2 ve 4). İndüklenmiş mutant B2 proteinini içeren BL hücrelerinde ise herhangi bir fenotipik farklılık gözlenmemiştir (Şekil 3).


[image: image1.emf]Zaman (saat)


0


2


4


6


8


10


12


Absorbans


0


2


4


6


GSTB2-Cd'suz


GSTB2-Cd'lu




Zaman (saat)

0 2 4 6 8 10 12

Absorbans

0

2

4

6

GSTB2-Cd'suz

GSTB2-Cd'lu

 Şekil 2: Mutant B2 proteinini sentezleyen BL21(DE3)hücrelerinin Cd – ve Cd+ ortamda büyüme eğrisi
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Şekil 3: Mutant B2 proteinini sentezleyen BL21(DE3)hücrelerinin indüklenmiş ve indüklenmemiş durumdaki  büyüme eğrisi

[image: image3.emf]Zaman (saat)


0


2


4


6


8


10


12


Absorbans


0


2


4


6


BL-Cd'suz


BL-Cd'lu




Zaman (saat)

0 2 4 6 8 10 12

Absorbans

0

2

4

6

BL-Cd'suz

BL-Cd'lu

Şekil 4: BL21(DE3)hücrelerinin Cd – ve Cd+ ortamda büyüme eğrisi
Şekil 5’de görüldüğü üzere; GST ve GSTdMT sentezleyen hücrelerde oldukça belirgin bantlar görülürken B2 mutant dMT sentezletilmeye çalışılan hücrede herhangi bir bant görülmemektedir.
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Şekil 5: GST, GSTdMT, ve GSTB2 proteinlerinin SDS-PAGE sonuçları
E.coli hücresinin mutant proteini inklüzyon cisimciğine göndermiş olabileceği düşünülerek yeni bir protokol uygulanmıştır. Ancak şekil 6’de belirtildiği gibi B2 mutant proteininin inklüzyon cisimciğine  gönderilmediği gözlenmiştir.
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Şekil 6: İnklüzyon cisimciği SDS-PAGE sonucu
GST tag yardımıyla GSTdMT proteininin bütün hücre kalıntılarından ayrılabildiği bilinen bir gerçektir. Bu doğrultuda BL hücrelerinde indüklenen B2 mutant proteini GST affinitesinden yararlanılarak saflaştırılmış ve SDS-PAGE ile analiz edilmiştir ancak herhangibir sonuç alınamamıştır (Şekil 7).
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Şekil 7: B2 mutant proteininin toplu saflaştırma sonucu
Proteinin sentezletilmemesinin bir başka nedeninin de sıcaklık olabileceğinden yola çıkılarak bakteriler 30oC’de büyütülmüş ve saflaştırılmıştır. Benzer şekilde herhangibir sonuca ulaşılamamıştır.

Bu bilgiler doğrultusunda B2 mutant proteininin ya toksik olarak kabul edildiği ya da doğru katlanamadığı için hücre tarafından direk olarak yok edildiği yorumları düşünülmektedir. Bunun nedeni olarak dMT amino asit diziliminde yapınla iki farklı nokta mutasyonunun proteinin katlanmasında zorluklar oluşturabileceği ve doğal yapısını bozabileceği düşünüldüğünden bu nokta mutasyonlarının her iki metal bağlayan bölgede teker teker yapılmasına ve çalışmalara bu yönde sürdürülmesine karar verilmiştir. Bu amaçla dMT proteininin beta domain’deki 8. glisin amino asiti sistein amino asiti ile, alfa domain’indeki 61. glisin amino asiti de sistein amino asiti ie değiştirilmiştir. 
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