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INSAN ERITROSIT ALDEHIT DEHIDROGENAZININ KISMEN
SAFLASTIRILARAK KIiNETiK OZELLIKLERININ
INCELENMESI

Zuhal Yurtaslam®

Alkollu igeceklerle alinan etanoliin metabolize edilmesi esnasinda
meydana gelen asetaldehit, alkolin farmakolojik ve biokimyasal et-
kilerinin meydana gelmesinde ¢énemli bir rol oynamaktadir (3,8). Ali-
nan etanolin buyik bir kismi karacigerde metabolize edilmekte, ¢ok
az bir kismi ise degismeden ter, idrar ve akcigerlerle atilmaktadir (18,
17). Bu sebeple asetaldehit bashca karacigerde meydana gelir. Reak-
siyonu katalizleyen enzim alkol dehidrogenazdir (ADH) ve bu re-
aksiyon asgagida gosterildigi sekilde meydana gelmektedir :

Etanol + NAD+ ———— Asetaldehit + NADH + H+
ADH

Asetaldehitin asetik asite gevrilerek ortamdan uzaklastiriimasin-
da goérev alan enzim ise aldehit dehidrogenazdir ve koenzim olarak
NAD+ gerektirir (aldehit : NAD+ oksidorediktaz, EC. 1.2.1.3; ALDH).

Aldehit dehidrogenaz asagida gosterilen reaksiyonu katalize etmekte-
dir :
Asetaldehit + NAD+ -—— Asetik asit + NADH + H*
ALDH

Alkoliin organizmada meydana getirdigi zararh etkilerinde ase-
taldehitin rol oynamasi sebebiyle, asetaldehitin ortadan kaldirlmasmn-
da rol alan aldehit dehidrogenaz enzimi ile ilgili pek¢ok ¢aligsma yapil-
mis ve halen de yapilmaktadir. Bu galismalarla enzimin dokulardaki
dagihimi (5,12), yapis1 (11,20), izoenzim sekilleri (2,13,20), o6zellikleri
(19,22), etki tarz1 (24), katalizledigi reaksiyonlar (15,18) ve alkol meta-
bolizmasindaki roli aydinlatilmaga calisiimaktadir.

* AU. Tip Fakltesi Biokimya Anabilim Dalx
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Aldehit dehidrogenaz, karacigerde etanol metabolizmast sonu-
cunda meydana gelen asetaldehitle birlikte diger birgok aldehitin de -
oksidasyonunu katalize etmektedir.

ALDH 1n memelilerde en fazla bulundugu yer karacigerdir, ayrica
bébrekler, gonadlar, beyin, uterus, ince barsaklar ve kalpde de olduk-
ca fazla miktarda bulunmaktadir (5,12). Ayrica eritrositlerde de ol-
dukga yiiksek enzim aktivitesi tespit edilmistir (13). Enzimin hicre-
lerin hem sitoplazmasinda ve hem de mitokondirilerinde bulundugu
tespit edilmistir (5,12,13).

ALDH 1n hiticrede bulunus verleri farkli olan bu iki izoenzim
seklinin substratlar: icin Km degerleri ve diger birgok 6zelliklerinin
de farkl oldugu gortilmektedir (11,24,28).

ALDH 1n her iki izoenzim seklinin de dort alt tiniteden yapilmis
tetramer seklinde bulundugu tespit edilmistir (9,12,13,14). Degisik pH
larda, metal iyonlar1 ve diger etkilerle tetramer, dimer sekline ¢evri-
lebilmekte ve aktivitesinde degisme olmaktadir (4,25).

Bu calismada insan eritrosit ALDH 1 kismen saflastirilarak kinetik
ozellikleri incelenmistir.

MATERYAL ve METOD

Kullanilan Cihazlar : Beckman UV spektrofotometresi, Sorvall
santriflij cihazi ve Pharmacia kromatografi kolonlari.

Kullanilan Kimyasal Maddeler : Asetaldehit, NAD+, 8-Merkapto-
etanol ve glutatyon Merck firmasindan, Sephadex G-200 Pharmacia'-
dan temin edilmistir. Distilfiram ise Nobel ilag firmasi tarafindan imal
edilen «Antabus» patent isimli ilag¢tan bir seri ekstraksiyon islemi so-
nunda elde edilmistir.

Asetaldehit kullamilmadan hemen o6nce destillenmis, NAD* ise
kullanilan tampon ile her gin taze olarak hazirlanmistir. Distlfiram
suda c¢oztinmedigi i¢in etanolde ¢oziilerek kullanilmistir. Butiin deney-
lerdeki son etanol konsantrasyonu % 0,17 kadardir. Bu miktardalki
etanoliin deneyler Uzerinde herhangi bir bozucu tesir gostermedigi
lespil edilmislir.

Hemoglobin Tayini : Oksihemoglobin metodu ile yapilmstir.

Protein Tayini : Bitire ve Lowry metotlan ile yapilmistir (18,23).

ALDH Aktivitesinin Tayini : pH 7.4 fosfat tamponunuda ALDH ka-

talizi ile asetaldehitten asetik asit olusurken meydana gelen NADH
nin 340 nm’deki absorbansi 6lglilerek tayin edilmistir. NADH tesekkiili
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ile meydana gelen absorbans degisimi, ALDH aktivitesi ile dogru oran-
tilidar (13).

Enzim c¢dzeltisi ilave edildikten sonra 340 nm de kore kars: absorb-
siyonda meydana gelen degismeler kaydedilmistir. Butin deneyler
25°C da yapilmigtir.

~

Aktivite Birimi : Aktivite dakikada meydana gelen absorbans de-
gisimi olarak tesbit edilmis (AE./dak), bu deger 4823" ile garpilarak
internasyonel tinite (IU) cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar (IU/mg
Hb) olarak ifade edilmistir.

ALDH nin Fritrositlerden Izolasyonu :

Deneylerimizde saglikli sahislardan elde edilen eritrositleri kul-
landik. Alinan kanlar sitrath tiiplere konulmus ve 3000 g de 5 dakika
santrifiijlenerek tstte kalan plazma ve lokosit tabakasi cekilerek atil-
mastir. Tupiin dibinde kalan eritrosit sedimenti izotonik sodyum Kkl6-
rir gozeltisi ile 3 defa yikanmistir. Bu sediment 50 mM pH 7.4 fosfat
tamponu ile 1/10 oraninda seyreltilmis ve elde edilen hemolizat 20000

xg de 30 dakika santrifjlenmistir. Bu slipernatandan 5 ml alinarak
oda sicakliginda, 2,5 x 20 cm boyutlarindaki kolona tatbik edilmigtir.
Kolonda 50 mM, pH 7,4 fosfat tamponu ile dengelenmis Sephadex G-
200 jeli bulunmaktadir (deneylerde kullanilan tamponlarm hepsi %
0,05 V/VB-markaptoetanol ve 0,5 mM EDTA ihtiva etmektedir). Kolon-

dan alinan her fraksiyonda protein ve ALDH aktivitesi tayin edilerek
yiksek aktivite ihtiva eden fraksiyonlar birlestirilmistir. Her nimune
icin bu islem ayr1 ayr yapilmistir. Aktivite ihtiva eden son eltiat ha-
cimlar: 5-8 ml kadardir. Bu kisim deneylerde enzim cozeltisi olarak
kullanilmistir.

1 Son Hacim
* L.U. (. mol/dak) = (AE/dak) x 16* = X
¢l Nuamune Hacm
€ NADHnin 340 nm’deki molar absorpsiyon kat sayis1 = 6220 m-' (13)
1: Kiivet genisligi (s1k yolu, lem)
Son hacim burada 3 ml, Niimune hacm (enzim ¢dzeltisi) 0,1 ml’dir.
10° 3
1.U. (p mol/dak) = X x (AE/dak) = (AE/dak) x 4823.
6220x1 0,1
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SONUCLAR

Kismen saflastirilmis eritrosit ALDH enzimi ile yvapilan calisma-
lardan elde edilen sonuclar asagida verilmistir.

1 -— Enzim Aktivitesinin Olgtilmesi : Enzim aktivitesinin 6lgiilme-
si igin kullanilan reaksiyon semast asagida, gosterilmistir (Tablo 1).

Tablo 1 : ALDH aktivitesi tayin semasi

Reaktifler _ Kor Numune
Fosfat tamponu (50 mM, pH 7.4) 1.7 ml 1.6 ml
NAD (3mM) 1.0 ml 1.0 ml
Asetaldehit (100 mM) 0.3 ml 0.3 ml
Enzim ¢o6zeltisi e 0.1 ml

Yukarida verilen tayin semasima gére vapilan aktivite tayininde
son eluattaki enzim aktivitesi 310 IU/mg Hb bulunmustur.

Not : Burada verilen toplam aktivite degeri u¢ degerin ortalamasidir,

Ayni sekilde bundan sonra verilecek olan biitin degerler en az
uc¢ tayinin ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

2 -— Degigen asetaldehit konsantrasyonunun enzim aktivitesine
etkisi :

Tablo 1 de verilen genel reaksiyon semasina goére yapilan kinetik
incelemelerde, enzimin Michaelis-Menten kinetigine uygun davrandi-
&1 gozlenmistir. Lineweaver-Burk grafizi ve matematiksel analiz yar-
dimi ile enzimin asetaldehit substratina kars1 Km si 1.25 mM ve
V max 0.022 bulunmustur (Sekil 1).

3 — DL - Gliseraldehitin ALDH aktivitesi tizerine etkisi : Yukari-
daki sekilde hesaplanan Km degeri 0.25 mM ve V max degeri 0.01 ola-
rak bulunmustur (Sekil 2).

4 — NAD*nin ALDH aktivitesi {izerine etkisi : Aym sekilde he-
saplama ile Km degeri 0.02 mM ve V max degeri 0.033 olarak bulun-
mustur (Sekil 3).

5 — ALDH aktivitesi lizerine distilfiramin etkisi : Tablo 1 de veri-
len reaksiyon sartlarmnda, ortamda 10 #M konsantrasyonda distilfi-
ram bulundugu zaman sekil 4 de goruldugi gibi bliytk bir inhibis-
yon olusmustur. Bu inhibisyonun unkompetetif tipte oldugu goriilmek-
tedir. Bu sartlarda Km degeri 0.5 mM ve V max degeri 0.01 olarak bu-
lunmustur (Sekil 4).
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6 — a) ALDH-Disiilfiram reaksiyonu tzerine p-Merkaptoetano-
Hin etkisi : 10 uM son konsantrasyondaki distlfiramim meydana getir-
digi inhibisyon (yaklasik % 50) ortamda ImM konsantrasyonda -
Merkaptoetanoliin olmasi ile tamamen ortadan kalkmastir.
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b) ALDH-Disiilfiram reaksiyonu uzerine indirgenmis glutatyo-
nun (GSH) etkisi : 10 pM son konsantrasyondaki distlfiramm mey-
dana getirdigi inhibisyonda, ortamda ImM GSH nmn olmasi ile her-
hangi bir degisiklik olmamistir. Yani, glutatyon distlfiramin sebep
oldugu inhibisyonu kaldiramamaistir.
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7 — ALDH aktivitesi lizerine Mg**, Cat* ve Hg+* nin etkileri : 1.5
mM son konsantrasyondaki Mg+* ve Ca™* siras: ile % 85.16 ve % 94.84

lik bir aktivite artisina sebep olurken ayni miktar Hg** enzim akti-
vitesini % 90.32 inhibe etmistir.
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Metal iyonlarinin bulundugu sartlarda ortama 3 mM son konsan-
trasyonda EDTA ilavesi Mgt* ve Ca™* nun meydana getirdigi aktivas-
yonu tamamen ortadan kaldirmig, Hgt*nin sebep oldugu inhibisyon
{izerinde ise herhangi bir etki gdstermemistir.

TARTISMA

Alkol metabolizmasindaki éneminden dolayr ALDH (E.C.1.2.1.3)
iizerinde gok sayida galisma yapilmig olmasina ragmen bugin hala
bu enzimin distilfiram tarafindan inhibisyonunun tabiati ve izoenzim-
lerinin karakteristik yap1 ve ozellikleri tam olarak anlasilamamisgtir
(27.29). Bu bakimdan bu galismada insan eritrositlerinden ALDH en-
zimi izole edilerek kismi bir saflagtirma yapilmis ve enzimin degisik
substratlara kars: kinetik ézellikleri incelenmigtir. Aym sekilde enzi-
min aktivatér ve inhibitorleri ile de ¢alismalar yapilarak karacigerde-
ki sitoplazmik ve mitokondriyal ALDH lar ile mukayese imkanlari
aragtirilmistir. Elde edilen sonuclar bir bitiin olarak incelendiginde
eritrosit enziminin ézellik bakimindan karacigerin sitoplazmik enzi-
mine benzedigi tesbit edilmistir. Eritrosit ALDH sinin asetaldehit subs-
tratina karst Km degri 1.25 mM, V max ise 0.022 bulunmustur. Aym
degerler karaciger enzimi i¢in sirasi ile 0.833 mM ve 0.0167 olarak bil-
dirilmistir (7). Mitokondriyal enzim i¢in bu degerler oldukga farkhdir.

Eritrosit enziminin DL-Gliseraldehit ve NAD* substratlarina karsi
elde edilen Km ve V max degerleri de ayni sekilde sitoplazmik enzim
ile paralellik gostermektedir (7).

Calismanin ikinci kisminda, enzim aktivitesi tizerine degisik fak-
térlerin etkisi incelenmistir. Bunlardan biri olan distilfiram alkolizm
tedavisinde kullanilmaktadir. Kimyasal yapisi asagida verilen disil-
firam, etkisini aldehit dehidrogenaz enzimini inhibe ederek goster-
mektedir (10,27,29). Distilfiramin olusturdugu inhibisyon karacigerin
sitoplazmik ve mitokondriyal enzimleri icin farkli bir karakter gos-
termektedir (21,30). Bu calismada elde edilen inhibisyon tarzi sitop-

ol CaHs
Ny ems=8ec =N

HsC,: L s Neo Mg

‘D‘\sﬁ\-‘{-i fam
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lazmik enzim ile yakinhk géstermektedir (30). Disiilfiramin etkisini
enzim uzerinde S-S koprileri olusturarak yaptigi sanilmaktadir (8).
Muhtemel mekanizma asagidaki sekildedir.

S

i 1
E:Z_/—JH o /Cz/é.é—/\/“c“J"Jﬂ"C“N—(CZ/ﬁé"é

y
En{{z—/& t 2[(@!/5%“ N-C=5

Buna karsihk distlfiram, —SH grubu ihtiva eden diger bazi en-
zimler Uzerinde her hangi bir etkiye sahip degildir (29,30). Bundan
dolay1 distlfiram —ALDH reaksiyonu, —SH grubu inhibisyonuna, da-
yanan genel inhibisyon tarzindan farklihklar géstermektedir. Bunun
sebebi tam olarak anlasilamamistir. Bu bakimdan distlfiram-ALDH
reaksiyonu tizerine 8-Merkaptoetanol ve GSH nin etkilerinin arastiril-
masim faydal gordik. Bilindigi gibi her iki bilesik de S-S koprilerinin
rediiklenmesini saglar. Fizyolojik sartlarda, glutatyon bu bakimdan
oldukga onemlidir. B-Merkaptoetanoliin disiilfiram tarafindan inhibe
edilen enzime tekrar aktivite kazandirmasma karsilik, glutatyonun et-
kili olamamasi oldukga énemli sonuglara sebep olmaktadir. Bu bakim-
dan elde ettigimiz neticeler distulfiram tedavisi goren kisilerdeki du-
rum ile de uygunluk géstermektedir. Distlfiram tedavisi sonucu in-
san eritrosit ALDH aktivitesinin tamamen kayboldugu ve yeni erit-
rositler dolasima verilinceye kadar aktiviteye rastlanmadig1 bilinmek-
tedir (6,27). Fizyolojik sartlarda ortaya giktig1 belirtilen bu durum, bu
calismada da tcyit edilmistir. B-Merkaptoetanoliin inhibisyonu kaldir-
masina karsihk glutatyonun etkili olamayisi hakkinda degisik hipo-
tezler mevcuttur. Bunlardan birisi, GSH nin asetaldehit ile birleserek
hemiasetaller olusturdugunu ve bu sekilde inhibisyonu kaldiramadi-
gim ileri stirmektedir (30).
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Eritrosit enzimi ile sitoplazmik enzim arasmdaki bir diger ben-
zerlik her iki enzimin de 2 degerli baz1 metaller tarafindan aktive edil-
mesidir. Bu calismada Mg+® ve Ca'*’ nin enzim aktivitesini vaklasik
iki kat arttirdig1 gozlenmistir. Bu durum karaciger sitoplazmik ALDH
s1 icin de gegerlidir (4,24). Bu sonuglar tetramer seklinde etki eden
enzimin bu metallerin etkisi ile dimer sekle gevrildigi gorisini kuv-
vetlendirmektedir (4,24). Benzer bir déniisme pH nin 7.0 den 9.0 & ¢1-
karilmasi ile de gozlenmistir (24). Bu metal iyonlarmin etkilerini na-
a1l bir konformasyon degisgikligi ile olugturdugu hentiz tam olarak an-
lasilamamistir. Buna karsilik, agir bir metal olan Hg+* nin enzimi in-
hibe edisi muhtemelen enzimin yvapisindaki —SH gruplari ile irrever-

sibl etkilesmesi sonucu meydana gelmis olabilir. Bilindigi gibi bu tir
agir metal katyonlar1 proteinleri denatiire edebilmektedir. Hgt* nin
etkisinin EDTA ilavesi ile ortadan kaldirlamamasi Hgt’ - enzim etki-
lesmesinin irreversibl karakterini yansitmaktadir. Buna karsilik
EDTA, Mg+® ve Ca ' ile kuvvetli kelatlar teskil edebildigi i¢in bu kat-
yonlar1 ortamdan uzaklastirmakta ve neticede metal etkisi ile dimerik
sekle déniismus olan enzim tekrar tetramer sekle cevrilmektedir. Bu
da tabii olarak enzim aktivitesinin tekrar eski duruma gelmesine se-
bep olmaktadir.

OZET

insan eritrosit aldehit dehidrogenazi kismen saflastirilarak ki-
netik ézellikleri incelendi. Enzimin kullanilan substratlarla Michaelis-
Menten kinetigine uygun davrandigl tespit edildi. 10 pM disulfiram
ile enzim aktivitesinde yaklagik % 50 inhibisyon meydana geldi. 1 mM
B-merkaptoetanol ilavesi ile bu intibisyon tamamen ortadan kalktig1
halde rediiklenmis glutatyonun etkisi olmadi. 1,5 mM Mg+? ve Cat?
un enzim aktivitesinde sirasiyla % 45,16 ve % 54,84 aktivitasyona yol
actig1 goriildi. 1,5 mM Hg ™ ise yaklagik % 90,32 inhibisyona sebep ol-
du. Metal iyonlarinin meydana getirdigi aktivasyon EDTA ilavesiyle
tamamen ortadan kalkti, Hg* nin yaptigl inhibisyon uzerinde ise
EDTA nin herhangibir etkisi tespit edilemedi.

Neticede bu kinetik dzellikleri ile eritrosit enziminin, sitoplazmik
karaciger enzimi ile biiylik benzerlikler gosterdigi muisahede edildi.
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SUMMARY

Partial purification of human eryhrocyte aldehyde dehydrogenase and investigation
of its kinetic properties

Human erythrocyte aldehyde dehyrogenase was partly purified
and its kinetic properties were investigated. Enzyme showed normal
Michaelis-Menten kinetics with used substrates. 10 #M disulfiram inhi-
bited ezyme activity by 50 %. When 1 mM B-mercaptoethanol was ad-
ded, this inhibition was remowed, but reduced glutathion did not cause
any effects. 1,5 mM Mg** and Ca' increased the enzyme activity
45,16 % and 54,84 % respectively. But, 1,5 mM Hg** caused about
90,32 % inhibition. These activations produced by metal ions were to-
tally remowed with EDTA, but EDTA caused no effects on Hg** inhi-
hition.

As a result, it was seen that the kinetic properties of erythrocyte
enzyme were very similar to the liver cytoplasmic enzyme.
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