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Mikroorganizmalarda Agir Metal Stresine Yanitin
Proteom Analizi ile Arastiriimasi’
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Agir metaller ve Etkileri

Birgok agir metal, d orbitallerinin tamamen dolu olmasi nedeniyle gegis
elementleridir. Bu d orbitalleri agir metal katyonlarina redoks tepkimelerine girebilen
veya giremeyen herhangi bir bilegik ile karmasik yapi olugturmasini saglamaktadir.
Bu nedenle, agir metaller birer iz element olarak bircok karmasik biyokimyasal
reaksiyonda énemli rol oynamaktadir (1). Ornegin Ca(ll), Co(ll), Cr(VI1), Cu(ll), Fe(ll),
K(l), Mg(ll), Mn(ll), Na(l), Ni(ll) ve Zn(ll) gibi metaller esansiyeldir ve besiyerlerine
eklenmeleri gerekmektedir. Bu metaller, mikrobesin olarak redoks tepkimelerinde,
molekullerin elektrostatik etkilesimlerini kararli tutmak ve ozmotik basinci kontrol
etmek igin enzimlerin bilesenleri seklinde kullanilirlar. Fakat Ag(l), Al(l), Au(ll), Cd(l),
Pb(ll) ve Hg(ll) gibi agir metallerin biyolojik bir énemleri yoktur ve bu metaller
esansiyel degillerdir. Ayni zamanda besinsel degerleri de yoktur. Bununla birlikte,
mikroorganizmalara oldukg¢a toksik etkileri bulunmaktadir. Bu toksik metaller dnemli
hicresel bilesenlerle kovalan ve iyonik baglarla etkilesime girmektedirler. Yuksek
konsantrasyonlarda esansiyel olan ve olmayan butun metaller hiicre zari hasarina yol
acip, enzim spesifikligini dedistirebilir, htcresel fonksiyonlari bozabilir ve DNA’nIn
yapisina zarar verebilmektedir. Bu nedenle metallerin butin canli hadcrelerin
metabolizmalarinin dengede tutulmasinda ¢ok onemli bir yer olusturdugu acikga
gorulmektedir (1, 2).

Tekstil, deri, boya, metal ve kagit endustrilerinden kaynaklanan atiksular fazla
miktarda agir metal icermektedir. Bu tip atiksularin aritiimadan kontrolsiz bir sekilde
cevreye bosaltiimalari o ¢evredeki canlilara toksik ve mutajenik etki yapmaktadir.
Cesitli metaller bazi organizmalarda canhligin devam ettiriimesi i¢in ¢ok az
miktarlarda kullanilsalar da yuksek konsantrasyonlari hlucrede zararl etkilere yol
acmaktadir. Gumaus(l), Al(l), Au(ll), Cd(l), Pb(ll) ve Hg(ll) gibi toksik metallerin ise
biyolojik ©onemi bulunmamakla birlikte hicrede dusuk konsantrasyonda bile
bulunmalari tehlikeli olmaktadir (2-6).
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Bu nedenlerden endustriyel atiksulardan oncelikle agir metallerin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Yapilan birgok galismada, agir metallerin gesitli mikroorganizmalarla
endustriyel atiksulardan uzaklastinldigr gosterilmistir. Mikroorganizmalarin toksik,
karsinojen ve mutajen olabilen agir metal iyonlarina tolerans goésterip bu kirleticileri
ortamdan uzaklastirabilmesi agir metallere direng geligtirmeleri ile gergceklesmektedir.
Mikroorganizmalarca agir metalin hlcre igine alinmamasi, hiicre iginde veya disinda
tutulmasi, kirleticinin daha az toksik forma cevrilmesi, metalin hicre digina aktif
tasinmasi ve mikroorganizmanin metale karsi daha duyarsiz hale gelmesi gibi direng
mekanizmalari bugline kadar tanimlanabilmis sistemlerdir (2, 4, 7-14).

Agir metallere direncli mikroorganizmalar, bahsedilen bu diren¢ sistemlerinden birini
veya birkacini bir arada kullanarak agir metalin toksik etkilerinden korumaya ve
canhligini sirdirmeye calismaktadir. Bu diren¢ yollarinda da stres kosulana yanit
niteliginde sentezi artan bazi proteinler anahtar roli oynamaktadir. Agir metal
stresindeki bir mikroorganizma bu strese adapte olabilmek ve dayaniklilik saglamak
icin bazi proteinlerin sentezini arttirma yoluna gidebilmektedir (15-18). Bu proteinler
hem hicre iginde sentezlenen sitozol proteinlerini hem de zar proteinleriyle birlikte
hicre disi bilesenlerini de icerebilmektedir. Bu tip proteinlerin bulunarak
tanimlanmasi ile stres kosullarina mikrobiyel yanitin belirlenmesi ancak “proteom
galismalar” ile mimkin olmaktadir (15, 19).

Proteom Nedir?

Proteom terimi ilk kez 1995 yilinda bir genomun proteininin tam olarak tamamlanmasi
anlamiyla kullaniimistir. Genden kaynaklanan ve aktif proteinde sonlanan dizenleyici
olaylar g¢aglayaninda proteom, genomun son urunu olarak goérulmektedir. Genom
proteoma kiyasla degismezken, proteom oldukga yliksek bir dinamizme sahiptir (20).

Bu dinamizm, hicrenin ¢evresel kosullardan, c¢esitli stres durumlarindan
etkilenmesine bagli olabilecedi gibi, hucrenin saglikh olup olmamasi ile fizyolojik
durumundan da kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte, farkli ortam kosullari altinda
genom ayni olsa bile farkli organizmalarin farkli proteomlari olacaktir (20).

Proteom c¢aligsmalari ile belli kosullar altinda butin bir organizmanin, 6zel bir dokunun
veya herhangi bir hicresel kismin proteinlerindeki degisiklikler belirlenebilmektedir.
Bu tip calismalarin iki 6nemli amaci bulunmaktadir: Birincisi, hlicrelerden izole edilen
proteinlerin tanimlanmasi, ikincisi de tanimlanmis proteinlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesidir. Bu iki hedefe ulagsmada kitle spektrofotmetri (MS)
vazgecilmez bir ara¢ olmustur. Bu tip galismalarda oncelikle proteinler izoelektrik
noktalarina (birinci boyut) ve daha sonra molekul agirliklarina (ikinci boyut) goére
ayrilmaktadir. Bu sekildeki ayirma yontemine iki boyutlu jel elektroforezi (2D jel
elektroforezi) adi verilmigtir. MS analizinden ©nce proteinler denature edilerek,
enzimatik yolla sindiriimektedir. Proteinlerin sindiriimesinde siklikla tripsin enzimi
kullaniimaktadir. Son olarak peptid érnekleri kitle spektrofotometri de dl¢tiimektedir
(21). Butin bu gahsmalar sonucunda, bir mikroorganizmanin batininin, 6zel bir
dokusunun veya herhangi hucresel bir kisminin proteinlerindeki degisiklik
izlenebilmektedir.
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Cevresel Stres Kosullari ve Proteom Calismalari

Bir hicrenin, dokunun veya organizmanin genomundan yazilan tum proteinlerin
arastiriimasi olarak tanimlanan proteom galismalari, toksisite ile ilgili proteinleri veya
protein gruplarinin tespit edilmesinde de yardimci olmaktadir. Ayrica bu proteinler,
toksik  kirleticilerin ~ bulunmasinda  biyolojik  birer igaretleyici olarak da
kullanilabilmektedir. Bir mikroorganizmaya ait farkl stres kosullarinda Uretilen
proteinlerin karsilastirimasi, o mikroorganizmaya ait proteom farkliliklarini ortaya
koymaktadir. Stres kosularinda sentezi artan veya azalan proteinlerin tanimlanmasi
ise organizmalarin stres ortamina verdigi yanitin molekliler mekanizmasinin
aydinlatilmasina yardimci olabilmektedir (22).

Farkli gevresel kosullarin organizmalara etkisinin arastirildigi proteom caligmalari,
global proteinleri veya tek bir hedef proteini kapsayabilmektedir. Global protein
analizlerinde arastiricilar maksimum sayida protein elde edip tanimlamayi isterken,
tek bir hedef protein ile analiz yapilacaksa, bu protein hiicresel bilesenlerden bir
tanesi (bir organel, hucre c¢ekirdedi veya bir sinyal yolunun elemani gibi)
olabilmektedir (22).

Ekosistemde 06zellikle organik kirleticiler ve agir metaller gibi stres kosullarindan
birincil olarak etkilenen canh grubu bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalardir. Bu
mikroorganizmalar biyotransformasyon ve biyobirikimde anahtar roli oynamaktadir.
Buguine kadar 200’den fazla bakteri ve yaklasik 50 fungus genomu tanimlanmistir.
Bu genomlar kiguk boyutlari ve basit olmalari ile protein seviyesindeki degisikliklerin
belirlenmesinde ¢ok c¢ekici modellerdir. Son yillarda yapilan proteom calismalari,
Ozellikle agir metal kirliliginin mikroorganizmalarin hicresel yanitinin protein bazinda
bulunmasinda kullaniimaktadir (23).

Agir Metal Stresine Mikrobiyel Yanitin Belirlenmesinde Proteom
Analizinin Kullanilmasi

Proteom analizi ile mikrobiyel agir metal stres yanitin belirlenmesiyle ilgili galismalar
henluz c¢ok yeni olmakla birlikte mikroorganizmalarin agir metal stresine maruz
kalinca verdigi yanitin ve savunma mekanizmalarinda Kkullanilan proteinlerin
arastirildigi bazi proteom c¢aligmalari bulunmaktadir.

Vido ve arkadaslar (2001) Saccharomyces cerevisiae mayasl ile yaptiklari
calismada, Cd(ll) stresine maruz biraktiklari maya hucrelerinin bu stres kosuluna
hidcresel yanitini proteom analizi ile belirlemiglerdir. Arastirmada, S. cerevisiae
hlcreleri agir metal stresine cevap olarak 54 proteinin sentezini arttirirken, 43
proteinin sentezini azaltmistir. Calismada, O6zellikle sulfir iceren aminoasitlerin
biyosentezi ile ilgili enzimlerin yapiminin arttigr gorulmastar.

Ayni zamanda arastiricilar, glutatyon sentezi ile antioksidant Ozellige sahip bazi

proteinlerin Cd(ll) iyonlari ile muamele edilen maya hucreleri tarafindan daha fazla
sentezledigini gostermiglerdir.
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Calismada, tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediktaz gibi proteinlerin yapimi da agir
metal iceren ortamda artmistir. Arastiricilar sentezi artan bu proteinlerin S. cerevisiae
mayasinin Cd(ll) iyonlarina karsi hucresel savunma mekanizmasinda esansiyel
oldugunu bildirmislerdir (24).

Felicio ve arkadaslarinin (2003) gergeklestirdigi ve Cu(ll) iyonlarinin Acidithiobacillus
ferrooxidans’in protein sentezi Uzerine etkisinin arastirildigi denemelerde demir
iceren ortamda gelistirilen A. ferrooxidans’in zar ve periplazma protein sentezine 200
mM Cu(ll)'nin etkisi incelenmistir. Mikroorganizma Cu(ll) icermeyen ve bu Kkirleticiyi
iceren iki farkli ortamda geligtirilmistir. ki farkli besiyerinde gelistirilen bakterinin
proteinleri izole edilerek protein profillerindeki farkliliklar 2D jel elektroforezi ile tespit
edilmistir. Bakir(ll) iceren ortamda bakterinin bazi proteinlerinin sentezinin azaldigi
veya bazilarinin arttigi gérulmastir. Disik molekdl agirlikl proteinlerin Cu(ll) iyonlari
iceren ortamda yapiminin belirgin bir sekilde azaldidi belirlenmistir. Calismada bu
proteinlerin muhtemelen asidik proteinler oldugu ve dig zara ait elemanlar olabileceqgi
ileri strtlmastar. Arastiricilar rustiksiyanin isimli bir proteinin ise agir metal iceren
ortamda daha fazla sentezlendigi tespit etmigtir.

Periplazmik bir protein olan rustiksiyaninin demir oksidayon yolunun elektron tasima
zincirinde gorev aldigi bilinmektedir. Bu nedenle arastiricilar bakterinin iki yolla Cu(ll)
iyonlarina kargi cevap verdigini belirlemiglerdir. Birinci yolda Cu(ll) iyonlarina karsi
gegirgenlik azaltilmakta, ikinci yolda ise Cu(ll) periplazmada sentezi artan proteince
tutulmaktadir (25).

Schmidt ve arkadaslarnn (2005) Ni(ll) iyonlarinin Streptomycetes acidiscabies
bakterisinin hlcre ici protein sentezine etkisini arastirmiglardir. Yapilan galismada,
mikroorganizma Ni(ll) icermeyen ve igeren iki farkli ortamda gelistiriimistir. Protein
sentezindeki farkliliklar 2D jel elektroforezi ile belirlenmigtir. Denemelerde, Ni(ll)
iceren ortamlarda glikoliz ile ilgili bazi enzimlerin sentezinin arttigi, demir iceren
superoksit dismutazin sentezinin ise engellendigi bulunmusgtur.

Sharma ve arkadaslar (2006) Pseudomonas fluorescens’in agir metal stresine karsi
goOsterdigi direng mekanizmasinda proteinlerin rolunt proteomik bir yaklasimla
aciklamislardir. Calismada bakteri gesitli agir metallere maruz birakildiginda farkl
olarak sentezlenen proteinleri 2D jel elektroforezi ile belirlenmis ve MS ile
tanimlanmistir. Bakteri Pb(ll) ve Cu(ll))ye maruz birakilinca spo VG ile enolaz
proteinlerinin sentezinin arttigi goértlmastir. Mikroorganizma Co(ll) agir metaline
maruz kaldiginda ise varsayilan proteinin sentezinin azaldigi, ksilotransferaz, ORF 18
faj fi KZ, OMP H1 ve translasyonel uzama faktér (EF-Tu) gibi proteinlerin ise yalnizca
bu metale maruz kalindiginda sentezlendigi gorulmasttr. Arastiricilar butin bu
sonuglar 1s1g1 altinda, bakterinin ortamda agir metaller varken ¢alismada tanimlanan
proteinler araciligi ile bakterinin agir metal stresine karsi bir savunma mekanizmasi
gelistirdigini gostermiglerdir.

Bar ve arkadaslari (2007) agir metallerle kirletiimis ortamlardan izole ettikleri
mikroorganizmayi Klebsiella pneumoniae olarak tanimlamiglardir. Bakteri Co(ll) ve
Pb(ll) iceren ortamlarda gelistirilmigtir.

Agdir metale maruz kalan bakterinin farkli olarak sentezledigi proteinler 2D jel
elektroforezi ve MS ile belirlenerek tanimlanmigtir. Buna gore L-izoaspartat protein

30



karboksimetiltransferaz tip |l ile DNA girazin farkh olarak sentezlendigi gorulmugtur
(16).

Ozcan ve arkadaslari (2007) Phanerochaete chrysosporium fungusunun Cd(ll) ve
Cu(ll) iyonlarina maruz kaldiginda verdigi yaniti proteom analizi ile belirlemiglerdir.
Agdir metal stresine yanit olarak fungusun, 3 adet ribozomal protein ile
flavonol/sinnamolil-CoA reduktaz, ATP-az, ribozomal protein S7, ribozomal protein
S21e ve uzama faktér EF-1 alfa alt Unitesi gibi proteinleri daha fazla sentezledigini
gostermislerdir (26).

Leonhduser ve arkadaglarinin (2007) gerceklestirdikleri calismada, Hg(ll) agir
metaline direncgli oldugu bilinen Pseudomonas putida suslan ile c¢alisiimigtir.
Arastiricilar yiksek konsantrasyonda Hg(ll) agir metaline maruz kalan bakterilerin
toplam hucresel proteomunda ¢ok az bir degisim belirlerken, 6zellikle zara ait tagiyici
proteinlerde  degisiklik  gbzlemlemislerdir. Bu c¢alismaya goére, yuksek
konsantrasyonda agir metal iceren ortamda katyon akisini saglayan tasiyici
proteinlerin yapimi 45 kez daha fazla olurken, bir dis zar proteini olan porinin yapimi
106 kat azalmistir. Arastiricilar stres kosullarinda enerji metabolizmasi ile ilgili
herhangi bir proteinin daha fazla sentezlendigini tespit etmemiglerdir.

Shilev ve arkadaslari (2007) galismalarinda sodyum arsenata direngli Pseudomonas
fluorescens bakterisinin arsenat varliginda ve yoklugunda toplam protein igeriginin
proteom analizi ile belirlemiglerdir. Bu calismada, arastiricilar, 1000 ppm arsenat
varhiginda, direncli bakterinin 9 adet proteini farkli olarak, 4 adet proteini yeni olarak
sentezledigi, 4 adet proteinin sentezini arttirdigini ve 1 adet proteinin sentezini
azalttigini tespit etmiglerdir.

Ozetlendigi gibi agir metal stresine maruz kalan mikroorganizmalar bu toksik
kirleticilere bazi proteinlerinin sentezini artirarak veya bazi proteinlerinin yapimini
azaltarak cevap vermektedir. Bu tip proteinlerin tespit edilip, tanimlanmasi da son
yillarda olduk¢a 6nem kazanan proteom calismalari ile yapilabilmektedir.
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