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SIGIR KARACIGER SITOPLAZMIK ALDEHIT DEHIDROGENAZ
(ALDH:) ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KINETIK
OZELLIKLERI iLE DiSULFIRAM TARAFINDAN
INHIBISYONUN ARASTIRILMASI

ilker Durak* jsmail H. Gokhun®*

Cesitli turlerden aldehit dehidrogenaz enzimi saflastirilarak kKine-
tik 6zellikleri incelenmis, enzimin yap1 ve fonksiyon bakimmndan tir-
lere haglh ozellikleri tespit edilerek alkolik tipin ortaya ¢ilkmasinda
hangi sekilde fonksiyon gordugu arastirlmaya baglanmigtir. Netice-
de enzimin mitokondriyal formunun genetik olarak eksik olmasi se-
bebi ile baz1 Uzak Dogu Toplumlarinda gorillen alkol igememe olayi-
nin etiyolojisi aydinlatilmigtir (14). Ayrica alkoliklerin tedavisinde
vayegmn olarak kullamlan disulfiramin, etkisini aldehit dehidrogenaz
enzimini inhibe ederek meydana getirdigi tespit edilmis ve disulfiram-
aldchit dehidrogenaz reaksiyonunun tabiati arastiriimaya baslanmig-
tir (13). Bu bakimdan aldehit dehidrogenaz enzimi lizerinde yapilan
kinetik ve diger caligmalar énem kazanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu calismada sigir karacigeri materyal olarak kullanmilmigtir.

Cihazlar : Beckman UV-Visible Model 25 Spektrofotometresi, Sor-
vall Santrifiijii, Waring Blendor, Kromatografi kolonlar: ve diger la-
boratuar malzemeleri.

Kimyasal Maddeler : Asetaldehit, NADH:, hidroksilamin hidro-
klorir, merkaptoetanol, sodyum piruvat, glutamat Merck firmasmn-
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dan; sephadex-G 200 filtrasyon jeli ve diger kimyasal maddeler Phar-
macia ve Sigma firmalarindan temin edilmistir. Disulfiram, Antabus
isimli ilactan bir seri ekstraksiyon teknigi ile elde edildikten sonra
saflig1 kontrol edilmis, erime noktasi 68-71 °C araliginda, kloroform-
daki % 5 lik cozeltisinin 17°C deki kirma indisi n=1.4610 bulunmus-
tur.

Kinetik galismalarda kullamlan tamponlar ortamda bulunmasi
muhtemel Alkol Dehidrogenaz enzimini inhibe etmek icin 0.5 mM hid-
roksilamin ihtiva etmektedir. Asetaldehit polimerizasyona olan mey-
linden dolays kullanilmadan hemen once distillenmis ve istenilen kon-
santrasyonlarda seyreltmeler yapilarak kullanilmistir. NAD ve NADH:
her giin taze olarak hazirlanmigtir. Disulfiram suda goziinmedigi igin
etanolde cozillerek kullanilmigtir. Butlin deneylerde kullanmilan eta-
noliin son konsantrasyonu % 0.17 kadar olup bu miktarin deneyler
{izerinde herhangi bozucu bir tesire sahip olmadig1 tespit edilmis-
tir (8).

Metot : Total protein tayini Bitire ve Lowry metotlarina gore ya-
pilmagtir (3,10).

Aldehit Dehidrogenaz aktivitesi tayini asagidaki reaksiyon sonucu
tesekkiil NADH nin 340 nm deki absorbsiyon degismesinden yararla-
narak tayin edilmistir.

Asetaldehit + NADT > Asetikasit +NADH+HT
Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve Glutamat Dehidrogenaz (GLDH) aktivi-
te tayinleri klasik metotlar ile yapilmistir (2). Grafiklerde yatay eksene
substrat konsantrasyonu (uM veya mM olarak, dikey eksene ise da-
kikadaki optik dansite degisimlerinden (AOD/dk) yararlanarak tespit
edilen (v) degerleri yerlestirilmistir. Kromatografik islemler ile yapi-
lan saflastirma basamaklarinda ise aktivite internasyonel unite olarak
(IU) ifade edilmistir IU/L = (80D/dk) x 4823,

Saflastirma Islemi :

Sigir karacigeri hayvan kesildikten hemen sonra tuz-buz karisi-
ming almarak deneylerin yapildig1 soguk odaya (0-4 °C) getirilmistir.
Karaciger, zar, bag ve yag dokusu gibi kistmlarindan ayiklanmis ve
kiigik pargalar halinde kesilmistir. Daha. sonra bu parcalardan 80 gr.
almarak 0.0025 M,pH 7.4 fosfat tamponu ile Waring Blendorda 1 da-
kika siire ile homojenize edilmistir. Bu tampon 0.25 M stikroz ihtiva
etmeltedir.
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Homojenat 500 x g de 5 dakika santrifiijlenerek hiicre niikleusu
ve saglam hiicreler ¢éktirilmustir, Mitokondrileri uzaklastirrak igin
supernatan 20000 x g de 1 saat santrifiijlenmistir. Mikrozomal par-
caciklar uzaklastirmak icin de elde edilen supernatan tekrar 34.000
X g de 2 saat santriflijlenmis ve neticede sitoplazmik fraksiyonu
ihtiva eden berrak supernatan elde edilmistir. Her basamakta te-
sekkil eden gokelekler 0.0025 M,pH 7.4 fosfat tamponunda ¢ézilerek
daha sonraki islemlerde kullamlmislardir. Bir 6nceki basamakta elde
edilen sitoplazmik supernatan amonyum silfat ile % 45 doygunluga
getirilmis ve 20.000 x g de 10 dakika santrifiijlenmistir. Supernatan
tekrar amonyum sulfat ilavesi ile % 70 doygunluga getirilmis ve
20.000 x g de santrifiijlenerek aralarinda aldehit dehidrogenazin da
bulundugu belirli molekiil agirligina sahip molektiller ¢ékturilmitis-
tir. Elde edilen sediment 0.050 M pH 7.4 fosfat tamponunda ¢ézulmiis
ve ayn1 tampona karsy 72 saat dialize tabi tutulmustur. Dializ stire-
since tampon ¢ozelti 3 defa degistirilmistir. Dializden sonra gériilen
bulaniklik santrifiijleme ile giderilmis ve elde edilen ¢ozeltiden 15 ml
alinarak 1.5 x 100 cm boyutlarindaki kolona asagida anlatildig gim
uygulanmistir (4).

Saflastirma islemi boyunca kullanilan biitin tamponlar 1 mM

EDTA ve % 0.1 merkaptoetanol ihtiva etmektedir. Tiim saflastirma is-
lemleri 0-4 °C de yapilmistir.

Kromatografik iglemler su gekilde yapilmistir : Sephadex G-200
dekstran jeli su tutma kapasitesi (yaklasik 20 g su/g jel) ve son ha-
cim (30-40 ml su/g jel) hesaplanarak bir su banyosu tizerinde 5 saat

kaynatilmistir. Kaynatma sirasinda jel ara sira karistirnilmis ancak jel
taneciklerinin pargalanmasina sebebiyet verebilecek sekildeki bir ka-
nistirmadan sakimilmistir. Jel oda sicakliginag geldikten sonra, hava ka-
barcig1 kalmayacak sekilde kolona doldurulmustur. Kolona 0.050 M,
pH 7.4 fosfat tamponu tatbik edilmis ve kararli duruma erismek icin
bu isleme 24 saat devam edilmistir. Daha sonra kolonun iist kapag:
acilarak 15 ml dializat, tampon ve jel arasma enjekte edilmis ve ka-
pak kapatilarak tekrar tampon tatbik edilmistir. Kolondan gikan her
fraksiyonda protein tayini yapilmis ve protein ihtiva eden fraksiyon-
larin herbirinde de enzim aktivitesi tayin edilerek yliksek aktivite
iceren fraksiyonlar birlestirilmistir. Kinetik ¢alismalar da bu kisim
enzim cozeltisi olarak kullanilmistir (4),
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SONUCLAR

Kromatografi iglemlerinde 6 ml/saat’lik bir akis hiz1 ayarlanmis-
tir. Sitoplazmik enzim eluatinda 22-188. fraksiyonlar arasinda pro-
tein ve 40-81. fraksiyonlar arasmda ise enzim aktivitesi tespit edilmis
ve yluksek aktivite ihtiva eden 52-66. fraksiyonlar: birlestirilerek (yak-
lasik 15 ml) deneylerde enzim ¢ozeltisi olarak kullamlmistir.

Tablo 1 : Laktat Deshidrogenaz ve Glutamat Dehidrogenazin degigik
fraksiyonlardaki aktivite degerleri

i —— e . g

LDH akt. GLDH akt.

AOD/dk, AOD/dk,
Homojenat 0.380 0.0050
500 x 9 sedimenti 0.228 0.0076
20.000 x g seimenti 0.008 0.0150
34.000 x g sedimenti 0.005 0.0013
Supernatan 0.400 0.0008

Tablo 1’deki degerlerden de goruldugi gibi, sitoplazmik bir enzim
olan LDH'nin aktivitesi sitoplazmik supernatanda-en yviksek seviye-
dedir. Buna karsihik mitokondriyal bir enzim olan GLDHmn aktivite-
si ise 20.000 x g deki fraksiyonda en yuksek degerdedir. Bu durum si-
toplazmik ve mitokondriyal fraksiyonlarin santrifiijleme islemi ile is-
tenilen gekilde ayrildigini  gdstermektedir. Her bir fraksivondaki
ALDH. aktivitesi ise asagidaki gibidir,

Tablo 2 : Degisik Saflagtirma basamaklarinda ALDH, aktivite degerleri

Protein Aktivite Sp. Akt.

mg/ml 1U/L IU/L mg
Homojenat 242 120.57 4.980
Supernatan 20.0 115.75 5.790
Amonyum Sulfat Fraksiyonu 34.00 337.6% 9.930
Dializat 324 327.96 10.120

Eltat 1.7 7717 45.400
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Sitoplazmik aldehit dehidrogenaz enzimi saflastirildiktan sonra
degisik substratlarla ve gesitli sartlar altinda bir seri kinetik calisma
yapilmistir. Biz burada fazla grafiksel gekillerin meydana getirecegi
karmagikhig1 dnlemek igin sadece Lineweaver-Burk grafiklerini vere-
cegiz. Tespit etmis oldugumuz kinetik neiceler ise hem Lineweaver-
Burk ve hem de Michaelis Menen grafikleri ile tespit edilen degerler-
dir. Ayrica bu degerler, hesapla yapilan degerler ile de karsilastiri-
larak mimkiin oldugu kadar dogruluk saglanmaya gayret edilmistir.
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Grafik 1 : ALDH, nin asetaldehit substratina karsi 30 mM, pH 7.4 fosfat tamponu ve 1 mM

NAD'nin bulundugu sartlarda gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Graflk 2 : ALDH, nin asetaldehit substratina karsi 30 mM, pH 9.0 pirofosfat tamponu ve
1 mM NAD'nin bulundugdu sartlarda gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Grafik 7 den gorialdugu gibi, disulfiram NAD substratina kars:
nonkompetitif bir inhibisyona sebep olurken, asetaldehit substratina
kars1 kismi bir unkompetitif inhibisyon meydana getirmistir (Grafik
6). Ortama ilave edilen disulfiramin miktar1 arttikca inhibisyon yuz-
desi de artmaktadir. Ancak yiliksek konsantrasyonda ilave edilen
(64 pM) disulfiramin bile tam bir inhibisyona sebep olmadigi ve en-
zim aktivitesinin % § lik bir kisminin hala mevcut kaldig1 gézlenmis-
tir (Grafik 8). Disulfiram ile én inkibasyon ¢alismalarinda oda sicak-
higmda (25 °C) 1 saatlik 6n inkibasyon yapilmistir (Gr. 8 ve Gr. 7).
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Grafik 3 : ALDH, nin DL-Gliseraldehit substratina karsi 30 mM, pH 7.4 fosfat tamponu ve
1 mM NAD'nin bulundugu sartlarda glzilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Grafik 4 : ALDH, nin DL-Gliseraldehit substratina kars: 30 mM, pH 9.0 pirofosfat tamponu
ve 1 mM NAD'nin bulundugu sartlarda gizilen Linewaver-Burk grafigi.



Sigir Karaciger Sitoplazmik Aldehit Dehidrogenaz (ALDH,) 55

10 2c 30 40 50 60 i
£

Grafik 5 : ALDH, nin NAD substratina kars1 30 mM, pH 9.0 pirofosfat tamponu ve
5 mM asetaldehitin bulundugu sartlarda gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Grafik 6 : 8 uM (a) ve 16 uM (b) disulfiramin esit hacmi ile én inkilbasyona tabi tutulmus
ALDH, nin 30 mM, pH 7.4 fosfat tamponu ve 1 mM NAD'min bulundugu sarlarda gizilen
Lineweaver-Burk grafigi (C : Disulfiramsiz).

TARTISMA

Etanol karacigerde tc metabolik yol zerinden oksidasyona ug-
ramaktadir (11). Bunlar 1. Karacigerde alkol ve aldehit dehidroge-
naz enzimatik sistemi, 2. Endoplazmik retikulumda mikrozomal eta-
nol oksitleyici sistem (MEOS) ve 3. Katalaz peroksidatif sistemi. Bu
Ug sistem etanoclden asetaldehit olugumunu katalizlerler. Meydana ge-
len asetaldehit ise aldehit dehidrogenaz tarafindan asetikasite doéntis-
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Grafik 7 : 8 uM (a) ve 16 1M (b) disulfiramin egit hacmi ile &n inkiibasyona tabi
tutulmug ALDH, nin 30 mM, pH 9.0 pirofosfat tamponu ve 5 mM asetaldehitin
bulundugu sartlarda NAD substratina kargi Lineweaver-Burk grafigi.
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Grafik 8 : 30 mM, pH 7.4 fosfat tamponu, 1 mM NAD ve 5 mM asetaldehitin bulundugu
sartlarda ortama ilave edilen disulfiramin ALDH, aktivites iizerine tesitleri.
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tirultir, ALDH'nin mitokondriyval formunun bazi toplumlarda gene-
tik olarak mevcut olmadiginin ve bu sebeple bu kisilerin alkol kulla-
namadiklarinin tespit edilmesi ile bu enzim lzerine yapilan calisma-
lar iz kazanmistir (7,9). Mitokondriyal ALDH'ya sahip olmayan kisi-
ler alkol kullandiklar1 zaman, tipki disulfiram tedavisinde ortaya ci-
kan semptomlar gozlenmektedir (6,13).

Galismamizin ilk asamasinda ALDH.'nin asetaldehit, gliseralde-
hit ve NAD substratlarina karsi pH 7.4 ve pH 9.0 da Lineweaver-Burk
grafikleri cizilerek Km ve Vmax"" degerleri tespit edilmistir. Buna
gore ALDH; nin asetaldehit substratina karsi pH 7.4 deki Km’si 0.833
mM, Vmax1 001667 ve pH 9.0 da Km’si 0.556 mM, Vmax’1 0.0285 ola-
rak hesaplanmistir. DL-Gliseraldehit substratina karsi Km'si pH 7.4
de 0.227 mM ve Vmax'i 0.010 ve pH 9.0 da Km'si 0.154 mM, Vmax'1
0.0276 olarak, NAD substratina karsi pH 9.0 da Km’si 0.0154 mM,
Vmax'1 ise 0.0282 olarak hesaplanmistir, Bitin substratlar icin ALDH,
nin pH 9.0 daki aktivitesinin pH 7.4 dekine nazaran yaklasik iki kat
daha yliksek oldugu tespit edilmistir. Aktivitede meydana gelen bu ar-
tig, pH 7.4 de tetramer olarak galisan enzimin pH 9.0 da dimer ola-
rak aktivite gosterdigi diglincesi ile agiklanmaktadir (1).

Cahgmamizin jkinci asamasinda disulfiram ile 6n inkibasyona
tabi tutulmus olan ALDH:nin pH 7.4 de asetaldehit ve NAD substrat-
larma karsi grafikleri ¢izilmis, Km ve Vmax degerleri hesaplanmistir.
8 uM disulfiramin esit hacmi ile 1 saat 6n inkiibasyona tabi tutulmus
olan ALDH. nin asetaldehit substratina kars1 Km’si 0.455 mM, Vmax'1
0.00862 olarak, NAD substratma karsi Km’'si 0.0154 mM ve Vmaxi
0.0111 olarak tespit edilmistir. 16 uM disulfiramin esit hacmi ile én in-
kiibasyona tabi tutulmus olan ALDH:nin asetaldehit substrat: ile
olan Vmax'1 0.0042, NAD'ye karsi Km’si 0.0154 mM ve Vmax’1 0.0091
olarak tespit edilmistir. Bu sartlarda ALDH.nin asetaldehite karsi
tespit edilen Km'si gok yiiksek bulunmustur.

ALDH:nin son eliattaki konsantrasyonu yaklasik olarak 8 uM
hesaplanarak, 8 uM, 16 uM, 24 uM, ve 32 M konsantrasyonlarmda di-
sulfiramin mevcut oldugu sartlardan aktivite tayini yapimstir. Gra-

* 4823 ; NADH i¢in ekstinksivon katsayisi 6.22—! (12), kiivet genigligi 1 cm, kulla-
nilan enzim ¢ozeltisi hacmi 01 ml ve son hacim 3.0 ml alnarak hesap
ile gikarlmisgtir.

** Vmax degerleri AOD/dk olarak ifade edilmistir.
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fik 8 den de glrildiga gibi, yiksek disulfiram konsanfrasyonlarmn-
da hile enzim aktivitesinin % 5 lik bir kismi hala muhafaza edilmekte-
dir, Disulfiramin, alkol metabolizmasini asetaldehit basamaginde in-
hibe ederek asetaldehit konsantrasvonunun ylkselmesine sebep ol-
dugu ve bu durumun bas donmesi, mide bulantisi, kusma, yiizde ki-
zarma gibi durumlarin ortaya ¢ikmasinda esas faktor oldugu bilin-
mektedir (5). ALDH-Disulfiram reaksivonunun tabiati hentiz tam
olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda kabul edilen bir tesir meka-
nizmasi, disulfiramin tesirini enzim proteini yapisinda bulunan —%H
gruplar arasinda distlfit (S—S) kopriileri olusturarak goésterdifi s=k-
lindedir (13). Konu tzerindeki ¢alismalar devam etmektedir.

OZET

Aldehit dehirdrogenaz (Aldehit oksidorediiktaz E.C. 1.2.1.3) alkol
metabolizmas: sonucu tesekkiil eden asetaldehit ile birlikte bir ¢ok
aldehit yapisina sahip maddenin oksidasyonunu katalizleyen bir en-
zimdir. Bu enzim alkol metabolizmasinda ve alkolik tipin ortaya cik-
masinda énemli bir fonksiyona sahiptir. Bundan dolay: bu ¢alismada
sitoplazmik aldehit dehidrogenaz enzimi sigir karacigerinden izole
edilerek saflastirilmis, degisik pH'lardaki kinetik ézellikleri ile alko-
liklerin tedavisinde yaygin olarak kullanilan disulfiram tarafindan
inhibisyonunun tabiat1 arastirnlmistir, Netice olarak yiksek pH'larda
enzimin daha ytiksek bir aktivite gosterdigi ve disulfiramin enzim igin
kuvyetli inhibitér madde oldugu tespit edilmistir.

SUMMARY

The Purification of Bovine Liver Cytoplasmic Aldehyde Dehydrogenase (ALDH,)
and the Investigation of its Kinetic Properties and Disulfiram Inhibition

Aldehyde dehydrogenase (Aldehyde oxidoreductase E.C. 1.2.1.3.)
is an enzyme that catalyses the oxidation of acetaldehyde produced
by alcohol metabolism as well as other substances with aldehyde
structure. This enzyme has an important function in alcohol meta-
bolism and in occurence of alcoholic types. In this study, therefore
cytoplasmic aldehyde dehydrogenase was isolated from bovine liver
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and purified : Its kinetic properties at various pHs as well as the na-
ture of disulfiram inhibition was also investigated. As a resulf, it is
established that the enzyme has higher activity at high pHs and di-
sulfiram is a strong inhibitor for the enzyme.
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