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ÖZET 

Hücrede sentezlenmiş olan anormal proteinlerin 

ortadan kaldırılmaları bilinen iki mekanizma ile gerçek­

leşir. Bu mekanizmaların birincisi ekstraselüler memb-

randa bulunan uzun ömürlü anormal proteinlerin lizo-

zomlarda ATP'ye bağımlı olmayan yollarla yıkılmasıdır. 

Kısa ömürlü anormal protein yıkımında görev alan ikinci 

mekanizma olan ubiquitin (Ub) sistemi, ATP'ye bağımlı 

olarak aktive edilir. Ub aktivasyonundan sorumlu enzim 

(E1) kovalent afinite kolon kromatografisi ile plasenta­

dan saf/aştırıldı. Bu enzimin saflığı sodyum dodesil sül­

fat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tesbit 

edildi ve kinetik özellikleri incelendi. İnhibitör olarak 

kullanılan etilmaleimid (C6H7NO2), etilendiamintetraase-

tat (EDTA) ve civanitrat (Hg(NÖ3)2) gibi maddelerin en­

zimi inhibe ettiği gözlendi. Enzimin optimum pH'sı 7 ve 

optimum sıcaklığı 35°C olarak belirlendi. 
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Bütün ökaryot ik hüc re le rde b u l u n a n ubiqui t in pro­

teini in t raselü ler prote in lere kova len t bağl ı o la rak v e y a 

se rbes t f o r m d a bu lunur (1). Ubiqui t in ısıya dayan ık l ı , 76 

a m i n o asit l i ( M A 8500 ) , bü tün tür lerde iy ice ko runmuş , 

g l obu le r e v r e n s e l b i r p ro te ind i r (2). L i z o z o m a l har ic i 

protein y ı k ım ında a n o r m a l k ısa ömür lü y ık ı lacak prote in­

leri e t iket leyerek y ık ı lma la r ına s e b e p olur. Y ık ı lacak pro­

teinler ile Ub 'n in k o n j u g a s y o n u int raselü ler proteinler in 

ener j iye bağıml ı o la rak pa rça l anmas ında öneml i bir rol 

o y n a r (3) . A T P g e r e k t i r e n U b - p r o t e i n k o n j u g a s y o n 

G e l i ş Tar ih i : 2 1 . 1 1 . 1 9 9 4 

Y a z ı ş m a A d r e s i : A h m e t K I Z I L T U N Ç 

A t a t ü r k Ün ive rs i t es i T ı p Fakü l tes i 

B i y o k i m y a A B D , 

E R Z U R U M 

SUMMARY 

Abnormal proteins synthesized within cells are de­

graded by known two mechanisms. One is the degra­

dation of long-lived proteins found or extracellular 

membranes by ATP dependent lisosomal system se­

cond mechanism, known ubiquitin system functions to 

degradade abnormal short-lived proteints. The enzyme 

that is responsible for ubiquitin activation were purified 

from plasenta using affinity chromatography. The en­

zyme that is responsible for ubiquitin activation were 

purified from plasenta using affinity chromatography. 

The enzyme purity were checked by SDS-PAGE and 

kinetic features were examined. It has been found that 

ethilmaleimid (C6H7NO2), EDTA and Hg(NC>3)2 were in­

hibitor of the enzyme optimum pH of the enzyme was 

7 and optimum temperature was 35°C. 

K e y W o r d s : Ub iqu i t i n , Ub iqu i t i n ac t i va t i ng e n z y m e 

T Kl in J M e d Sc i 1 9 9 5 , 15 : 2 6 0 - 2 6 4 

r e a k s i y o n u n d a , U b ' n i n C O O H termina l in in (G iy 76) y ık ı ­

l acak hedef prote in subs t ra t ın ın e-NH2 L i z i n g r u b u n a 

bağ lanmış o lmal ıdı r . Ub-p ro te in kon juga t ı ç a b u c a k par­

ça lana rak U b y e n i d e n ku l l an ı lmak üze re se rbes t l eş i r 

(4). Ka rek te r i s t i k sü l f id r i l ( - S H ) g r u p l a r ı n a s a h i p E1 

(ubiquit in akt ive edic i ) e n z i m i ( 105 .000 dal ton) Ub 'n in 

C O O H g r u b u n a t ioester bağı i le bağ lana rak aktif du ru ­

m a geçir ir. Ak t i f lenen ubiqui t in d a h a s o n r a U b taşıyıcı 

e n z i m (E2) üze r inden , Ub prote in l igaz e n z i m i n e (E3) 

aktar ı larak fonks i yonu t a m a m l a n m ı ş olur (5). 

Pro te in pa rça lanmas ı ve k o n j u g a s y o n u n d a k i kritik 

f onks i yonu i t ibarı ile ubiqui t in ak t ive ed ic i e n z i m i n rolü 

hakk ında d a h a detay l ı bilgi e l de e tmek iç in E1 e n z i m i 

afinite k romatograf is i ile saf laşt ı r ı ldı ve bazı inh ib i tör lere 

o lan duyar l ı l ığı ile bel i rs iz l ik iç inde o l an o p t i m u m pH ve 

op t imum sıcakl ık değer ler i i nce lend i . 
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MATERYEL VE METOD 

Ubiqui t in i akt i f leyic i e n z i m S c h e i d e r , C u a t r e c a s e s 
ve K o h n ' u n ku l landığı me tod la rdan k ı smen fayda lana rak 
C i e c h a n o v e r ve a rkadaş la r ın ın eritrosit ve ret ikülosit ler-
d e n e n z i m i sa f laş t ı rma iç in ku l landık lar ı m e t o d l a p l a ­
s e n t a d a n sa f laş t ı r ı l d ı (6 -10 ) . P l a s e n t a n ı n m e m b r a n ı 
uzak laşt ı r ı ld ık tan s o n r a yak laş ık 7 0 0 g r p l a s e n t a 150 
m M KCI+200 ul me rkap toe tano l çözel t is i i le üç de fa y ı ­
kand ı . Ö n c e d e n soğu tu lmuş c y c l e - b l e n d h o m o j e n e r a t ö -
ründe 2 0 m M Tr is-HCI+1 m M E D T A v e %2' l ik g l isero l 
çöze l t i s inden 30 v / 5 v / 1 0 v o r a n l a r ı n d a i l ave ed i ld i ve 
numune le r 175 gr ' l ık dör t g rup ha l inde h o m o j e n i z e ed i l ­
d i . Homo jena t 10 .000 rpm 'de santr i fü j edi ld i ve super ­
natant t op land ı . T o p l a n a n 2 0 0 m l superna tan t 150 m l 
0.2 m M 2,4-din i t rofenol v e 150 m l 2 0 m M 2 -deoks ig lu -
koz çözel t i ler i i le i nkübe (37°C , 2 saat ) ed i ld i . Müteak ip 
i ş lemde 1 mM ditioeritrol (DTT) iht iva e d e n 2 litre saf-
su i le m u a m e l e edi ld i ve 8 0 . 0 0 0 x g ' d e 90 d a k i k a santr i ­
füj ed i l e rek supe rna tan t top land ı ( f raks iyon I). 60 ml 
superna tan t 3 mM p o t a s y u m fosfat (pH 7) ile d e n g e ­
lenmiş 3 x 7 4 cm' l i k D E A E - s e l ü l o z ( W h a t m a n , D E - 5 2 ) 
k o l o n u n a u y g u l a n d ı . B a ğ l a n m a m ı ş mo lekü l l e r 1 mM 
D T T iht iva e d e n 3 mM p o t a s y u m fosfat t a m p o n çözel t i ­
s in in 1 5 0 m l i le e lüe ed i ld i . K o l o n do lgu m a d d e s i n e 
bağ lanmış o l an molekü l le r 0 .5 mM KCI , 1 mM D T T ve 
10 mM T r i s -HC I (pH 7.2) iht iva e d e n so lüsyonun 150 
ml ile e lüe ed i ld i . E lüat la ra a m o n y u m sül fat la çök tü rme 
ve d iya l iz iş lemler i uygu land ık tan s o n r a e lde ed i len çö ­
zelt i top land ı ( f raks iyon II). S e f a r o z 4B bi leş iğ in in 10 
gr' ı 30 m l saf s u d a şişir i ldi ve s u y u at ı ld ı . L i g a n d göre ­
v i g ö r e c e k o l a n u b i q u i t i n d e n ( s i g m a 6 2 3 5 ) 4 0 0 u l , 
uzant ı ko lu o la rak 6 - C ' l u N-h id roks isüks inami tden (s ig­
ma 7377) 1 m g , 2 0 0 ml g las iye lase t i kas i t , 8 0 0 ml Tr is -
HCI (pH 7.2) iht iva e d e n so lüsyon ve şiş ir i lmiş se fa roz 
4 B materya l i g e c e b o y u n c a -4 °C 'de düşük h ızda m a n ­
yetik ba r ya rd ımı i le kar ış t ı r ı ld ı . E l d e ed i len bu homo jen 
çözel t i min i k o l o n d a (2x15 , P h a r m a c i a ) pake t lend i . 1 M 
N a C I iht iva e d e n 0.1 M N a - a s e t a t (pH 4) ve 0.1 M 
Tr i s -HCI (pH 8) çözel t i ler i i le s ı rası ile üç d e f a y ı kand ı . 
0.2 mM D T T , 5 mM MgCİ2, 2 mM A T P iht iva e d e n 50 
mM T r i s -HCI (pH 7.2) t a m p o n çözel t is i ile ko lon d e n ­
ge lend i . F r a k s i y o n I I çöze l t i s inden 30 ml behe re a l ına­
rak üzer ine 5 0 m M T r i s -HC I , 5 m M A T P (s igma) , 1 0 
mM MgCİ2, 0 .2 mM D T T ve 5 ün i te /ml inorganik piro-
fos fa taz (s igma) konu ldu ve h o m o j e n bir çözel t i e l de 
edi ld i . Bu çözel t in in t a m a m ı afinite k o l o n u n a uygu land ı 
ve ko lon yukar ıdak i t a m p o n çözel t i ile y ı kand ı . 1 M KCI 
iht iva e d e n 50 mM T r i s -HC I (pH 7.2) çözel t is i ile üç 
de fa ko lon y ı k a n d ı . 0 .04 m M N a P P i v e 2 m M A M P 
(s igma) iht iva e d e n 50 mM T r i s -HC I (pH 7.2) çözel t is i 
ile bağl ı mo lekü l e l u e ed i ld i . F r a k s i y o n I I çözel t is i 25 -30 
mg/ml ve k o l o n d a n a l ınan eluat (E1 proteini) 3 -5 mg /m l 
protein iht iva e tmek teyd i (Prote in k o n s a n t r a s y o n u L o w -
ry (11) me todu i le, sığır s e r u m a lbümin s tandard ı ku l la ­
nı larak hesap land ı ) . E n z i m i n saf l ığı S D S - P A G E ile test 
edildi (12). 
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Sa f o larak e lde ed i len E1 e n z i m i n i n k inet ik öze l ­

l ik ler i , r e a k s i y o n ü r ü n ü i no rgan i k fos fa t ın (Pi ) a b s o r -

b a n s değer in in M u n o z (13) ve ark. ku l l anmış o lduk la ­

rı m e t o d l a ö lçü lerek be l i r lend i . T ü p I ve t üp I I o la rak 

i şa re t l enen t üp l e rden tüp l' le k o l o n d a n a ld ığ ım ız saf 

E 1 e n z i m i n d e n 1 3 0 0 u l , 1 5 0 0 u l 5 0 m M T r i s - H C I 

(pH 7.2), 50 u l 1 mM M g C I 2 ( s i g m a , 104 -20 ) , 20 u l 

2 uM ubiqui t in ( s i g m a , 6 2 3 5 ) , 5 u l 50 mU inorgan ik 

p i ro fos fa taz ( s i g m a , 1 4 5 0 3 ) , 5 u l 0 . 2 u M A T P (s ig ­

m a , 1 0 2 0 ) v e i n h i b i t ö r [ 4 u l 0 . 5 m M e t i l m a l e i m i d 

( s igma, 3876) v e y a 5 u l 0 .4 mM E D T A ( s i g m a , 285) 

v e y a 5 u l 0 .4 mM Hg (NÛ3)2 ( s i g m a , 830)] konu ldu 

ve 3 7 ° C ' d e 10 d a k i k a inkübe ed i ld i . R e a k s i y o n u dur­

d u r m a k iç in .%5'lik t r ik loraset ikas i t ten 1 ml i lave ed i l ­

d i , i nh ib i tö r har i ç , t üp l l 'n in m u h t e v a s ı t ü p I i le a y ­

n ı yd ı . T r (reaktif kö rü ) , Ts ( s e r u m k ö r ü , s ığı r s e r u m 

a lbümin ) ve Tn ( n u m u n e körü) o la rak alt ı t üp a l ınd ı . 

T r ve Tn tüp le r ine 3 m l reaktif (20 mM s o d y u m m o -

l ibdat+82 m m o l ni t r ikasi t+100 mg t r ie tano lamin Laur i l -

sü l fat 1 İ t s u y a t a m a m l a n d ı ) k o n u l d u . Ts tüp le r ine 3 

ml d is t i l e su i l a v e e d i l d i . T ü p I ve t ü p I I i ç in ay r ı 

ayr ı haz ı r l anmış o l a n T s v e T n tüp le r in in h e r b i r ine 

0.2 ml t üp l 'den v e y a tüp M'den i lave ed i ld i . T r tüp­

le r ine d e 0 .2 m l d is t i le s u k o n u l d u . T ü p l e r v o r t e k s -

lend i . A s i t o r t a m d a mo l ibda t i le fos fa t ın r e a k s i y o n u n ­

d a n o l uşan sar ı renk l i mo l i bda t - fos fa t k o m p l e k s i a b -

s o r b a n s ı 3 9 0 n m ' d e ö l ç ü l d ü . B i l i n m e y e n n u m u n e n i n 

a b s o r b a n s ı A = A n - ( A s - A r ) f o r m ü l ü n d e n h e s a p l a n d ı . 

O p t i m u m p H tesbi t i iç in P i a b s o r b a n s ö l ç ü m ü pH=3-

5 a r a s ı n d a 0.1 M s i t ra t /0 .2 M K2HPO4 t a m p o n ç ö ­

z e l t i s i , p H = 5 - 7 a r a s ı n d a 0 .2 M f os fa t t a m p o n u v e 

pH=7-11 ara l ığ ında 0.2 M T r i s -HC I t a m p o n çözel t i ler i 

i le değ i ş i k p H ' l a r d a o r t am la r o l u ş t u r u l a r a k , o p t i m u m 

sıcakl ık tesbit i için aynı pH ara l ık la r ında pH sabi t tu­

tu larak değ iş ik s ıcak l ık la rda reaks i yon la r yapı ld ı ve P i 

a b s o r b a n s değer ler i ö l çü ldü . 

SONUÇLAR 

Ubiqui t in s e fa r oz afinite ko lonu i le saf laşt ı r ı lan pro­

teinin (E1 enz imi ) saf l ığı S D S - P A G E ile test ed i ld i . S a f -

laşt ır ı lmış E1 e n z i m i n d e n ve s tandar t l a rdan ( s i g m a M-

5 5 0 5 ) 30 m l po l yak r i l am i t j e l i ne (%5 y ı ğ m a jel i ve 

% 1 4 . 5 y ü r ü t m e jeli) uygu land ı . E lek t ro fo rez i mü teak ip 

jel c o o m a s s i e b lue boyas ı i le b o y a n d ı . S t a n d a r t p ro ­

te in ler le karşı laşt ı r ı larak e n z i m prote in in saf o l d u ğ u n a 

karar ver i ld i (Şeki l 1). E t i lma le im id , E D T A ve c i v a tuz­

larının e n z i m proteini üzer ine o l an etki ler i ma te rya l ve 

me to tda anlat ı lan yo l la bel i r lendi (Şeki l 2 ,3,4) . E n z i m i n 

op t imum aktif o l d u ğ u pH ve s ıcak l ık Şek i l 5 ve 6 ' d a 

göster i ld i . 

TARTIŞMA 

Kısa ömür lü a n o r m a l in t rase lü ler prote in ler in ener ­
j iye bağıml ı pa rça lanmas ında önem l i bir rol o y n a y a n Ub 
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Şek i l 1 . Sa f l aş t ı r ı l an e n z i m p ro te in in (E1) S D S - P A G E ile tes t 

ed i lmes i . 

a * . Ka ta laz , M A : 2 3 0 . 0 0 0 

b*. M y o z i n , M A : 2 0 0 . 0 0 0 

c*. b - G a l a k t o z i d a z , M A : 1 1 6 . 0 0 0 

d * . Fos fo r i laz b , M A : 9 2 . 5 0 0 

e . Sa f E1 e n z i m pro te in b a n d ı 

* . S t a n d a r t p ro te in le r ( S i g m a ) 

pol ipept id in in protein ler le k o n j u g a s y o n u kritik bir ö n e m e 
sahipt i r . Ub-pro te in k o n j u g a s y o n u üç adıml ı bir mul t ien-
z im komp leks i ta ra f ından başarı l ı r (14). 

Ak t i ve ed ic i e n z i m (E1) k o n j u g a s y o n iş leminde ak-
tif leyici öze l l iğe sahipt i r . E n z i m i n -SH f onks iyone l g rup­
ları ile Ub proteini a ras ında o luşan tiol es te r bağı yük­
sek enerji l i bir bağdı r . Aktif -SH grup lar ı inh ibe edi ld iğ i 
z a m a n e n z i m inaktif d u r u m a geçer (15). Ener j ice z e n ­
gin akt ive o lmuş pol ipept id in ve e n z i m aras ındak i ener ­
j ice z e n g i n tiol es te r bağı a s i d e karşı dayanık l ı iken di-
lüe b a z , h id roks i lamin , borohidr i t ve c i v a tuz lar ına karşı 
dayanıks ızd ı r (15). Ener j i ce z e n g i n tiol es te r bağı acil 

g rubunun akt ive o lmuş d u r u m u n d a korunur ve böy lece 
bağ lanacak pept id bağın ın o l u ş u m u n d a bir reaktif a ra 
m a d d e o l a r a k h i z m e t edeb i l i r . E n z i m ak t i v i t es i iç in 
M g 2 + iyonu v e A T P gerekl id i r . G T P v e C T P nük leoz id -
leri A T P kada r etkin deği ld i r (9,15). Ak t i ve o l m u ş pol i-
pept id ve -SH f onks i yone l g rup la r ına s a h i p e n z i m ara ­
s ındak i tiol es te r bağın ı parça lay ıc ı özel l iğ i i le e n z i m ak­
t ivi tesi c i v a iyon lar ı t a ra f ı ndan inh ibe edi l i r (15). Ç a ­
l ı şmamız da afinite k o l o n u n d a n saf laşt ı r ı lan E1 enz im i 
c i v a iyonlar ı ta ra f ından inh ibe edi ld iğ i göz lend i (Şeki l 2). 
Ub-pro te in k o n j u g a s y o n u hedef prote in in büyük lüğü ile 
alakal ı o lduğu gib i , ak t ive ed ic i e n z i m i n i nh ib i syonu ile 

Şeki l 3 . E t i lma le im id i n h i b i s y o n u 

Şeki l 2 . H g + 2 i y o n u n u n i n h i b i s y o n etk is i 
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de i lgi l idir. E t i lma le im id inh ib i tö rü t a ra f ı ndan e n z i m i n 
sülfhidr i l grup lar ı b loke edi ld iğ i için enz im in inaktif du ru ­
ma geçt iğ i ç a l ı ş m a m ı z d a göz lend i (Şeki l 3). EDTA 'n ın 
i l aves i i le E 1 - U b i q u i t i n o l u ş u m u e n g e l l e n d i (Şek i l 4 ) . 
E D T A o r t a m d a akt ivatör o larak mevcu t o lan M g 2 + iyo­
nunu inaktif d u r u m a geçir i r ve do layıs ıy la subst ra t o lan 
E1 ve Ub ' i n A T P ' n i n etkisizl iği ile b a ğ l a n a m a z ve reak­
s i yon inh ibe o l m u ş olur. M a k a l e t a rama la r ında E1 e n z i ­
m i d a h a ö n c e d e n p l a s e n t a d a n sa f l aş t ı r ı lmad ığ ı g ib i 
başka k a y n a k l a r d a n saf laşt ı r ı lmış E1 enz im in in de y u ­
kar ıdak i inhib i tör ler le o lan i l işkis ine ras t lanamadığ ından 
ça l ı şmamız kend i bu lgu la r ımız la m u k a y e s e edi ld i . PH 

e n z i m üzer indek i ion ize o lab i len grup lar ın yükler in i ve 
subst ra t ın y ü k ü n ü değ iş t i re rek e n z i m akt iv i tesıni etki ler 
(16). S ö z k o n u s u e n z i m de pH ya aktif yapıy ı değiş t i re­
rek v e y a subst ra t b a ğ l a m a d a görev a lan rez idü üzer in­
dek i - S H gruplar ın ı inakt ivi te e d e r e k akt ivi teyi etk i lediği 
m ü ş a h a d e ed i ld i . Hat f ie ld ve ark. (17) e n z i m i n opt i ­
m u m pH değer in i 8 o la rak tesbi t e tme le r ine r a ğ m e n b i ­
z i m a raş t ı rmamızda E1 enz im in in op t imum pH değer i 7 
o larak bel i r lendi (Şeki l 5). Böy lece e n z i m i n m a k s i m u m 
akt iv i tes in in nötür p H ' d a d a h a aktif o lduğu kan ıs ına v a ­
rı ldı . E n z i m protein ler i d ü ş ü k s ıcak l ık la rda yeter i kada r 
aktif deği ld ir ler . A r tan s ıcak l ık la be rabe r r e a k s i y o n a g i ­
ren molekü l le r in kinetik enerj i ler inin a r tmas ı s e b e b i ile 
söz k o n u s u r e a k s i y o n u n hızı artar (18). B u n u n l a be ra ­
ber e n z i m i n ak t iv i tes inden so rum lu hidrojen ve hidrofo-
bik bağ la rda ar tan s ıcak l ık la pa rça lanarak s e k o n d e r ve 
ters iyer yap ın ın kaybı ile birl ikte e n z i m proteini d e n a -
ture o larak inaktif d u r u m a geçer . Bu s e b e p l e bü tün e n ­
z imler in m a k s i m u m akt ivi te gösterd ik ler i bir sıcakl ık lar ı 
vardı r (18,19) . Hat f ie ld ve ark. (17) e n z i m i n aktif o lduğu 
sıcakl ığı 3 0 ° C o la rak be l i r lemeler ine r a ğ m e n , b iz im ça­
l ı ş m a m ı z d a söz k o n u s u e n z i m i n aktif o lduğu s ıcak l ık 
3 5 ° C o la rak tesbi t edi ld i (Şeki l 6). 

B u n d a n sonrak i ça l ışma lar ımız ubiquit in akt ive ed i ­

c i enz im in d iğer özel l ik ler in i kinetik ve d o k u s e v i y e s i n d e 

araş t ı rmak ve mult i e n z i m s i s t em inde görev a lan d iğer 

e n z i m l e r h a k k ı n d a a raş t ı rma la r y a p m a y a yöne l ik o l a ­

caktır. 
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