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Özetçe
Metallotionin proteinleri (MT) sistein amino asit içeriği yüksek, metal bağlayan, düşük moleküler ağırlıklı [1], çeşitli hücre tiplerinde sentezlenen [2] ve enzimatik işlevi olmayan proteinlerdir. Literatüre giren ilk MT at böbreğinden izole edilen kadmiyum bağlayan bir MT’dir. Önceleri bu proteinlerin yalnız hayvanlara özgü olduğu düşünüldüyse de, ilerleyen çalışmalar MT’lerin bitki ve prokaryot hücrelerde de sentezlendiğini göstermiştir [1]. 

Laboratuarımızdaki çalışmalarda, durum buğdayından bir MT geni, dmt,  tanımlanarak E.coli‘de klonlanmıştır [2]. Bu gen tarafından ifade edilen ve Cd2+ bağlayan dMT proteinininde üç yapısal bölge görülmüştür: metallere bağlanan N-ucu (1-19. amino asitler) ve C-ucu bölgeleri (61-75. amino asitler) ve uzun bir köprü bölgesi (20-60. amino asitler). Sisteinler N- ve C-uçlarına eşit şekilde ve “Cys-X-Cys” motifi ile dağılmışlardır (X: sistein olmayan herhangi bir amino asit). Köprü bölgesi ise hiç sistein amino asidi içermemektedir. Bu özellikler göz önüne alınarak, dMT proteini Tip 1 bitki MT’si olarak sınıflandırılmıştır [2].
dMT proteini önceki çalışmalarda E. coli bakterisinde GST (glutatyon-S-transferaz) ekli olarak (GSTdMT) ifade edilmiş [2] ve GSTdMT ve GST’den kesilmiş dMT proteinleri biyokimya ve biyofizik yöntemleriyle incelenmiştir [4]. 

Bu posterde iki metal bağlayan bölümü birleştiren köprü bölgesi çıkarılmış bir mutant dMT proteini oluşturulması ve bu mutant protein üzerine yapılan incelemeler sunulmaktadır. Köprü bölgesinin çıkarılması ve uç kısımları içeren gen sekanslarının tekrar birleştirilmesi polimeraz zincir reaksiyonu ile gerçekleştirilmiştir. “Kimerik” dMT, pEGX4T-2 vektörüne takılarak E. coli bakterisinde GST ile füzyon halde ifade edilecektir. Bu çalışmalarla köprü bölgesinin dMT proteininin üç boyutlu yapısı, stabilitesi ve metal bağlama özelliği üzerindeki etkilerinin belirlenmesi amaçlanmaktadır.

Abstract
Metallothioneins (MTs) are classified as cysteine (Cys) rich, metal binding, low molecular weight [1], ubiquitously expressed [2] and non-enzymatic [3] proteins. First MT to be identified was a Cd-binding protein isolated from horse kidney. Initially, MT protein family was thought to be specific to animals; however, further studies showed that MTs are synthesized also by plant and prokaryotic cells [1].

An MT gene, dmt, was identified in durum wheat and was cloned in E. coli [2]. The protein coded by this gene, dMT which binds Cd2+, has a three-domain structure: the metal binding N- (1-19th residues) and C-termini (61-75th residues) and a long hinge region (20-60th residues). Cys are distributed equally in N- and C-termini with a “Cys-X-Cys” motif, where X is any amino acid other than Cys. Hinge region possesses no Cys. According to these features, dMT has been classified as a Type I plant MT [2].  

dMT was expressed in E.coli as a GST (glutathion-S-transferase) fusion protein (GSTdMT) [2] and GSTdMT and the protein cleaved from GST, dMT, were purified and investigated by both biochemical and biophysical methods [4]. 
In this poster investigations on a mutant dMT, in which the hinge region connecting the two metal binding domains is removed will be presented. Removal of the hinge region and re-linking of the sequences coding for the terminal domains were achieved by PCR and the “chimeric” dMT is inserted into the vector pEGX4T-2 for over expression in E. coli as a GST fusion.  Results of cloning and expression studies will be presented and discussed in terms of stability and metal binding properties of dMT. 

1. Giriş
Metallotionin proteinleri (MT) sistein (Sis) amino asit içeriği yüksek, ağır metalleri bağlayabilen, düşük moleküler ağırlıklı [1], çeşitli hücre tiplerinde sentezlenen [2] ve enzimatik işlevi olmayan proteinlerdir. Literatüre giren ilk MT at böbreğinden izole edilen kadmiyum bağlayan bir MT’dir. Önceleri bu proteinlerin yalnız hayvanlara özgü olduğu düşünüldüyse de, ilerleyen çalışmalar MT’lerin bitki ve prokaryot hücrelerde de sentezlendiğini göstermiştir [1]. 


MT’lerin fonksiyonlarının tanımlanması hayli güçtür. Bu problemin kaynağı in vitro deneylerde stabilitesinin sağlanmasının zorluğu olarak gösterilebilir [1]. Hayvan kaynaklı MT’lerin fonksiyonları arasında: enerji dengelenmesi; çinko ve bakır elementlerinin transferinin regüle edilmesi; apoproteinlere çinko eklenmesi gibi şaperon aktivitesi; ve hücrelere zarar veren aktif oksijen türlerinin yokedilmesi gösterilebilir [3]. 


Bitki hücrelerinde de MT sentezi yüksek seviyelerde seyreder ve MT’ler bitkinin farklı bölgelerinde değişen miktarlarda bulunur: Tip I köklerde yüksek ve yeşil aksamlarda düşük seviyelerde; Tip II yeşil aksamlarda yüksek ve köklerde düşük seviyelerde; Tip III genellikle yapraklarda ve çiçeklerde; Tip IV gelişmekte olan tohumlarda bulunmaktadır [1].  Bulundukları yere göre de MT’ler değişen işlevlere sahiptirler: stres tepkisi; ağır metal metabolizması regülasyonu [2]; dikenlerin detoksifikasyonu; ve yaprak solmasının regülasyonu [1]. 

Triticum durum (makarnalık buğday) metallotionini (dMT) 12 tanesi sistein olmak üzere 75 amino asit içerir (Şekil 1).  [image: image1.jpg]£ bolge sekansi
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Şekil 1: dmt DNA ve dMT Protein Dizini 

dMT proteininde metallere bağlanabilen amino uç bölgesi (beta bölgesi, 1-19. amino asit) ile karboksi uç bölgesi (alfa bölgesi, 61-75. amino asitler) ve uzun bir köprü bölgesi (20-60. Amino asitler) olmak üzere üç bölge bulunmaktadır. Sistein amino asitleri alfa ve beta bölgelerine eşit şekilde dağılmış olup “Sis-X-Sis” şeklinder motif oluşturmadıktadırlar. Köprü bölgesi sistein amino asiti taşımamaktadır. Bu özellikler göz önüne alındığında dMT proteini Tip 1 bitki MT kategorisine sokulabilir [2].
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Şekil 2: GSTdMT ile köprüsüz GSTdMT 

Şekil 2’de de görüldüğü üzere dMT proteini GST (Gluthatione-S- Transferase)  ile füzyon halinde sentezlenmekte; bunun sayesinde de hem miktar ölçümlerinde hem de saflaştırma aşamasında kolaylık sağlanmaktadır [2]. 
Bu makalede köprü bölgesi kaldırılmış dMT’nin klonlanması ve mutant proteinin E. coli bakterisinde sentezlenmesi üzerine yapılan çalışmalar sunulmaktadır.

2. Metotlar

2.1 Primer Tasarımı

Primerler, alfa ve beta bölgelerini ayrı ayrı çoğaltabilecek şekilde ve bağlama işleminin kolaylaşması adına bölgelerin birbirlerine yakın olan uçlarına iki tane ekstra Gly eklenecek şekilde tasarlandı (alfa için “G61”; beta için “G18”). Tasarım için daha önce Bilecen ve ark. (2005) tarafından yapılan çalışmalar sonucu elde edilen dizinden yararlanıldı. 

2.2 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

 PZR deneyi 3 aşamadan oluşacak şekilde Domenech ve ark. (2005) göre kuruldu edildi: ilk aşamada ayrı ayrı alfa ve beta bölgelerinin çoğaltılması, ikinci aşamada bu bölgelerin birleştirilmesi ve üçüncü aşamada da yeni oluşturulan geninin bütün olarak çoğaltılması düşünüldü. Bu amaç için de tasarlanan primerler ile (G18 ile G61) daha önce  Bilecen ve ark. (2005) tarafından bütün geni çoğaltmak üzere tasarlanan primerler (Oligo1 ve Oligo2) kullanıldı. PZR sonuçları %1 agaroz jelde kontrol edildi. 
2.3 E. coli BL21 türünün transformasyonu

GST bağlantısını içeren pGEX4T-2 plazmidinin içine yeni oluşturulan genin yerleştirilmesi için geni içeren oligomer ile plazmid çift taraflı EcoR1 ve Xho1 restriksiyon enzimleri ile kesildi. Kesme işleminden sonra da gen T4 bağlama enzimi ile plazmide bağlandı. 

BL21 türü yeni oluşturulan plazmidler ile transforme edildi. Tranforme olmuş bakterileriden koloni oluşumu sağlandı. 
2.4 Sekanslama
Oluşan bakteri kolonilerinden plazmidler izole edildi. Kontrol kesimi ile hangi bakteri kolonilerinin başarılı bir şekilde değiştirildiği tespit edildi ve bu plazmidler sekanslanmaya gönderildi. Sekanslama değerlendirmesinde “Biology Workbench 3.2” websitesi kullanıldı. 
3. Sonuçlar ve Tartışma

dmt geni giriş kısmında da gösterildiği üzere 228 baz taşımaktadır. Çoğunluğu kaplayan köprü bölgesi çıkarılınca geriye 100 bazlık bir bölüm kalması beklenmekte idi. Şekil 3 te de görüleceği üzere 100 bazlık bir bant görülmüş ve sonra zayıf olan bu bant tekrar çoğaltılmıştır. 
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Şekil 3: PZR Reaksiyonları Sonuçları


 Elde edilen 100 bazlık gen pGEX4T-2 plazmidine EcoR1 ve Xho1 ile çift kesme ve T4 ile bağlama yöntemi ile eklendi. Bağlama işlemi de EcoR1 ve Xho1 ile yapılan kontrol kesimi ile denetlenmiştir: 
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Şekil 4: Ecor1 ve Xho1 İle Çift Kesme Sonuçları

Bakterilerin transformasyonu sonrası plazmidler genlerin durumuna göre kontrol edilmiştir ve seçili koloniden elde edilen plazmid sekanslamaya gönderilmiştir:
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Şekil 5: Sekanslamaya Gönderilecek Koloni Seçimi


Gelen sekanslama sonucu Workbench programı ile incelenmiş ve Şekil 6’daki karşılaştırmalı hizalamada da görüleceği üzere beta bölgesinin 3’ uç bazları ile alfa bölgesinin 5’ uç bazlarının örtüştüğü gözlemlenmiştir:
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Şekil 6: Sekanslama sonucu ile alfa ve beta dizini karşılaştırması


Şekil 6’da gösterilen dizlim analizi alfa ve beta bölgelerinin örtüştüğünü  göstermiştir. Bu örtüşme G61 ve G18 primerlerinin kapsadıkları alanlardaki nüleotit/amino asit dizilerinin örtüşmesinden kaynaklanmaktadır. 
Kaynakça:

[1] C. Cobbett, P. Goldsbrough, “Phytochelatins and metallothioneins: roles in heavy metal detoxification and homeostasis,” Annual Review of Plant Biology, vol. 53, no. 3, pp. 159-182, 2002.

[2] K. Bilecen, Ü.H. Öztürk, A.D. Duru, T. Sütlü, M. Petoukhov, D.I. Svergun, M.H.J. Koch, U. Sezerman, I. Cakmak and Z. Sayers, “Triticum durum metallothionein: isolation of the gene and structural characterization of the protein using solution scattering and molecular modeling,” The Journal of Biological Chemistry, vol. 280, no. 14, pp. 13701-13711, 2005.

[3] A. Peroza, E. Freisinger, “Metal ion binding properties of Tricium aestivum Ec-1 metallothionein: evidence supporting two separate metal thiolate clusters,” Journal of Biological Inorganic Chemistry, vol. 12, no. 3, pp. 377–391, 2007.
[4] F. Dede, G. Dinler, and Z. Sayers, “3D Macromolecular Structure Analyses: Applications in Plant Proteins,” Proc. of the NATO Advanced Research Workshop, Published by Springer Verlag, Heidelberg, pg 135-146, 2006.

