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SORBITOL DEHIDROGENAZ

KOYUN KARACIGERINDEN KISMI SAFLASTIRILMASI VE
BAZI KINETIK OZELLIKLERININ INCELENMESI (x)

Dr. Yasar Nuri SAHIN (xx)
Dr. Ismail Hakki GOKHUN (xxx)

OZET

Koyun karaciger sorbitol dehidrogenazi Sephadex G-50 kolon kromatografisi
kullamlarak ham homogenata gére % 4,3 verimle 29 kat saflastirddi. Kismen saf-
lasnus enzimin sorbitol, NAD* ve fruktoz substratlarina ilgisi arastirddi ve bunlar
i;z"n Michaelis-Menten sabitleri sirast ile 6,9 mM, 0,59 mM ve 96 mM idi. 400
wM dan yukart konsantrasyonlarda fruktoz substrat inhibisyonuna yol acmaktaydi.
Hazirlanpn enzimin optimum pH st sorbitolin yiikseltgenmesi yoniinde 9,5 ve fruk-
tozun indirgenmesi yoniinde ise 7,2 idi.

GIRiS

-Sorbitol dehidrogenaz (SDH) E.C.1.1.1.14, glukozun fosforillenmeden
fruktoza doniistiigii sorbitol yolu (poliol-yolu) nun iki enziminden biridir. Diger -
enzim aldoz rediiktaz (AR), (E.C.1.1.1.21) dir. Yolun toplu reak51yonlar1 asagl-
daki gibidir:

Glukoz Aldoz - rediiktaz Sorblt 1 Sorbitol dehidrogenaz Fruktoz
NADPH + H+ NAD+ » .~ NADH + H+

Aldoz re:lukhzm glukoz i 191n Kwm i yliksektir. Bu bakimdan fizyolojik glukoz
konsantiasyonlarinda. sorbitol yolu uykudadir. Ken glukozunun yiikselmesi ile,
glukozun serbestge hiicre igine girdigi dokularda AR faaliyete gegerek glukozu
sorbitole déniistiiriir. Sorbitol, SDH ile fruktoza doniisiiv ve fruktoz tizerinden
fruktokinaz ve heksokinaz enzimleri katalizérliigiinde metabolize olur.

(x) Bu galisma 21-23 Ekim 1987 tarihinde izmir’de toplanan XIII. Ulusal Blyoklmya Kongre-
sinde sunulmustur.
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SDH, fruktokinaz ve heksokinaz enzimlerinin yetersiz oldugu dokularda
hiicre iginde sorbitol birikir.IHiicre digina gikamayan bu molekiil hiicre igi hiper-
tonisiteye yol agar. Deneysel ¢alismalar diabetik retinopati, néropati, nefropati
atheroskleroz ve kataraktin meydana gelmesinde primer faktoriin hiicre igi poliol
konsantrasyonunun yiikselmesi oldugunu ortaya koymustur (1-4).

Hiperglisemide, insiilinden bagimsiz olarak glukozun hiicre igine girdigi doku-
lar, sorbitol yolunun aktivitesine bagli olatak olusturduklart komplikasyonlarla
~adeta hipergliseminin yiikiinii cekmektedirler.

Diabetik komplikasyonlari azaltma ve drleme agisindan kan glukoz konsant-
rasyonu yaninda sorbitol yolu enzimlerinin de kontrol altinda tutulmasi geregi
vardir. Bu siiphesiz ki enzimlerin iyi taninmasi ile miimkiin olabilecektir.

Bu calismada, koyun karaciger sorbitol dehidrogenazi bazi ozelliklerini
incelemek amaci ile kismen saflastirilmistir. )

MATERYAL VE METOD

Materyal: Karaciger, Et Balik Kurumundan kesim amndan hemen sonra
alinarak serum fizyolojik-buz banyosunda laboratuvara getirilmistir. (NAD,
NADH, Sorbitol, fruktoz, merkoptoetanol, dithiothereitol (DTT) Merck’ten
(Bat1 Almanya) Sephadex G-50 Sigmadan (A.B.D.), moni-Trol Dade’den (A.B.D.)
ve diger kimyasal maddeler Merck’ten emin edildi. Deneylerde Waring blendor;
Sorwall SS-1 santrifiijii, LKB, Radi Rac Fraksiyon kollektor ve Beckman Double-
Beam model-25 spektrofotometresi kullanildi.

Metod: protein 6lgiimleri seyreltik ¢ozeltilerde Lowiy (8) ve saflastirma
kademelerinde modifiye Warurg (6) yontemleriyle Sorbitol dehidrogenaz etkin-
ligi ise Jeffery ve arkadaslarinin spektrofotometrik yontemiyle slgiildii (7). Etkinlik
Olgiim ortaminin bilesiminde, fruktozun reditklenmesi yoniinde 1 mM DTT li
20 mM fosfat tamponu (pH 7,4) ilinde 300 mM fruktoz 0,2 mM NADH ile SDH
ve sorbitoliin yiikseltgenmesi yoniinde 1 mM DTT 1i 50 mM Tris-HCL tamponu
(pH 8,6) iginde 8 mM sorbitol, 0,4 mM NAD+ ile SDH bulunmakia idi. Dene-
ye baslamadan 6nce reaktifler 25°C deki su banyosunda 20° tutuldu. Rezksiyonlar
enzim-koenzim karisimina substrat ilavesi ile baslatildi ve ilk hiz Beckman model
25 spektrofotometrede 340 nm de optik yogunluk olgiimiiyle hesaplandi.

~ Kismi Seflastirma: Mezhabada kesim sonrasi alinan taze karaciger SF-buz.
karisimi iginde laboratuvara getirildi (x). Zar, bag dokusu, sinirler ve safra kanal-
lar1 ayiklandiktan sonra kiigiik parcalar haline getirilen karaciger dokusundan
100 g kadari tartilarak agirliginin 8 kati hacminde + 4° C ye sogutulmus 0,02
M tosfat tamponu (pH 7,2) ile blendorda homniojenize edildi. Homogenat 3 katli

(x) Laboratuvardaki saflagtirma iglemleri 4 4°C ta yapilmustir.
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bir tiilden siiziildii ve siiziintii SS-1 tip sorval santrifiijde 6000 rpm de 10 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant ham homojenat olarak alindi. Ham homojenat
yavasca karstirilirken (NHy) SOy ilavesi ile ayni islemle 95 60 doygunluga
getirilip karistirmaksizin yarim saat dinlenmeye birakildi. 6000 rpm de 10 dakika
santrifijlendi ve ¢okelek 0,01 M fosfat tamponu (pH 8.0) ile siispanse edilip
alind1. Bu siispansiyonun 1/4 ii daha 6nce 0,01 M fosfat tamponu (pH 8,0) ile denge-
lenmis Sephadex G-50 kolununa (70 x 2,5 cm) verildi ve ayp1 tamponla 35 ml
/saat hizla elue edildi. Eliietlar 5 ml lik fraksiyonlar halinde toplandi. Enzim '
aktivitesi 135-180 ml lik fraksiyonlarda kolondan ¢ikti. Enzim aktivitesi 135-180
mller arasinda idi (Sekil 1). Aktivitenin en yiiksek oldugu 145-160 mc1 ml ler
(29-32 nci tiipler) birlestirilip kismi saf SDH preperat1 olarak alindi.
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Sekil-1 SDH'nin sorbitole ilgisi {Michaelis Menten ve Linewegver
Burk grafikleril. 25° C ta 0,05 M Tris-HCU temponu pH 8,6
ve 04 mM NAD" Ui denay ortam:

BULGULAR

Sephadex G-50 gel filtrasyon ile koyun karacigeri SDH’st ham homogenata
gore % 4,3 lik bir verimle 29,41 kat saflastirildl. Hazirlanan kismi saf enzim ¢ozel-

tisinin aktivitesi 148,5 mU/ml ve spesisik aktivitesi 1,59 mU/mg protein idi
(Tablo I). '

Tablo I: Koyun Karacigeri SDH simn- Kismi Saflastirilmast -

Spesifik = Toplam Verim Saflas-

SDH protein Aktivite ~ Aktivite | tirma

(mU/ml) (mg/ml) (mU/mg) (mU) (%) Orani

Ham Homogenat 73,35 1350 0,05 52078 100 —
1 nci (NH4),SO4 Fraksiyon 96,41 720 0,13 48205 93 2,47
2 nci (NH4),SC 4 Fraksiyonu 135,05 550 0,25 40515 78 4,55
Sephadex G-50 Filtrasyonu 148,5 93,5 1,59 2227 4,3 29,41
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Kismen saf SDH nin sorbitol, NAD+* ve fruktoz igin Ky, degerleri sitast ile
6,9 mM, 0,19 mM ve 96 mM olarak bulundu (Sekil 1,2,4)

400 mM dan bilyi’k fruktoz konsantrasyonunun inhibisyona yol agtigi go-
rilmektedir (Sekil 4).
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Sekil-2 : SDH'nin NAD" ye ilgisi (Michaelis Menten ve Lineweaver,
Burk qrafik! 25° C'ta 0,05 M Tris HCl tamponu pH 8,6

ve 8 mM Sorbitel' Ll deney orinm:

il

Sorbitoliin yiikseltgenmesi yoniinden optimum pH 9,5 ve ters reaksiyon igin
optimum pH 7,2 olarak bulundu (Sekil 3).
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$ekil-3 : pH nin SDH aktivitesi Uzerine etkisi. —@— Fruktozun
rediklenmesi yéninde —o— Sorbitolin oksitlanmesi yéniinde
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TARTISMA

SDH, hava oksidasyonuna ve sicakliklar gok duyarl olup’ zamanla ¢ok hizh
aktivite kaybeden bir proteindir (7,8). Bu bakimdan saflastirma islemleri sirasinda
protein, 1 mM DTT li ortamlarda ve -~ 4°C nin altinda tutuldu.

Sephadex G-50 filtrasyonundan elde edilen ve ham homogenate gére 29 kat
daha saf enzim ¢ozeltisinin substratlara ilgisi, gesitli tiir ve dokulardan farkli me-
todlarla ileri derecede saflastirilmis SDH degerlerine uygundu (9,15).
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Sekil-4 SDH'nin Fruktoza itgisi {Michcelis Menten ve Lineweaver
Burk grafikleri). 25” C ta 0.02 M fosfat tamponu 7,4 ve
0,2 mM NADH li deney oitami.

Tesbit _ettigimiz yiiksek konsantrasyondaki fruktoz inhibisyonundan insan
lens SDH s1 ile calisan Jedziniak (16) ve sigan karaciger SDH st ile ¢alisan Leissing
(11) bahsetmektedirler. Leissing 250 mM dan yukart fruktoz konsantrasyonunun
inhibisyon yaptigini belirtirken Jedziniak konsantrasyon vermemistir. At karaciger
SDH s1 ile gilisan Bailey (17) ise 800 mM konsantrasyona kadar fruktozun inhi-
bisyon yapmadigmi bildirmektedir. Christiensense SDH nin “Rapid Equilibrium
Random” mekanizmast ile calismakta oldugunu ve iiriin inhibisyonuna ugradigini
belirtmektedir (18). Bu mekanizma ile ¢alisan enzimlerde, substiatlarin baglama
yerlerinin farkli olmast ve baglanma Oncelifinin Snemli olmayist nedeni ile sub-
strat inhibisyonu genellikle tarif edilmemektedir.

Alkol dehidrogenaz yapilan ¢alismalarda gerek Wratten ve Cleland gerekse
Wong ve Hanes hizi sinirlayan kademelerin enzim-koenzim komplekslerinin ay-
rismast oldugunu bildirmektediiler. Hanes ve arkadaslari etanol veya NADH
nin asirisinda E’-NADH-Alc kompleksinin olustugunu ve eazimde bir konfor-
on degisikliginin goriildiiglinii .rapor etmislerdir (19). Jornvall ve arkadaslarinin
son yillardaki g¢alismalarinda SDH nin aktif merkez ve koenzim baglama bol-
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gelerindeki amino asit kompozisyonunun memeli ve maya alkol dehidrogenazla-
rina gok benzedigi tesbit edilmlstir (20,25,22). Diger taraftan Adams ve arkadas-
larr LDH ile yaptiklar1 X-ray ve kinetik ¢galismalar sonucu NAD nin nikotinamid
karbonil grubu ile Lys-250 iizerinden enzime baglandiktan sonra E-koenzim komp-
leksinin orientasyonu substratin baglanip nikotinamide yakastigini, bu konformas- -
yonal degisme olmadan hidriir iyonnnun aktarimmin miimkiin olamlyacagml
belirtmislerdir (19). : ’

Bu bilgilerle uzun zincirli alkol dehidrogenazlarm bir tiyesi olan SDH nin,
Hanes ve arkadaglarinip verdigi modele benzer sekilde asir1 fruktoz konsantras-
yonunda, konsormasyon degisikligine ugramus SDH min SDH-NAD— -Fruktoz
kompleksini olusturmasindan ve dolayist ile substiat inhibisyonundan bahsetmek
miimkiin olmaktadir.

SORBITOL DEHYDROGENASE

PARTIAL PURIFICATION AND INVESTAGATION SOME KINETIC |
PROPERTIES FROM SHEEP LIVER

SUMMARY

Sorbitol dehydrogenase has been parially purified using Sephadex G-50
column chromatography from sheep liver. Purification was 29-fold with a 4.3%
yield of crude homogenate. ‘Michaelis-Menten constants of the enzyme pre-
paration have been determined for sorbitol, NAD+ and fructose as 6.9 mM,
0.19 mM, nd 96 mM, respectively. Fructose, at higher than 4000 mM concent-
rations, exhibited a substrate inhibition. The optimum pH for sorbitol ox1dat10n
was 9.5 and fructose reduction was 7.2.°
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