Ubiquitin Aktivite Edici Enzimin (E1) Eldesi

ve Kinetik Ozellikleri

OBTAINING OF UBIQUITIN ACTIVATING ENZYME AND KINETIC FEATURES

Ahmet KIZILTUNG*, ibrahim PIiRiM**, Yasar Nuri SAHiIN***

* Uzm.Dr.Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ABD,
** Yrd.Dog.Dr.Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ABD,

** Prof.Dr,Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ABD, ERZURUM

OZET

Hiicrede sentezlenmis olan anormal proteinlerin
ortadan kaldiriimalari bilinen iki mekanizma ile gercek-
lesir. Bu mekanizmalarin birincisi ekstraseliiler memb-
randa bulunan uzun omdirld anormal proteinlerin lizo-
zomlarda ATPye bagimli olmayan yollarla yikilmasidir.

Kisa omdirld anormal  protein yikiminda gérev alan ikinci
mekanizma olan ubiquitin (Ub) sistemi, ATPye bagimii
olarak aktive edilir. Ub aktivasyonundan sorumlu enzim
(E1) kovalent afinite kolon kromatografisi ile plasenta-
dan saf/astirildi. Bu enzimin safligi sodyum dodesil  siil-
fat poliakrilamit  jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile tesbit
edildi ve kinetik ozellikleri incelendi. inhibitér olarak
kullanilan etimaleimid ~ (C6H7NO2), etilendiamintetraase-
tat (EDTA) ve civanitrat (Hg(NO3)2) gibi  maddelerin en-
zimi  inhibe ettigi - gézlendi. Enzimin optimum  pH'si 7 ve
optimum  sicakhgi 35°C olarak belirlendi.
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Butin o6karyotik hicrelerde bulunan ubiquitin pro-
teini intraselller proteinlere kovalent bagli olarak veya
serbest formda bulunur (1). Ubiquitin 1siya dayanikli, 76
amino asitli (MA 8500), batun tirlerde iyice korunmus,
globuler evrensel bir proteindir (2). Lizozomal harici
protein ytkiminda anormal kisa émurld yikilacak protein-
leri etiketleyerek yikilmalarina sebep olur. Yikilacak pro-
teinler ile Ub'nin konjugasyonu intraselller proteinlerin
enerjiye bagimli olarak parcalanmasinda 6nemli bir rol

oynar (3). ATP gerektiren Ub-protein konjugasyon
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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
ethimaleimid (C6H7NOZ2), 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.
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reaksiyonunda, Ub'nin CO OH terminalinin (Giy 76) yiki-
lacak hedef protein substratinin e-NH2 Lizin grubuna
baglanmis olmalidir. Ub-protein konjugati ¢abucak par-
calanarak Ub yeniden kullanilmak uUzere serbestlesir
(4). Karekteristik sulfidril (-SH) gruplarina sahip E1
(ubiquitin aktive edici) enzimi (105.000 dalton) Ub'nin
COOH grubuna tioester bag! ile baglanarak aktif duru-
ma gegirir. Aktiflenen ubiquitin daha sonra Ub tasiyici
enzim (E2) lGzerinden, Ub protein ligaz enzimine (E3)

aktarilarak fonksiyonu tamamlanmis olur (5).

Protein parcalanmasi ve konjugasyonundaki kritik
fonksiyonu itibari ile ubiquitin aktive edici enzimin rolu
hakkinda daha detayli bilgi elde etmek icin E1 enzimi
afinite kromatografisi ile saflastirildi ve bazi inhibitdrlere
olan duyarhilig! ile belirsizlik iginde olan optimum pH ve

optimum sicaklik degerleri incelendi.
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MATERYEL VE METOD

Ubiquitini aktifleyici enzim Scheider, Cuatrecases
ve Kohn'un kullandigi metodlardan kismen faydalanarak
Ciechanover ve arkadaslarinin eritrosit ve retikllositler-
den enzimi saflastirma icin kullandiklari metodla pla-
sentadan saflastirildi (6-10). Plasentanin membrani
uzaklastirildiktan sonra yaklasik 700 gr plasenta 150
mM KCI+200 ul merkaptoetanol ¢ozeltisi ile U¢ defa yi-
kandi. Onceden sogutulmus cycle-blend homojene'até-
rinde 20 mM Tris-HCI+1 mM EDTA ve %Z2'lik gliserol
¢6zeltisinden 30 v/5v/10v oranlarinda ilave edildi ve
numuneler 175 gr'lik dort grup halinde homojenize edil-
di. Homojenat 10.000 rpm'de santrifij edildi ve super-
natant toplandi. Toplanan 200 ml supernatant 150 ml
0.2 mM 2,4-dinitrofenol ve 150 ml 20 mM 2-deoksiglu-
koz c¢ozeltileri ile inkibe (37°C, 2 saat) edildi. Miteakip
islemde 1 mM ditioeritrol (DTT) ihtiva eden 2 litre saf-
su ile muamele edildi ve 80.000xg'de 90 dakika santri-
fij edilerek supernatant toplandi (fraksiyon ). 60 ml
supernatant 3 mM potasyum fosfat (pH 7) ile denge-
lenmis 3x74 cm'lik DEAE-seliloz (Whatman, DE-52)
kolonuna uygulandi. Baglanmamis molekiller 1 mM
DTT ihtiva eden 3 mM potasyum fosfat tampon ¢oézelti-
sinin 150 ml ile elie edildi. Kolon dolgu maddesine
baglanmis olan molekiller 0.5 mM KCI, 1 mM DTT ve
10 mM Tris-HCI (pH 7.2) ihtiva eden solisyonun 150
ml ile elie edildi. Eltiatlara amonyum sulfatla ¢oktirme
ve diyaliz islemleri uygulandiktan sonra elde edilen ¢6-
zelti toplandi (fraksiyon 1I). Sefaroz 4B bilesiginin 10
gr't 30 ml saf suda sisirildi ve suyu atildi. Ligand goére-
vi gorecek olan ubiquitinden (sigma 6235) 400 ul,
uzanti kolu olarak 6-C'lu N-hidroksisiksinamitden (sig-
ma 7377) 1 mg, 200 ml glasiyelasetikasit, 800 ml Tris-
HCI (pH 7.2) ihtiva eden solliisyon ve sisirilmis sefaroz
4B materyali gece boyunca -4°C'de disUk hizda man-
yetik bar yardimi ile karigtirildi. Elde edilen bu homojen
¢Ozelti mini kolonda (2x15, Pharmacia) paketlendi. 1 M
NaCl ihtiva eden 0.1 M Na-asetat (pH 4) ve 0.1 M
Tris-HCI (pH 8) c¢ozeltileri ile sirasi ile G¢ defa yikandi.
0.2 mM DTT, 5§ mM MgCi2, 2 mM ATP ihtiva eden 50
mM Tris-HCI (pH 7.2) tampon ¢o6zeltisi ile kolon den-
gelendi. Fraksiyon Il ¢bzeltisinden 30 ml behere alina-
rak lGzerine 50 mM Tris-HCI, 5 mM ATP (sigma), 10
mM MgCi2, 0.2 mM DTT ve 5 lnite/ml inorganik piro-
fosfataz (sigma) konuldu ve homojen bir ¢oézelti elde
edildi. Bu ¢o6zeltinin tamami afinite kolonuna uygulandi
ve kolon yukaridaki tampon ¢ozelti ile yikandi. 1 M KCI
ihtiva eden 50 mM Tris-HCI (pH 7.2) g¢ozeltisi ile Ug
defa kolon yikandi. 0.04 mM NaPPi ve 2 mM AMP
(sigma) ihtiva eden 50 mM Tris-HCI (pH 7.2) g¢o6zeltisi
ile bagh molekil elue edildi. Fraksiyon Il ¢bzeltisi 25-30
mg/ml ve kolondan alinan eluat (E1 proteini) 3-5 mg/ml
protein ihtiva etmekteydi (Protein konsantrasyonu Low-
ry (11) metodu ile, sigir serum albimin standardi kulla-
nilarak hesaplandi). Enzimin safligi SDS-PAGE ile test
edildi (12).
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Saf olarak elde edilen E1 enziminin kinetik 6zel-
likleri, reaksiyon urind inorganik fosfatin (Pi) absor-
bans degerinin Munoz (13) ve ark. kullanmis oldukla-
ri metodla o&lgllerek belirlendi. Tdp | ve tip Il olarak
isaretlenen tiplerden tip I'le kolondan aldigimiz saf
E1 enziminden 1300 ul, 1500 ul 50 mM Tris-HCI
(pH 7.2), 50 ul 1 mM MgCl, (sigma, 104-20), 20 ul
2 uM ubiquitin (sigma, 6235), 5 ul 50 mU inorganik
pirofosfataz (sigma, 14503), 5 ul 0.2 uM ATP (sig-
ma, 1020) ve inhibitér [4 ul 0.5 mM etilmaleimid
(sigma, 3876) veya 5 ul 0.4 mM EDTA (sigma, 285)
veya 5 ul 0.4 mM Hg (NU3)2 (sigma, 830)] konuldu
ve 37°C'de 10 dakika inkibe edildi. Reaksiyonu dur-
durmak icin .%5'lik triklorasetikasitten 1 ml ilave edil-
di, inhibitér harig, tip Il'nin muhtevasi tip | ile ay-
niydi. Tr (reaktif koérd), Ts (serum korid, sigir serum
albimin) ve Tn (numune koérld) olarak alti tap alindi.
Tr ve Tn tuplerine 3 ml reaktif (20 mM sodyum mo-
libdat+82 mmol nitrikasit+100 mg trietanolamin Lauril-
siilfat 1 It suya tamamlandi) konuldu. Ts tiplerine 3
ml distile su ilave edildi. Tip | ve tup Il igin ayri
ayri hazirlanmis olan Ts ve Tn tuplerinin her birine
0.2 ml tip I'den veya tip M'den ilave edildi. Tr tup-
lerine de 0.2 ml distile su konuldu. Tupler vorteks-
lendi. Asit ortamda molibdat ile fosfatin reaksiyonun-
dan olusan sari renkli molibdat-fosfat kompleksi ab-
sorbansi 390 nm'de ©&lguldi. Bilinmeyen numunenin
absorbansi A=An-(As-Ar) formilinden hesaplandi.
Optimum pH tesbiti icin Pi absorbans o6lgimi pH=3-
5 arasinda 0.1 M sitrat/0.2 M K2HPO4 tampon ¢6-
zeltisi, pH=5-7 arasinda 0.2 M fosfat tamponu ve
pH=7-11 araliginda 0.2 M Tris-HCI tampon ¢odzeltileri
ile degisik pH'larda ortamlar olusturularak, optimum
sicaklik tesbiti i¢cin ayni pH araliklarinda pH sabit tu-
tularak degisik sicakliklarda reaksiyonlar yapildi ve Pi

absorbans degerleri 6lguldi.

SONUGLAR

Ubiquitin sefaroz afinite kolonu ile saflastirilan pro-
teinin (E1 enzimi) saflii SDS-PAGE ile test edildi. Saf-
lastirilmis E1 enziminden ve standartlardan (sigma M-
5505) 30 ml polyakrilamit jeline (%5 yigma jeli ve
%14.5 yiuridtme jeli) uygulandi. Elektroforezi miuteakip
jel coomassie blue boyasi ile boyandi. Standart pro-
teinlerle karsilastirilarak enzim proteinin saf olduguna
karar verildi (Sekil 1). Etilmaleimid, EDTA ve civa tuz-
larinin enzim proteini Gzerine olan etkileri materyal ve
metotda anlatilan yolla belirlendi (Sekil 2,3,4). Enzimin
optimum aktif oldugu pH ve sicaklik Sekil 5 ve 6'da

gosterildi.

TARTISMA

Kisa omirld anormal intraseliler proteinlerin ener-
jiye badimli pargalanmasinda 6nemli bir rol oynayan Ub
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Sekil 1.
edilmesi.
a*. Katalaz, MA: 230.000

b*. Myozin, MA: 200.000

c*. b-Galaktozidaz, MA: 116.000
d*. Fosforilaz b, MA: 92.500

e. Saf E1 enzim protein bandi

Saflagtirilan enzim proteinin (E1) SDS-PAGE ile test

*. Standart proteinler (Sigma)

polipeptidinin proteinlerle konjugasyonu kritik bir 6neme
sahiptir. Ub-protein konjugasyonu ¢ adimli bir multien-
zim kompleksi tarafindan basarilir (14).

Aktive edici enzim (E1) konjugasyon isleminde ak-
tifleyici 6zellige sahiptir. Enzimin -SH fonksiyonel grup-
lari ile Ub proteini arasinda olusan tiol ester bag: yuk-
sek enerjili bir bagdir. Aktif -SH gruplari inhibe edildigi
zaman enzim inaktif duruma geger (15). Enerjice zen-
gin aktive olmus polipeptidin ve enzim arasindaki ener-
jice zengin tiol ester badi aside karsi dayanikh iken di-
lie baz, hidroksilamin, borohidrit ve civa tuzlarina karsi
dayaniksizdir (15). Enerjice zengin tiol ester bag: acil
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Sekil 3. Etilmaleimid inhibisyonu

grubunun aktive olmus durumunda korunur ve bdylece
baglanacak peptid baginin olusumunda bir reaktif ara
madde olarak hizmet edebilir. Enzim aktivitesi igin
Mg*®" iyonu ve ATP gereklidir. GTP ve CTP nikleozid-
leri ATP kadar etkin degildir (9,15). Aktive olmus poli-
peptid ve -SH fonksiyonel gruplarina sahip enzim ara-
sindaki tiol ester bagini parcgalayici 6zelligi ile enzim ak-
tivitesi civa iyonlari tarafindan inhibe edilir (15). Ca-
lismamiz da afinite kolonundan saflastirilan E1 enzimi
civa iyonlari tarafindan inhibe edildigi gézlendi (Sekil 2).
Ub-protein konjugasyonu hedef proteinin biyukligi ile
alakali oldugu gibi, aktive edici enzimin inhibisyonu ile
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Sekil4. EDTA inhibisyon etkisi

de ilgilidir. Etilmaleimid inhibitérid tarafindan enzimin
sUlfhidril gruplari bloke edildigi i¢gin enzimin inaktif duru-
ma gectigi calismamizda go6zlendi (Sekil 3). EDTA'nin
ilavesi ile E1-Ubiquitin olusumu engellendi (Sekil 4).
EDTA ortamda aktivatéor olarak mevcut olan Mg®" iyo-
nunu inaktif duruma gegirir ve dolayisiyla substrat olan
E1 ve Ub'in ATP'nin etkisizligi ile baglanamaz ve reak-
siyon inhibe olmus olur. Makale taramalarinda E1 enzi-
mi daha O6nceden plasentadan saflastirilmadig: gibi
baska kaynaklardan saflastiriimis E1 enziminin de yu-
karidaki inhibitérlerle olan iliskisine rastlanamadigindan
¢alismamiz kendi bulgularimizla mukayese edildi. PH
enzim Uzerindeki ionize olabilen gruplarin yiklerini ve
substratin yikini degistirerek enzim aktivitesini etkiler
(16). S6z konusu enzim de pH ya aktif yapiyr degistire-
rek veya substrat baglamada goérev alan rezidi Ulzerin-
deki -SH gruplarini inaktivite ederek aktiviteyi etkiledigi
misahade edildi. Hatfield ve ark. (17) enzimin opti-
mum pH dederini 8 olarak tesbit etmelerine ragmen bi-
zim arastirmamizda E1 enziminin optimum pH degeri 7
olarak belirlendi (Sekil 5). Bdylece enzimin maksimum
aktivitesinin notir pH'da daha aktif oldugu kanisina va-
rildi. Enzim proteinleri disik sicakliklarda yeteri kadar
aktif degildirler. Artan sicaklikla beraber reaksiyona gi-
ren molekillerin kinetik enerjilerinin artmasi sebebi ile
s0z konusu reaksiyonun hizi artar (18). Bununla bera-
ber enzimin aktivitesinden sorumlu hidrojen ve hidrofo-
bik baglarda artan sicaklikla pargalanarak sekonder ve
tersiyer yapinin kaybi ile birlikte enzim proteini dena-
ture olarak inaktif duruma gecger. Bu sebeple bitin en-
zimlerin maksimum aktivite gosterdikleri bir sicakliklari
vardir (18,19). Hatfield ve ark. (17) enzimin aktif oldugu
sicakligi 30°C olarak belirlemelerine ragmen, bizim c¢a-
lismamizda s6z konusu enzimin aktif oldugu sicaklik
35°C olarak tesbit edildi (Sekil 6).

Bundan sonraki galismalarimiz ubiquitin aktive edi-
ci enzimin diger 6zelliklerini kinetik ve doku seviyesinde
arastirmak ve multi enzim sisteminde goérev alan diger
enzimler hakkinda arastirmalar yapmaya yo6nelik ola-

caktir.
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