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OZET

Etil  alkoliin  oksidasyon hizimt  diizenleyen  onemli faktorlerden  birisi  karaciger alkol
dehidrogenaz (ADH) miktart ve spesifik aktivitesidir. Karaciger ADH  aktivitesi c¢evresel ve
genetik faktorlere bagl olarak bireyler arasinda biiyiik farkliliklar gosterir.

Bu calismada, postmortem insan karacigerinden alinan orneklerde (n=50) ADH aktivitesi
pH=8,8de, spektrofotometrik yiontemle tayin edilmistir. Bu ydntemle bireylerin  %I16simin  atipik
ADH tasidigi  gozlenmistir.  Normal ve atipik ADH enzim aktivitelerine sahip yetiskinlerin
karaciger doku orneklerinde, ADH enziminin elektroforetik hareketinin degerlendirilmesi nisasta
jel elektroforezi ile yapimistir. Atipik karaciger ADH enziminin, normal ADH enziminden
elektroforetik olarak farkli  oldugu gorilmiistiir.

Bulgular (atipik ADH tasiyanlar disinda) oliim nedeni, yas, cinsiyet ve éliimle otopsi
arasinda gecen siireye gore degerlendirilmistir. Bulgulara gore oliim nedeni en oOnemli faktor
olarak bulunmustur; akut hastalik veya ani yaralanmak kazalarda olen kisilerin  karaciger ADH
aktivitelerinin,  kronik hastalik veya kanserden dlen kigilerin  karaciger ADH aktivitelerinden
ortalama iki kat daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,001). Yas ve cinsiyetin toplam karaciger
ADH aktivitesine dnemli etkisinin  olmadig1 gozlenmistir. Genelde, 20-59 yas arasi Yyetiskinlerin

karaciger ADH aktiviteleri, 60 yasin listiindeki kisilerden daha yiiksek olmakla beraber, bu
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farklilik  istatistiksel — olarak  anlamli  bulunmamistir  (p>0,05).  Erkeklerin  karaciger ADH
aktivitelerinin kadinlarinkinden daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Karaciger ADH aktivitesi
oliimle otopsi arasindaki iki giinliik zaman farkindan belirgin sekilde etkilenmemistir (p>0,05).

Anahtar kelimeler: Karaciger, alkol dehidrogenaz, aktivite, 6liim nedeni, nisasta jel elektroforezi

ABSTRACT

A major factor that regulates the rate of ethanol oxidation is the content and specific activity
of alcohol  dehydrogenase (ADH) in liver. The liver ADH activity shows great differences among
individuals dependent on genetic and environmental factors.

In this study, ADH activities of human postmortem liver specimens (n=50) have been
determined by spectrophotometric assay at pH=8,8. 16% of individuals have been shown to have
the atypical form of ADH by this method. The evaluation of electrophoretic movement of ADH
enzyme in liver tissue samples of adults who had usual and atypical ADH enzymes activities has
been done by starch gel electrophoresis. The atypical liver ADH enzyme was seen to be
electrophoretically different from the usual liver ADH enzyme.

The results (excluding the subjects with atypical form of ADH) have been examined
according to cause of death, age, sex and variation in time between death and autopsy. The cause
of death was found to be the most important factor; the liver ADH activities from patients dying
from a sudden traumatic accident or illness of acute were on average two times higher than the
liver ADH activities from patients dying of a  chronic illness or cancer (p<0,001). Age and sex
appeared to haven't important effects on total liver ADH activity. The liver ADH activities of the
20 to 59 year old individuals have been observed on average slightly higher than the over 60 year
old individuals, although this difference wasn't significant (p>0,05). The activity of males have
been found slightly higher than females. Delays of up to two days between death and autopsy did
not seem to exert any influence on the liver ADH activity (p>0,05).

Key words: Liver, alcohol dehydrogenase, activity, cause of death, starch gel electrophoresis.

GIRIS
Oral olarak aliman etil alkol, hemen gastrointestinal sistemden absorblanarak viicut
sivilarinda homojen olarak yayilir. Viicut sivi ve dokularinda etil alkoliin dagilma hizi, dokunun

buiylikliigiine, gegirgenligine ve kan akisina baglidir. Etil alkol baslica (%90'1) karacigerde
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metabolize olur. Etil alkoliin biyotransformasyonundaki ana yol, karacigerde asetaldehit ve
hidrojene oksidasyonudur. Ug¢ enzim, sitozolik alkol dehidrogenaz (ADH), mikrozomal etil
alkol oksitleyici sistem (MEOS) ve katalaz, etil alkoliin oksidasyonundan sorumludur.
Asetaldehit, aldehit dehidrogenaz enziminin katalizor etkisiyle asetata oksitlenir. Asetatin biiytik
bir kism1 ise karaciger disindaki dokularda karbondioksit ve suya oksitlenir (1,2,3).

Alkol dehidrogenaz, etil alkol metabolizmasi i¢in major oksidatif yolu teskil eder. Insan
ADH's1, herbirinin molekiil agirligi 40-kDa. (Kilo Dalton) olan, iki subunitin olusturdugu
dimerik bir proteindir. Son arastirmalara gore, ADH enzimi, bes sinif izozim (ADH,, ADH,,

ADH,, ADH,, ADH,) ve yedi genle (¢, f, y, 7, %. 6, ?7) ifade edilmektedir. Polimorfizmin,

kodlanmig ADH subunitlerinden bes smifin ikisinde oldugu bildirilmistir (ADH,, ADH,).

Polimorfik ADH, lokusunda olusan degismis enzim, §, subuniti yerine degismis B, subuniti

iceren atipik ADH olarak bilinir. Bu atipik ADH, nisasta gel elektroforezinde daha katodiktir ve
pH=8.,8'de normal enzimden daha yiiksek katalitik aktivite gdsterir. ingilizlerin %5-10'unda,
Almanlarin %9-14'linde, Isvigrelilerin %20'sinde, Japonlarin, Cinlilerin ve diger Asyalilarin
%85'inde atipik ADH bulundugu gosterilmistir. ADH izozimlerinin polimorfik sekillerinin
kinetik Ozelliklerindeki farkliliklar, etanol metabolizmasinin in vivo hizinda farkliliklara sebep
olur ve alkol eliminasyon hizinda etnik gruplar arasinda gozlenen buyiik degisimlerle
agiklanabilinir (1,4,5,6,7,8,9,10).

Bununla beraber, normal fenotiplilerin toplam karaciger ADH aktivite seviyelerinde de
farkliliklar olabilir. Karaciger ADH aktivitesi, kronik alkoliklerde ve karaciger hastaligr olan
hastalarda genelde azalir. Ani oliim, hastalikla ilgili 6oliimlerde alinan karaciger numuneleri ve
biyopsi orneklerinde yapilan ADH aktivite Olclimleri gostermistir ki; karaciger hastalifiyla ilgili
oliimlerde ADH aktivitesi oldukca dustiktir (9,11,12,13).

Bu calismada, postmortem karaciger dokusunda ADH aktivitesi tayin edilerek, olim
nedeni, yas, cinsiyet ve Oliimle otopsi arasindaki zaman farkimin etkisi arastirilmistir. ADH
aktivitesi, pH=8,8'de tayin edilmis ve boylece atipik ADH'li kisilerinde belirlenmesi
amaclanmistir. Ayrica, enzim aktiviteleri tayin edilen kisilerin karaciger doku ornekleri nisasta
jel elektroforezine uygulanarak ADH enziminin elektroforetik hareketinin degerlendirilmesi de

yapilmistir.
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MATERYAL ve YONTEM

Postmortem karaciger alkol dehidrogenaz aktivitesi tayini i¢in, Adli Tip Kurumu Ankara
Grup Baskanliginda yapilan otopsilerden karaciger doku ornekleri (n=>50) alinmistir. Karaciger
doku oOrnekleri, oliimden 12-48 saat sonra otopsisi yapilan kisilerden alinmis ve analiz

zamanina kadar -80°C'de saklanmustir.

Enzim aktivitesi tayini i¢in, 1 g karaciger doku 6rnegi, 10 ml fosfat tamponu (0,1 M,
pH=7,0) ile homojenize edilip, +4°C'de 3000 devir/dakika'da 15 dakika santrifiij edilmistir.
Supernatant'tan 0,2 ml alinip iizerine 2,8 ml NAD (nikotinamid adenin diniikleotid) (1,6x10°
M), etil alkol (1,6x10*> M) ve sodyum pirofosfat ¢dzeltisinden (3,3x10” M, pH=8,8) olusan

reaksiyon karigimi eklenerek 25°C'de, 340 nm'de spektrofotometrede dakikadaki absorbans

degisimi Olctilmustiir. Enzim aktivitesi, gram doku basina dakikadaki optik dansite degisimi

olarak (A.O .D ., /g .doku/dakika) ifade edilmistir (11).

Enzim aktivitesi tayin edilen kisilerin otopsi raporlart da incelenerek, 6liim nedeni, yas,
cinsiyet ve Oliimle otopsi arasindaki zaman farkida kaydedilmistir. Enzim aktivitesi bu
faktorlerle karsilastirilarak degerlendirilmistir.

ADH enziminin elektroforetik hareketinin degerlendirilmesi icin, ADH enzim aktivitesi
tayin edilen karaciger doku orneginden 1 g tartilip, 3 ml 0,1 M fosfat tamponu (pH=7,0) ile
homojenize edilmistir. Homojenize edilen doku oOrnegi +4°C'de 11,000 devir/dakika'da 45
dakika santrifij edilmis ve supernatant nisasta jel elektroforezine uygulanmistir. Nisasta jel
elektroforezinde, %8'lik nisasta jel'i (4x10” M NAD iceren) ve tris fosfat tamponu (pH= 7,7,
jel tamponu=0,005 M ve koprii tamponu=0,1 M tris fosfat) kullanilmistir. Elektroforez siiresi
+4°C'de, 220 V'ta 4 saat olarak uygulanmustir. Elektroforez islemi bittikten sonra, jel lizerine
reaksiyon karisimi (iginde 20 mg NAD, 10 mg MTT, 2 mg PMS ve 0,3 ml etil alkol (% 99,9)
bulunan 25 ml 0,05 M tris HC1 tamponu (pH=8,6) ve 25 ml % 2'lik agar karistmi) dokiiliip,
37°C'de 2 saat inkiibasyon icin bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra jel'in fotografi cektirilerek

bulgularin degerlendirilmesi icin saklanmistir (14)
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SONUC ve TARTISMA

ADH enziminin aktivite tayini pH=8,8'de 50 farkli postmortem karaciger doku 6rneginde
yapilmistir. Karaciger doku ornekleri calisilan Kisilerin 20'si kadin (% 40), 30u erkek (%
60)'dir. ADH aktivite seviyeleri karaciger doku orneklerinde birbirlerinden farkli bulunmustur.

50 karaciger doku Orneginden 8 tanesi (% 16, ortalama ADH aktivitesi: 12,26%4,57

AO.D.,, /g.doku/dakika) pH=8,8'de, atipik ADH enzimine sahip olarak tanimlanabilecek

340
oldukca yliksek aktivite gostermiglerdir. Smith ve ark. (1971), von Wortburg ve Schiirch
tarafindan yapilan arastirmalarda, Isvigre'de farkli kisilerden alman 59 karaciger 6rneginde 12
atipik ADH enzimi (% 20,3), Londra'dan alinan 50 Kkisilik diger bir seride ise 2 atipik ADH
enzimi (% 4) bulundugunu bildirmislerdir (11). Smith (1986), arkadaslari ile 1971-1972 yillar1
arasinda yaptiklar1 calismalarda, Ingiliz toplumunda 598 kisinin karaciger ADH aktivitesi
Olciimiinde, 36 kiside atipik ADH enzimi (% 6) bulundugunu bildirmistir (10).

ADH aktivitelerinin yas gruplarina gore dagilimi Tablo 1 ve Sekil 1'de goriilmektedir.
Atipik ADH enzimine sahip olarak tanimlanan Kkisiler yas gruplarina ve cinsiyetlerine gore
kendi aralarinda farkli aktivite gostermislerdir. Normal ADH enzimine sahip olarak tanimlanan
42 kisi de yas gruplarina ve cinsiyetlerine gore farkli aktivitelere sahiptirler. 0-2 yas
grubundakilerin ADH aktivitesi, 21-40 yas grubunun yaklasik yarisi kadarken, 3-20, 41-60 ve
>60 yas grubundakilerin ADH aktivitesi 21-40 yas grubundan oldukg¢a diisiiktiir. Erkeklerin
ADH aktivitesi de kadinlarinkinden biraz daha yiiksektir. Bulgularimiz daha onceki calismalart
desteklemektedir (11).
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Tablo 1. Karaciger doku 6rnekleri ¢alisilan kisilerin ADH aktivitelerinin yas gruplarina gore

dagilimi (n=50).

YAS GRUPLARI (Yil)

Cinsiyet | Kisi ~ 0-2 | Kisi = 3-20 Kisi 21-40 | Kisi 41-60 | Kisi

5ay1s1 Sayisi sayisi sayist Say1s1 >60
Normal ADH
imi hi K 4 1,55 1 2,25
Kigter 614 ’ 6 323 | 3 282 | 4 278409
+1,36 +1,32
*O{Tglan}i ADH 2,9 3,36 2,98 2,40
aktivitesi + S.S. E 1 1,05 2 +0,56 10 1,22 8 +1,04 3 +0,35
Ortalama ADH
aktivitesi +S.S.
Atipik ADH
enzimine K - - 1 11,40
sahip kisiler ©) © 1 8,20 ) ) ) )
Ortalama ADH 17,02 9,55 12,67
o E G ] 2 M 2 0,14 | 2 #2933 | () )

Ortalama ADH
aktivitesi * S.S.
* ADH aktivitesi = AO.D.,,/g.doku/dakika
S.S. = Standart sapma
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0-2  3-19 20-59 >60 0-2  3-19 20-59 >60
Normal ADH enzimine Atipik ADH enzimine
sahip kisiler sahip kisiler

Yas gruplari (yil)

Sekil 1. Karaciger doku 6rnekleri ¢alisilan kisilerin (n=50) ADH aktivitelerinin yas gruplarina goére

dagilimai.
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Normal ADH enzimine sahip 42 kisinin otopsi raporlari incelenerek, bu kisiler olim
nedenlerine goére dort grupta siiflandirilmiglardir. Birinci grup, travmatik bir kaza sonucu
aniden oOlen kisileri (atesli silah veya delici-kesici alet yaralanmasi, trafik kazasi gibi), ikinci
grup, Olim oOncesi sagliklt olup aniden akut olarak hastalanip olen kisileri (kalp rahatsizligi,
solunum-dolagim yetmezligi, zehirlenmeler), liclincii grup, kronik olarak hasta olup olen kisileri
(kronik alkolizm, bronsiyal pnomoni), dordiincii grup ise kanserden Olen Kkisileri kapsamaktadir.
Bu smiflandirma Tablo 2'de gosterilmistir. Bu dort grup arasindaki ADH aktivite ortalamalari
oldukca farklhidir. En yiiksek aktivite, ani yaralanmali kaza sonucu olen kisilerde goézlenirken,
ikinci yuksek aktivite akut hastalik sonucu Olenlerde gortulmiistiir. Kronik hastaliktan ve
kanserden olenlerde oldukga diisiik seviyede ADH aktivitesi bulunmustur. Ani yaralanmali kaza
sonucu Olen kisilerin ADH aktivite seviyeleri, kanserli ve kronik hastaliktan oOlen kisilerden iki
kat daha yuksektir (p<0,001). Akut hastalik sonucu olen kisilerin ADH aktivite seviyeleri ise
kanserli ve kronik hastaliktan olen Kisilerden ortalama % 45 oraninda daha yiiksektir (p<0,001).
Azevedo ve ark. (1974) tarafindan yapilan arastirmada, ani yaralanmali kaza veya akut hastalik
sonucu olen kisilerin ADH aktivitesi, kronik hastalik veya kanserden olen kisilerden iki veya tli¢

kat daha yiiksek bulunmustur (12). Bulgularimiz bu sonuglari desteklemektedir.

Tablo 2. Karaciger doku ornekleri calisilan Kisilerin ADH aktivitelerinin 6liim

nedenlerine gore dagihim (n=42).

Oliim nedeni Cinsiyet Kisi sayis1 *Ortalama ADH aktivitesi + S.S.
K 8 3,40+1,12
Ani yaralanmali kaza E 1 3.70+0.81
Toplam 19 357 £0,94
K 8 2,0910,84
Akut hastalik E 3 2.80%0.86
Toplam 16 ** 0 2,4540,90
K 2 1,7740,49
Kronik hastalik E 3 1,7240.83
Toplam 5 o 1,7440,64
K 8) Q)
Kanser E 2 1,60+0,14
Toplam 2 1,60£0,14

* ADH aktivitesi= AO.D .,, /g .doku/dakika, S.S.=Standart sapma.
*k p<0,001
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Yas ve oliim nedeninin ADH aktivitesine etkisinin énemi Tablo 3'te gosterilmistir. Bunun
icin iki ana yas grubu secilmistir. Ani yaralanmak kaza ve akut hastalik sonucu olen 20-59 yas
grubundaki Kisilerin karaciger ADH aktiviteleri, her iki 6lim nedeni grubundaki 60 yas ve
ustiindeki kisilerin karaciger ADH aktivitelerinden biraz yliksektir. Ancak, oliim nedenlerine

gore yas gruplarn arasindaki karaciger ADH aktivite farkliliklar1 istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 3. 20-59 ve 60 yas ve iistiindeki Kisilerin, 6liim nedenlerine gore ADH aktivitelerinin

karsilastirllmasi.
Yas=20-59 yil Yas=>60 yil

Oliim — —

Kisi sayist *QOrtalama ADH Kisi sayist Ortalama ADH
Nedeni aktivitesiZS.S. aktivitesi £S.S.
Ani yaralanmak kaza 14 **3.794+0,94 4 *+) 88+0,78
Akut hastalik 7 k%3 07+0,93 4 k%) 02+0,65
Kronik hastalik 3 2,07+0,60 - -
Kanser 2 1,60+0,14

* ADH aktivitesi=A0.D.,, /g.doku/dakika, S.S.= Standart sapma.
** p>0,05
*** p=0,05

Oliimle otopsi arasindaki zaman farkinin ADH aktivitesi iizerindeki etkisi de arastirilmistir.

Ortalama zaman farki 22,32+10,29 saattir, fakat aralik 12-48 saat arasinda degismektedir.

Oliimle otopsi arasindaki zaman farkinin Oliim nedenlerine gére dagilimi Tablo 4'de
gosterilmistir. Korrelasyon katsayilarinin onem kontrolii, 6limle otopsi arasindaki zaman
farkinin karaciger doku orneklerinde toplam ADH aktivitesini etkilemedigini gostermistir
(p>0,05). Azevedo ve ark. (1974) tarafindan yapilan arastirmada, oliimle otopsi arasindaki
zaman farki 10 saatle 10 giin arasinda oldugunda, bu farkin karaciger ADH aktivitesini ¢ok az

etkiledigi bildirilmistir (12).
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Tablo 4. Karaciger doku 6rnekleri calisilan Kisilerin 6liim nedenlerine gore, ADH aktivitesi ile

oliimle otopsi arasmdaki zaman farkimin korrelasyon katsayilar ve 6nem kontrolii analizi.

Ortalama ADH Oliimle otopsi Korrelasyon
Oliim nedeni Kisi sayist aktivitesitS.S. arasindaki katsayisi P
n=42 (AO.D, Jedoky/ | zaman farki + r degeri
dakika) S.S. (saat)

Ani 19 3,57+0,94 24,63+ 11,64 -0,130 >0,05
yaralanmali
kaza
Akut hastalik 16 2,4540,90 21,75+11,77 -0,0031 >0,05
Kronik 5 1,7410,64 21,60+5,37 0,25 >0,05
hastalik

Kanser 2 1,60+0,14 1240,0 - -

S.S.= Standart sapma.

Karaciger doku orneklerinde ADH enziminin aktivite tayini yapildiktan sonra, normal
(n=10) ve atipik (n=6) ADH enzimine sahip olarak tanimlanan yetigkin (20-59 yas) kisilerin
karaciger doku Orneklerine nisasta jel elektroforezi uygulanmistir. Elektroforez sonucu elde
edilen fotograflar Sekil 2 ve Sekil 3'te gosterilmistir. Sekil 2'de 1, 2, 3, 4, 7 ve 8 normal ADH
enzimine sahip kisiler olup (N), ADH aktiviteleri sirasiyla 4,42, 4,37, 3,27, 2,82, 3,75 ve 4,67
AO.D.,,/g.doku/dakika, 5 ve 6 atipik ADH enzimine sahip kisiler olup (A), ADH aktiviteleri

sirastyla 9,65 ve 8,2 AO.D.,,/g.doku/dakika'dir.
Sekil 3'te, 10, 12, 13 ve 14 normal ADH enzimine sahip kisiler olup (N), ADH aktiviteleri
sirastyla 3,95, 3,70, 2,90 ve 4,45 AO.D.,,/g.doku/dakika, 9,11,15 ve 16 atipik ADH enzimine

sahip kisiler olup (A), ADH aktiviteleri sirastyla 11,55, 10,60, 9,45 ve 11,40
AO.D ., /g .doku/dakika’ dir.
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Sekil 2. Karaciger doku Orneklerinde, normal (N) ve atipik (A) ADH enziminin

nisasta jel elektroforezinin fotografi.
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B (+) Anot

Ekim Yeri

B (-) Katot

Sekil 3. Karaciger doku orneklerinde, normal (N) ve atipik (A) ADH enziminin

nisasta jel elektroforezinin goriiniimii.
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Sekillerin incelenmesi sonucunda, karaciger doku Orneklerinde, atipik ADH enzimlerinin,
normal ADH enzimlerinden biraz daha buylik hareketle (0,2-0,3 cm) katoda gog ettikleri
gorulmustiir. Bu konuda yapilan iki arastirmada da, yetiskin karaciger doku orneklerinde normal
ve atipik ADH izozimlerinin elektroforetik hareketleri nisasta jel elektroforezi ile
degerlendirilmis, atipik ADH izozimlerinin, normal ADH izozimlerinden az daha buylik
hareketle (0,2 cm) katoda goc ettikleri bildirilmistir (11,15). Bulgularimiz bu c¢aligmalari
desteklemektedir.

Sonug olarak, son yillardaki arastirmalarda, doku orneklerinde agaroz izoelektrik odaklama
yontemi (16) ve kan Orneklerinde polimeraz zincir reaksiyonu ile birlikte agaroz jel
elektroforezi yontemi (17,18) kullanilarak, ADH enziminin genotip 6zelliklerinin cok daha iyi
tanimlandig1 calismalar yapilmaktadir. Bu anlamda, hentliz llkemizde insanlarda ADH
polimorfizmine yonelik bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu arastirma o6n

degerlendirme olarak 6nem kazanmaktadir.
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