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SICAN BEYIN G PROTEINLERININ KARAKTERIZASYONU *

Hilya CABADAK, Beki KAN

Background and Design.- Heterotrimeric guanine nucleotide binding protein (G proteins) play a central role in
regulation of signal transmission in the cell. G proteins which are localized in the inner surface of the cell
membrane consist of a-, B- and y- subunits. The a-subunit which binds guanine nucleotides (GTP and GDP)
contains intrinsic GTPase activity. G proteins are divided into four families based on their a-subunits which confer
their specifity: Gas, Gai, Gog and Gauz.

This study was designed to measure GTP binding activity and G protein expression in rat brain. Membrane
extracts were prepared from whole brain and brain cortex. GTP binding activity in crude membrane fractions (P3o)
and membrane extracts (S142) was measured using [358] GTPYS, the non-hydrolyzable analogue of GTP.

Conclusion.- We observed that [358] GTPyS binding increased with time and with increasing amounts of
membrane proteins. We also demonstrated that GTPyS binding was strongly magnesium dependent and was
maximum at 60mM MgCl. concentration. The presence of G protein o and By subunits in whole brain and of G,
and Goy’ in brain cortex was shown by Western blot analysis.

Cabadak H, Kan B. Characterization of G proteins in rat brain. Cerrahpasa J Med 2005; 36: 200-205.

ticreler birbirleriyle norotransmit-

terler, hormonlar ve biiylime fak-

torleri gibi c¢esitli sinyal molekiil-

leri araciligiyla iletisim kurarlar.
Bu molekiillere yanit veren hiicrelerin plazma
zarlarinda o molekiile 6zgii reseptdrler bulun-
maktadir. Hiicre zarmin sitoplazmaya bakan
yiizeyinde yerlesik G proteinleri, G protein ke-
netli reseptorler (GPCR) ile kenetlenerek pek
¢ok hiicre ici efektorler {izerinden sinyal ileti-
mine aracilik etmektedir.'” G proteinlerinin
yapisi, disiik yapili canlilardan yiiksek yapili
canlilara kadar iyi korunmustur.” G proteinleri
ile kenetlenen reseptorler toplam hiicre prote-
inlerinin %1-5’ini, memeli genomunun %]1’ini
olusturmaktadir.>* G proteinleri adenilat sikla-
zin uyarilmasi, fosfotidil inositol fosfatlarin
hidrolizi ve iyon kanallarinin fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir.! B adre-
nerjik ve ¢esitli noropeptid reseptorleri Gs pro-
teini ile etkileserek adenilat siklaz1 uyarmakta,
muskarinik, somotastatin, o, adrenerjik ve opi-
ate reseptorleri ise Gi proteini ile kenetlenerek
adenilat siklaz1 inhibe etmektedir.” G proteinle-
ri serotonin ile fosfolipaz C’nin uyarilmasina,
y aminobiitirik asit ve serotonin reseptorleri ile
potasyum kanallarinin agilmasina ayrica norad-
renilin, y aminobiitirik asit ve somatostatin ile

voltaja bagimli kalsiyum kanallarinin inhibis-
yonuna aracilik etmektedir.””

G proteinleri a, 3, vy alt birimlerinden olug-
maktadir. Bu ii¢ alt birimin her birini ayr bir
gen kodlamaktadir. o ve By'nin farkl alt tipleri
belirlenmistir. G protein siiper ailesi, kiiciik
monomerik ras benzeri ve heterotrimerik G
proteinleri olmak iizere 2 biiyiik gruba ayrilir.
Heterotrimerik G proteinlerin yapisal ve fonk-
siyonel smiflandirilmast o alt birimlerine gore
yapilmistir. Go'nin 20’den fazla farkli alt tipi
(39-52 kD), GB’nin 6 farkli alt tipi (~36 kD) ve
Gy’nin 12 farkl alt tipi (6-9 kD) tanimlanmis-
tir.>* B ve vy alt birimleri siki kovalent bagh
olup monomer gibi hareket ederler.* Memeli-
lerde Ga; G, Gi, Gq ve Gy, olmak lizere 4 bii-
yiik alt gruba ayrilmustir. Gy ailesi G ve Goi¢'yi,
G; ailesi G, ve G, alt tiplerini G ailesi Gq, Gi1,
G14, G15 ve G16 alt tiplerini, G12 ailesi G12 ve
Gy; alt tiplerini icermektedir. Go; ve Gay aile-
sinin lyeleri fosfolipaz Cp’nin ve iyon kanal
aktivitesinin diizenlenmesinde rol almaktadir.
Ga, ve Gaye adenilat siklazi aktive eder. Goyg
fosfolipaz CP’nin diizenleyicisidir. Ga;, fosfo-
lipaz D’yi aktive etmektedir.>” Ayrica By di-
mer()ls:ri ile PI3Ky'nin aktive oldugu bilinmekte-
dir.”
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Heterotrimerik G proteinleri GTP baglayan
ve hidrolizleyen o, [ ve y alt birimlerinden
olusurlar. Ligandin reseptore baglanmasiyla re-
septor G proteini ile etkilesir ve G proteinin o
alt birimindeki GDP, GTP ile yer degistirir.
GTP'nin baglanmasiyla o alt biriminin Py
kompleksine olan ilgisi azalir. o alt birimi By'-
den ayrilarak aktif hale geger. GTP bagh a alt
birimi ve Py dimer kompleksi farkli efektor
proteinlerle etkilesmektedir.*® GTP, o alt biri-
minin GTPaz etkinligi ile GDP’ye hidrolizle-
nir. a alt birimi, By alt birimleri ile tekrar birle-
sip aktif olmayan durumuna geri déner.***’

Bu calismada sican beyin ham zar (P;y) ve
zar 0ziit (Si4,) kesimlerinde GTP baglama et-
kinligi incelendi; ayrica Western emdirim ana-
liz yontemi ile sican beyin ham zar (Ps), zar
0ziit (S14,) kesimlerinde ve korteks bolgesinde
G protein ekspresyonu belirlendi.

YONTEM ve GEREGLER

Deneyler 8 adet siganin beyin dokusu kulla-
nilarak yapilmistir.

1. Sican Beyin Homojenatlarimin Hazir-
lanmasi: Sican beyin dokusu ¢ikarildiktan
sonra 0°C'de uygun homojenlestirme tamponu
icine alindi. 1 gr beyin dokusu A c¢dzeltisi
(10mM Tris-HC1 pH 7.5, 5 mM EDTA, pH
8.0) ile kan ve miyelin tabakasindan arindiril-
diktan sonra B ¢ozeltisi (10mM Tris-HCl pH
7.5, SmM EDTA pH 8.0, 300mM Sukroz,
0,1mM PMSF) igine alinarak Ultraturrax (1000
devir/dak) da 4°C'de homojenize edildi. Or-
nekler, 300 g'de 5 dak. santriifiij edildikten
sonra ¢okelek atildi. Ust stvi 30000 X g'de 30
dak. santriiftij edildi. Cokelek (P;p) 0.2 mM
PMSF igeren C ¢ozeltisi (10mM Tris HCI, pH
7.5,2 mM EDTA pH 8.0, 300 mM sukroz ) ile
¢oziildiikten sonra 30000 X g'de 45 dak. sant-
rifiij edildi. Cokelek kesimi (P3p) TED tampo-
nu (20 mM Tris-HCL pH 8.0, ImM EDTA, pH
8.0, 0.1mM PMSF, ImM DTT ) i¢ine alinip el
poteri ile 3 kez homojenize edildi. %1 Na-de-
zoksikolat eklendi ve manyetik karistiric1 ile
4°C'de 30 dak. yavas¢a karigtirildiktan sonra
142000Xg'de 120 dak. santriifiij edildi. Ust siv1
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(S142) -70°C'de sakland1.' Zar kesimlerinde
protein miktar1 Lowry yontemiyle belirlendi.'

2. [*°S] GTPyS Baglama Testi: Sican be-
yin P3g ve Si4 kesimlerinde guanin niikleotid
baglama etkinligi, GTP'nin hidrolizlenmeyen
analogu [°S] GTPyS varliginda belirlendi. 60
ul reaksiyon hacminde 25mM NaHepes pH
8.0, 30mM MgCl,, ImM EDTA, 100mM
NaCl, ImM DTT, 1uM soguk GTPyS, GTPyS
(300000 sayim/dak) varliginda 30°C'de 40 dak.
inkiibe edildi. Tepkime karigimina 2 ml 0°C
yikama tamponu eklendikten sonra, érnekler
nitroseliiloz filtrelere (Millipore Tip HA, 0.45
pum) emdirildi; ve filtreler yikama tamponu ile
yikandi. Filtre {lizerinde tutulan radyoaktivite
miktar1 sivi sintilasyon sayacinda sayildi.'?
Sintilasyon saya¢ verimi %95 olarak belirlendi.
Elde edilen sayim/dak degerleri fmol'e ¢evril-
di. Ozgiin olmayan baglanma 1mM GTP ile
belirlendi.

3. Western Emdirim Yéntemi Ile G Pro-
teinlerin Saptanmasi: Sigan beyin P3 ve Sy4;
kesimlerinde bulunan proteinler SDS-gel elekt-
roforezinde molekiil agirliklarina gore ayrildik-
tan sonra elektroblot yontemi ile nitroseliiloz
filtrelere aktarildi. Nitroseliiloz filtre Ga ve
Gy antikorlar ile ayr1 ayn etkilestirilip BCIP
ve NBT substratlar1 kullanilarak goriintiilen-
di.!> Sican korteks zar kesimi G, ve Gj; , anti-
korlar ile etkilestirildi.">'® Calismada kullani-
lan antikorlar Tablo I’de gosterilmektedir.

Tablo I. G protein antikorlari

Antikor Antijen Etkilesim

P960 Sentetik peptit G

S217 S18ir proteini GBy

GC/2 N-ucu peptidi G,

AS17 C-ucu peptidi Giiz
BULGULAR

1. Sican Beyin Zar Kesimlerinde Guanin
Niikleotid Baglama Etkinliginin incelenme-
si: Sigan beyin dokusundan hazirlanan zar
oziitlerinde (P3o-Si4;) guanin niikleotid bagla-
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ma etkinligi GTP'nin hidrolizlenmeyen analo-
gu olan GTPyS varliginda incelendi. 4pg beyin
zar kesiminde, 40 dakikada baglanan 6zgiin
GTPyS miktarmm 300.000 sayim/dak [*S]
GTPyS wvarliginda yaklasitk 22.000 fmol,
600.000 sayim/dak [**S] GTPyS varliginda
yaklasik 45.000 fmol oldugu belirlendi. Sonra-
ki deneylerde tepkime karigtmina 300.000 sa-
yim/dak [*>S] GTPyS kullamldi (Grafik 1).

Grafik 1. Sigan beyin zar kesimlerinde GTP baglama
etkinliginin [*>S] GTPyS miktarma baglilig1. 4pg protein
iceren Ornekler 2uM GTPyS ve artan miktarlarda [*s]
GTPyS ile 32°C’de 40 dak. inkiibe edildi. Nitroseliiloz
filtrelere baglanan [*°S] GTPyS miktar1 fmol olarak
belirlendi (M: Toplam; ®: GTP varliginda “ : Spesifik).

[**S] GTPyS (sayim/dakika x 107)

GTPyS baglama etkinliginin soguk GTP
varliginda doza bagimli olarak inhibe oldugu
saptand1 (Grafik 2).

Sican beyin P3¢ ve Si4, kesimlerinde GTPyS
baglama etkinliginin protein miktari ile oranti-
11 olarak artmakta oldugu saptandi (Grafik 3).

[*°S] GTPyS baglanma etkinliginin zar 6ziit
kesiminde (Si4;) 40 dak.’dan sonra doygunluga
eristigi, ham zar kesiminde (P;¢) ise 3 saat sii-
reyle artmaya devam ettigi gozlendi. Ayni ke-
simlerinde GTPyS baglama kinetigi belirlendi
(Grafik 4).

2. Western Emdirim Yoéntemi ile G Pro-
teinlerin Saptanmasi: Sican beyin homojenat-
larindan elde edilen beyin ham zar (P3o) ve zar
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0zt (S142) kesimlerindeki G proteinleri, G pro-
teinlerine 6zgii antikorlar kullanilarak belirlen-
di. Resim 1°de Pog antikorlartyla etkilesen tiim
Ga alt birimleri ve S,;7 antikoru ile etkilesen
GPy alt birimleri goriilmektedir .

Grafik 2. GTP’ nin beyin zar kesimlerinde [**S] GTPyS
baglanma etkinligi {izerine etkisi. Sican beyninden
hazirlanan ham zar (P3y) ve zar 6ziit (S,4,) kesimlerinde
GTPyS baglama tepkimesi 300.000 saymm/dak [*°S]
GTPyS iceren 6rneklere 0.1-1mM GTP eklendikten sonra
inkiibasyon 32°C’de 40 dak. inkiibe edildi (H: P;; ®:
S142)-
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Grafik 3. Sigcan beyin ham zar (P3) ve zar 6ziit (S4)
kesimlerinde [*>S] GTPyS baglama etkinligi derigim
egrisi. (0-8 pg) protein igeren (P3g) ve (0-12ug) protein
igeren (S14,) kesimleri, 300000 sayim/dak [**S] GTPyS
iceren tepkime ortaminda 32°C’de 40 dak. inkiibe edildi
(H:P;; @:S,,,).
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Grafik 4. Sigan beyin ham zar (P3,) ve zar 6ziit (S42)
kesimlerinde [*>S] GTPyS baglanma kinetigi. (Ps,) ve
(S142) kesimleri, 300000 sayim/dak [*>S] GTPyS igeren
ortamda 32°C’de Inkiibe edildi (.: P3; @: Siu).
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Grafik 5. Sican beyin ham zar (Ps,) kesimine [*°S]
GTPyS‘in baglanmasinda Mg™ un etkisi. 4pg protein
iceren Ornekler (0-500 mM ) MgCl, varliginda 32°C’ de
40 dak. inkiibe edildi.

20

16

‘-a
-

10

= —_—T T T T T T
[} 50 100 180 208 250 300 350 400 450 GOD

MgCl, (mM)

Magnezyumun GTPyS baglama etkinligine
etkisi incelendiginde maksimum baglamanin
60mM MgCl, varliginda oldugu belirlenmistir
(Grafik 5).

Beyin dokusundan korteks bolgesi ayrilarak
zar 0ziit kesimleri hazirlandi ve bu kesimler
Ga; ve Go, alt birimlerine 6zgili antikorlarla
etkilestirilerek bu proteinlerin varlig1 gosteril-
mistir (Resim 2).
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Resim 1. Sigan beyin ham zar (P3) ve zar 6ziit (S4)
kesimlerinin Western emdirme yontemiyle belirlenmesi.
a) Pyg antikoru ile etkilestirilmesi. b) Gy alt birimlerine
0zgii S,17 antikoru ile etkilestirilmesi (1- P3q, 2- Sy45, 3-
Molekiil agirlig: standartlari).

66 kD
Ga —
41KD
45 KD
45 KD
36kDa —
Py @ 39KkD

Resim 2. Sican beyin korteks bolgesinin Go., antikoru ile
etkilestirilmesi.a) 1- Molekiil agirlig1 standartlari, 2- 25
ug, 3- Spg, 4- 1pg zar kesimleri. b) Goy; antikoru ile
etkilestirilmesi. 1- Spg, 2-10pg, 3 -10ug, 4- bos, 5- 2.5
ug, 6- 1.5 pg, 7- Molekiil agirlig: standartlari.
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TARTISMA

Bu ¢alismada, sican beyin ham zar (P;) ve
zar Ozilit (Sy4) kesimlerinde G proteinlerin
GTP baglama etkinligini 6l¢mek iizere opti-
mum deney kosullar1 bulundu. GTP baglama
etkinliginin, ortamda yiiksek konsantrasyonda
radyoaktif olmayan GTP ile inhibe oldugu be-
lirlendi. Otto ve ark. sigir beyin zar 6ziitlerinde
radyoaktif olmayan GTP’nin GTP baglama et-
kinligini inhibe ettigini gostermislerdir.'” GTP
baglama etkinliginin ham zar kesiminde (P3)
zar Oziitiine (S;4) gore daha yliksek oldugu
saptand1. Zar G proteinleri disinda kalan prote-
in sentezi elengasyon (uzama) faktdrlerinin bu
yiikselmenin nedeni olabilecegi diisliniildii.
Farkli arastirmacilar Mg iyonunun GTP bag-
lama tepkimesinde 6nemli rolii oldugunu bil-
dirmistir. Angela ve arkadaglarinin sigan bey-
ninde yaptig1 bir ¢alismada GTP baglama et-
kinliginin Mg™'a bagimli oldugunu belirtmek-
tedir.'"® Bu nedenle GTP baglama tepkimesine
0-500mM Mg™ 'un rolii incelendi ve 60 mM
Mg™ varliginda maksimum baglanma saptan-
migtir.

Sican beyin ham (P;) ve saflagtirilmis zar
Oziitlerinde (S,4) G proteinlere 6zgii antikor-
larla o ve Py alt birimleri belirlenmistir. Ayrica
sican beyin korteks bdlgesinde Ga, antikoru
ile Go,nin varligr ve Goi’ye 6zgii antikorla
Goi'nin varligr da belirlendi. Bulgularimiz G;
ve G, mRNA’larinin varligini korteks ve hipo-
kampusta Northern emdirim yontemi ile goste-
ren Brann ve arkadaslarmin calismalari ile
uyum gostermektedir."”

Sonug olarak, bu calismada sigan beyninde
GTP baglama etkinliginin protein miktarina,
zamana ve ortamdaki soguk GTP miktarina
bagli olarak degistigi ayrica 60mM Mg varli-
ginda baglanmanin maksimuma ulastig1 belir-
lendi. Western emdirim analizi ile sigan beyin
P30, Si4> kesimlerinde Go. ve Py alt birimleri-
nin, sigan korteks bolgesinde Go,, ve Ga, bi-
rimlerinin ekspresyonlar1 saptanmustir.
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OZET

Heterotrimerik guanin niikleotit baglayan
proteinler (G proteinler) hiicre sinyal iletimin-
de 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre zarmin si-
toplazmaya bakan ylizeyinde yerlesik G prote-
inleri o, B, y alt birimlerinden olugmaktadir. o
alt birimi guanin niikleotit (GTP ve GDP) bag-
lama ve GTP’yi hidrolizleme (GTPaz) etkinli-
gine sahiptir. G proteinleri 6zgiinliiklerini be-
lirleyen o alt birimine gore G,Gi,Gq ve Gy, ol-
mak iizere 4 biiyiik alt gruba ayrilmustir.

Bu calismada si¢an beyninde GTP baglama
etkinligini 6lgmek i¢in uygun kosullar belirlen-
di. Sican beyninden hazirlanan ham zar (Ps)
ve zar Oziit (S;4) kesimlerinde GTP baglama
etkinli§i GTP’nin hidrolizlenmeyen analogu
[**S] GTPyS ile 6lgiildii. GTPyS baglama et-
kinliginin zamana ve protein derisimine bagh
olarak arttig1 ve 60mM MgCl, varliginda mak-
simum oldugu saptanmistir. Western emdirim
yontemi kullanilarak beyinde Ga ve B y altbi-
rimleri, beyin korteksinde Ga, ve Ga, protein-
lerinin ekspresyonlar1 gosterilmistir.

KAYNAKLAR

Morris A, Malbon CC. Physiological regulation of G
protein-linked signaling. Physiological Reviews 1999;
79: 1373-1430.

Vaughan M. Signalling by heterotrimeric G proteins
Minireview Series. J.Biol.Chem. 1996; 273: 667-672.

Gilman AG. G proteins: Transducers of receptor-
generated signals. Annu. Rev. Biochem. 1987; 56: 615-
649.

Hermans E. Biochemical and pharmacological control of
multiplicity of coupling at G-protein-coupled receptors.
Pharmacology and Therapeutics 2003; 99: 25- 44.

Mesters JR, Hogg T, Hilgenfeld R. G Proteins.
Encylopedia of Life Sciences 2001; 1-6.

Milligan G. Signal sorting by G-protein-linked receptors.
Adv. Pharmacol. 1995; 32: 1-29.

Chen J, Iyengar R. Inhibition of cloned adenylyl cyclases
by mutant-activated Gi-alpha and specific suppression of
type 2 adenylyl cyclase inhibition by phorbol ester
treatment. J.Biol.Chem. 1993; 267: 12253-12256.

Nathanson NM. Muscarinic acetylcholine receptors.
Encyclopedia of Life Sci. 2001; 1-6,



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Ekim-Aralik 2005

Milligan G, White JH. Protein-protein interactions at G -
protein coupled receptors. Trends in Pharmacol. Sci.
2001; 22: 513-518.

Hulme EC. Interaction of muscarinic acethylcholine
receptors with G proteins. In Receptor-Effector Coupling,
A Practical approach, Oxford, IRL press, 1990; 1-100.

Lowry O, Rosebrough H, Farr Al, Randall RJ .Protein
measurement with the folin phenol reagent. J. Biol.
Chem. 1951; 193: 265-275.

Northrup JK, Smigel MD, Gilman AG. The guanine
nucleotide activating site of the regulatory component of
adenylate cyclase. J. Biol. Chem. 1982; 257: 11416-
11423.

Laemli UK. Cleaveage of structral proteins during the
assembly of the head + of bacteriophage T,. Nature
1970; 278: 364-365.

Mumby SM, Gilman AG. Synthetic peptide antisera with
determined specifity for G- protein o or [ subunits.
Johnson, R.A., Corbin, JD. (Ed): In Methods. Enzymol.
Sandiego Academic Press, 1991; 195: 215-223.

Hombuger V, Brabet P, Audigier Y, Pantaloni C,
Bockaert J, Rouot P. Immunological localization of the
GTP binding protein Go in different tissues of

SIGCAN BEYIN G PROTEINLERI KARAKTERIZASYONU; CABADAK VE KAN

16.

17.

18.

19.

205

vertebratesand invertebrates. Mol. Pharmacol 1987; 31:
313-319.

Grant KR, Harnett MM, Milligan G, Harnett W.
Characterization of heterotrimeric G-proteins in adult
Acanthocheilonema vitae. Biochem J. 1996; 320: 459-
466.

Otto H, Buchner K, Beckmann R, Hilbert R and Hucho F.
GTP-binding proteins in bovine brain nuclear
membranes. Neurochem.Int. 1992; 21: 409-414.

Angela G-J, Richard CF, Bengt W and Johan F.
Autoradiographic Characterisation of [*S] GTPyS
Binding Sites in Rat Brain. Neurochem. Res. 1997; 22, 8:
1055-1063.

Brann MR, Collins RM, Spiegel A. Localization of
mRNAs encoding the oo subunits of signal-transducing G

proteins within rat brain and among peripheral tissues.
FEBS Letters 1987; 222: 191-198.

Tesekkiir: P960 ve S217 antikorlar1 Prof. Alfred Gilman ta-
rafindan hediye edilmistir. AS17 antikoru TUBITAK SBAG-
1710 No’lu projeden saglanmistir.



