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Bu ¢aligmanmin amaci, insan serum ve saf domuz bobrek prolidazinin
optimal deney kosullannin ve kinetik 6zelliklerinin saptanmasidir. Serum
kaynag olarak 30 saghkh bireyin kanlanndan olugturulan serum havuzu
kullamldi. Aynca enzim aktivitesi iizerine bazi metal iyon ( Mn*2, Fe*2,
Zn*2, Hg*2, Mg,*2 Cu*2 ve Sr*2 ) ve maddelerin ( EDTA, IAA, p-CMBA
ve glutatyon ) etkileri aragtinilda.

Her iki enzimde de optimal aktivite, final konsantrasyonu 2.Smmol/l

Mn*2 ve 40 mmol/l tampon ( pH: 8 ) kullanilarak 2 saat 37 °C'da
preinkiibe edilerek elde edildi. Mn*2 nin serum prolidazinin aktivitesimi
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23 kez, domuz bébrek prolidazimn aktivitesimi 9.5 kez artirdifn tespit
edildi.

Serum prolidaz i¢in optimum substrat (glisil-prolin) final konsantrasyonu
30 mmol/l olarak bulunurken, domuz bébrek prolidazi igcin 40 mmol/
olarak saptandi. Insan serum ve domuz bébrek prolidazimin bulunan Km
degerlen, glisil-prolin igin sirasiyla 13mmol/l ve 11mmol/l, alanil-prolin
icin 14mmol/l ve 12mmol/l olarak tespit edildi. Mn*2 digindaki metal
iyonlanimn serum prolidazim aktive etmedigi, domuz bébrek prolidazim
ise diigiik oranlarda aktive ettigi belirlendi. Bu sonuglardan enzimin en iyi
aktivator katyonunun Mn*2 oldugu bir kez daha anlagildi. EDTA, 1AA ve
p-CMBA'in hem serum hem de domuz bébrek prolidazimin aktivitesini
inhibe ettikleri, bu inhibisyonun da premnkiibasyon asamasinda
inkiibasyon agamasina nazaran daha fazla oldugu belirlend:.

Sonug olarak;enzimin kolay ve dogru olglimii ile optimal deney
kosullanmin ve o6zelliklerinin bilinmesinin bu konuda yapilacak daha

ileri galigmalara 151k tutaca kamsindayiz.

Anahtar kelimeler : Serum prolidaz, domuz bébrek prolidaz, kinetik
Ozellikler, inhibisyon
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ABSTRACT

M.S. Thesis
THE PROPERTIES OF HUMAN SERUM AND
PORCINE KIDNEY PROLIDASE

Emine Sibel NAMIDURU
Gaziantep University Graduate School of Health Sciences

Department of Biochemustry

Supervisor : Assoc.Prof. Yiksel OZDEMIR
January 1999 - 74 Pages

The aim of this study is to evaluate the optimal conditions of the assav
and kinetic properties of human serum and purified porcine kidney
prolidase. The human serum prolidase activity was obtained by using sera
pool from 30 healthy subjects. The effects of some metal ions ( Mn*2,
Fet2, Zn*2, Hg*2, Mg*2,Cu*2, Sr*2 ) and substances ( EDTA, 1AA.
p-CMBA and glutathione) were also investigated.

Optimum conditions of serum and porcine kidney prolidase assay were
found as follows ; preincubation at 37 °C, for 2 hours with final Mn*2
concentration 2.5 mmole/l and buffer concentration 40 mmole/l (pH : 8).
With Mn*2 ion the serum and porcine kidney prolidase activities were
increased 23 and 9.5 times respectively. The final substrat concentration

(gly-pro) of serum prolidase was 30 mmole/l and it was 40 mmole/] for
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porcine kidney prolidase. The Km values of serum and porcine kidney
prolidase were found as 13 mmole/l, 11 mmole/l for gly-pro and 14
mmole/l, 12 mmole/]l for ala-pro substrates respectively. There is no
activator effects of used metal ions except Mn*2 on human serum enzyme
activity. However these metals indicate partial activator effect on porcine
kidney prolidase. It is shown that Mn*2ion is the most activator agent for
prolidase. EDTA, IAA; and p-CMBA have been inhibited both human
serum and porcine kidney prolidase but this effect was more effectively in

preincubation compare to incubation.
As a result of this study we thought that known of optimal working
conditions and specifications of enzyme with an easy and true assay

would be valuable for further investigations.

Key words : Serum prolidase, porcine kidney prolidase, kinetic properties,
inhibition.
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BOLOM 1
GIRis

Prolidaz (EC 3.4.13.9) C-terminalinde prolin veya hidroksiprolin igeren
dipeptidlerin hidrolizini katalizleyen bir iminodipeptidazdir. Bu hidroliz
reaksiyonu, ozellikle kollajen gibi yiiksek miktarda (% 25) imino asit
igeren proteinlerin hiicre i¢i yikiminda dnemli bir basamaktir (Dolenga ve
Hechtman 1992). Hidroliz sonucu olusan prolin yeniden dongiiye girerek
yeni protein sentezlerinde kullamhirken, hidroksiprolin idrarla atlmaktadar
( Milligan ve Brown 1989, Endo ve Tanoue 1990).

Prolidaz, insan dokulannda yaygin dafilhm gostermektedir. Enzimin
aktivitesi bagl olarak bobrek, intestinal mukoza, eritrositlerde yiiksek,
karaciger ve plazmada dugiiktir. Plazmadaki enzim aktivitesi,
eritrositdeki enzim aktivitesinin yaklastk % 6'st kadardir. Insan
serumunda sadece prolidaz I izoenzimi mevcut iken, dokularda
(karaciger, bobrek, duodenum, ileum, jejunum, pankreas, dalak, kalp,
beyin, cilt fibroblastlan ve prostat) ve eritrositlerde prolidaz I ve II
izoenzimlerinin her ikisi de bulunmaktadir. Buna plazmadaki albiiminin
inhibit6r etkisinin neden oldufu 6ne strilmektedir, bu da plazmadaki
prolidaz deneylerinde sorunlara neden olmaktadir (Cosson ve Myara
1992).

Bu ¢ahgmada oncelikle serum prolidaz aktivitesini saptamak igin,
eritrosit prolidaz aktivitesini Slgmede kullamlan yontem modifiye edildi
(Erbagar ve Ozdemir 1996). Bunun yam sira daha &nce yapilan serum



prolidaz galigmalannda kullamilan uzun preinkiibasyon zamam (24 saat)
diger parametreler defigtirilerek kisaltldi (Myara ve Myara 1984,
Alparslan ve ark. 1993). Ikinci agama olarak da ; insan serum prolidazi
ile saf enzim kaynad olarak elimizde bulunan domuz bsbrek prolidazimn
aym reaksiyon gartlanna, inhibitsr ve aktivator maddelere karp
davramglan incelenip, sonuglan kargilagtnidi.

T.C. YOKSEKOCRETIV KURULD
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BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1. Prolidaz

2.1.1.Tanim

Prolidaz (EC 3.4.13.9. Imido dipeptidaz, Prolin dipeptidaz,
Peptidaz D) hidrolazlar simifinda bulunan bir enzimdir ( Milligan ve
Brown 1989, Endo ve Tanoue 1990, Dolenga ve Hechtman 1992).
Hidrolazlar gegitli baglann hidrolizini katalize eder. C-O, C-N, C-C ve
fosforik anhidrit bagim da igeren difer bazm baglann hidrolitik
par¢alanmasim  Katalize eden. enzimler hidrolazlardir. Sistematik
isimlendirmede daima hidrolaz kullamlmaktadir. Pratikte ise substratin
Online " az " eki getirilerek kullamlmaktadir (Yiregir 1988, Goziikara
1994).

1937 yilhinda Bergmann ve Fruton glisil-L-prolin' in &nceden bilinen
peptidazlardan farkh, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz
edildigini saptammglardir. O tarihden itibaren prolidaz adi verilen bu
enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varh gésterilmigtir (Davis ve Smith
1957, Boright ve Scriver 1989). Enzim yaklapk 60 yil onceden
bilinmesine ragmen, énemi 25 yil 6nce enzim eksiklifi ¢ahgmalan
yapildifinda anlagilmigtir (Alparslan ve ark. 1993).



2.1.2. Yapmsi

Prolidaz, mikroorganizmalarda ve birgok memeli dokusunda yaygin
dagilim gdsteren bir enzimdir. Dogal enzim sitoplazmik, homodimerik bir
metalloenzimdir. Mn** ye ek olarak enzimin maksimum aktivitesi i¢in
aktif merkezinde arginin ve anyonik amino asit artiklannin  bulunmasi
gerekir. Mn*? ile prolidaz aktivitesi 5-10 kat artmaktadir (Phang et al.
1995 ). Bilinen biitlin proteazlar monomer yapida olmasina ramen titm
prolidazlar dimer yap1 gésterir ve ancak bu gekilde katalitik aktiviteye
sahiptirler (Mock ve Zhuang 1991).

Prolidaz glikoprotein yapisinda olup % 0,5 ( agirhik olarak ) karbonhidrat
igermektedir. Prolidazin saptanan sekonder yapisinda a-heliks (% 33),
B-tabakali (% 41) ve 30 potansiyel beta baflanti bolgelerine egit bir
sekilde dagilmg hidrofobik ve hidrofilik alanlar bulunmaktadir. Enzimin
primer siras1 bilinen proteinlere benzemez, fakat bazi siralan (% 29'dan
fazlas1) F,-ATP azin a ve B sublnitelerinin sirasina benzerlik
gostermektedir (Endo ve Tanoue 1988, Phang et al. 1995).

Reaktiflerle yapilan galigmalar sonucu aktif merkezde tiyol grubu oldugu
saptanmig ve bu grubun bloke olmasimn aktiviteyi digirdiiga tespit
edilmigtir. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu
dogrulamaktadir. Dogal enzim igin optimum pH: 7.6-7.8'dir ve izoelektrik
nokta pH:4.4-4.5 olarak saptanmmg olup, bu defer yapidaki asidik amino
asitlerin varhgim belirtmektedir (Phang et al 1995).



1991 wilinda Mock ve arkadaglanmin yaptifn ¢alismada prolidazin
metalloproteaz ailesinin difer tyeleri ile aym tire ait oldufu ve aktif
bolgesinde argininin yam sira glutamat arttklanm da igerdigi bulunmugtur.
Enzimde her monomer i¢in iki aktif bdlgenin oldugu saptannmg ve enzimin
durumuna bagh olarak bu iki aktif bolgenin substrat spesifikli§i ve Mn*2 ile
preinkiibasyon ortamindaki aktivasyonu bakimindan da farkhlik gosterdigi
ortaya konmustur (Bai ve Hu 1992).

2.1.3. Islevi

Prolidaz C-terminalinde amino asiti prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hicre iginde hidroliz eder. Prolin yeniden déngiiye girer ve yeni
protein sentezlerinde kullamlirken, hidroksiprolin idrarla atilmaktadir
( Milligan ve Brown 1989, Endo ve Tanoue 1990, Radzicka et al 1991).

Kollajen dokudaki imino asitlerin buytk bir kismim, yaklagik % 25'ini
prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan, prolidaz kollajen yikiminda
Snembi rol oynamaktadir (Myara ve Myara 1984).

Kollajendeki prolinin % 90-95 'i bu yolla saglamr (Scriver 1978). Prolidazin
gérevi hiicre igi protein yikiminin son basama@inda, ozellikle yiiksek
miktarda prolin igeren prokollajenin yikiminin Gnemli agamasindadir
(Cosson ve Myara 1992, Myara et al 1994). Enzim i¢in substrat kayna
kollajen olup, iminodipeptidler kollajenin yikiminin son basamaginda ortaya
cikmaktadir (Berardesca ve Fidell 1992).



eri sentez

X-Pro-COOH
/| X-Hyp {m;i,nu

ROLLAJEN |——p/minodipeptidler

1 droksi idrarla
; atibr
NH-Pro-X »” PROLINAZ

NH-Hyp-X

Hleri sentez

Sekil 2.1. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara
1984)

Sonug olarak prolidaz ; beslenme ile alinan proteinlerden ve viicutdaki depo
kollajeninden imino asitlerin geri kazamlmasinda 6nemli rol oynar (Phang et
al 1995). C-terminalinde prolin veya hidroksiprolinin imino azotunu igeren
peptid baf bulunduran bilegiklerin hizh hidrolizini katalizledigi bilinen tek
enzim oldugu i¢cin spesifitesi yitksektir (Davis ve Smith 1957).

2.2. Kollajen Yapisi ve Biyosentezi

Kollajen terimi 1800 yillannda Yunanca yapigkan kelimesinden ttretilmigtir.
Viicut proteinlerinin % 30, total viicut agirhgimn ise % 6 kadanm olugturan
kollajen insan viicudunda en yaygin olarak bulunan bag dokusu proteinidir.
Aynica karaciger dokusunun % 12-24, klardagin % 50 , kemik korteksinin
% 23, komneamin % 68 ve derinin % 72' si kadanm kollajen olugturur.



Kollajen adi birbirleriyle yalkan iligkili, sert ve ¢6ziinmez bir protein
ailesinden gelmektedirr Bu molekiller biitiin vicutta yaygin olarak
bulunduklan halde tipleri ve organizasyonlan kollajenin belli bir organda
tstlendii role baghdir. Baz dokularda, kollajen ekstraselliiler matrikste
veya goz sivisinda oldugu gibi yapiyn  giglendirecek gekilde jel gibi
yayilmigtir (Onat ve Emerk 1997).

Kollajenin amino asit dizisi : Kollajenin primer yapisi polipeptid zincirindeki

her ¢ pozisyondan binisinde en kiigilk amino asit gisinin bulunmas
acisindan defigiktir. Glisin heliks yapidaki kollajenin Gi¢ zincininin bir araya
geldigi kisith alana sifabilmektedir. Glisin kahntilan Gly-X-Y olarak
tekrarlayan X' in genellikle prolin oldugu ve Y'nin siklikla hidroksiprolin ve
hidroksilizin oldugu diizenin pargasidir. Bu yiizden molekiilin biryitk bir
kismm dizesi (Gly -X -Y ) 333 olarak gosterilebilen bir politripeptid gibi
kabul edilebilmektedir (Champe et al 1994).

Prolin ve hidroksiprolin, prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen
atomunun girmesi ile olugmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle
adlandinlir. L-prolin amino asitlerin hiicre digt havuzunun temel bilegenidir,
bunu sadece glutamin ve alanin amino asitleri takip etmektedir.
Hidroksiprolin 6ncelikle viicut sivilanndaki oligopeptidierde bulunmaktadar.
Insanlarda hidroksiprolinin yapis1 4-hidroksi-L-prolin'dir. Temel kayna@
ise diyet proteinlerinin yikimm ve kollajendir. 3-hidroksi-L-prolin viicut
sivilaninda daha az bulunur. Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin
peptide bagh prolinin hidroksillenmesi ile olugmaktadir (Phang et al 1995).
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L-Prolin 4-Hidroksi-L-prolin 3-Hidroksi-L-prolin D-Prolin
Sekil 2.2.Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin 1zomerleri

Prolin aynca krebs ve iire dongiileriyle metabolik olarak baglantihidir.
A -prolin -5-karboksilik asit prolin metabolizmasinda 1ki déngiiyii birbirine
baglayan bir pozisyondadir. Prolinin karbon zincirinden krebs dongiistine
gecisi, tim dokularda bilinen  klasik yoldan 2-okso-glutank asit

metabolizmasi ile olur (Scriver 1978).

PROLIN

A'-Prolin-S-karboksi]ik asit
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<1
Gama-amino

ORNITIN
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DONGUSU

butirik asit

Ure

Sekil 2.3. Prolinin metabolik yollarla baglantis1 (Scriver 1978)



2.2.1. Kollajen biyosentezi

Kollajenin fibriller proteinin fibroblast hiicrelerindeki sentezinden baglayarak
olgun fibrillerin ortaya ¢ikmasina kadar gegirdigi biitiin evreleni gekil 2.4.
'deki gibi sematize etmek miimkindiir.

mRNA Hilcreler aram

(DNA) Ribozom | salglanma
@D Ribos ) PROKOLLAJEN
Hidroksile PROKOLLAJEN
Glikozle - PEPTIDAZ
Fibroblast veya Kondroblast mOPX(OILAJEN
Hilcresi
' 4
BN

OLGUN (_ FiBRn,uzp(__ KOLLAJEN

KOLLAJEN® ARASI
FIBRILLERI = CAPRAZ
BAGLANMALAR

Sekil 2.4. Kollajenin biyosentezi (Goziikara 1994)

Prokollajen polipeptid zinciri dnce fibroblast hiicrelerinde sentezlenir. Hemen
sonra zincirde yer alan baz prolin ve lizin amino asitleri hidroksile edilir.
Daha sonra ise bazi hidroksile lizinler glikozile edilmektedir. Hidroksilasyon
ve glikozilasyon iglemleri tamamlanan polipeptid zincirleri prokollajen
halinde hticreler aras: alana salgilanmaktadir. Hiicreler aras: alana salgilanan
prokollajen zincirlerinin N terminalindeki fazla peptid kisimlan peptidaz
enzimi ile kopanlarak tropokollajen haline donustirilmektedir.
Tropokollajenler kendi kendine organize olarak kollajen fibrillerini olugturur.
Bundan sonraki evrede ise fibriller aras1 ¢apraz baglanmalarla yap
saglamlaghnlip olgun kollajen fibrilleri meydana gelmektedir (Gozikara
1994).



2.3. Insan Prolidazmmm Gen Lokaslizasyonu ve Primer yapisi

Prolidaz geni, insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda lokalize olup
(19p 13.2 bolgesi), semboli PEPD 'dir. Enzimin komplementer DNA
klonlan insan karacieri ve plasental cDNA bankalarindan izole edilmigtir
(Endo ve Tanoue 1989, 1991). Insan ¢cDNA ' 1482 baz ¢iftinin
okunmasiyla olugur, bu da 493 amino aside kargiik gelmektedir
(Mr:54,305) (Tanoue ve Endo 1989, 1990).

Prolidaz geninin yapisal orgamizasyonu da bilinmektedir. Genomik sira
olduk¢a genigtir ,en az 130 kb ve 15 ekson igermektedir. Kodlama sirasi
genomik siramn % 2'sinden olugur, ve eksonlann uzunlufu 45 bp' den
528 bp'ye kadar uzanmaktadir. Exon intron baglanmalanndaki tiim
konformasyonlar GT/ AG kuralina uymaktadir (Phang et al 1995, Tanoue
et al 1990).
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Sekil 2.5 Prolidaz genini igeren kromozom 19 (Endo ve Tanoue 1989)
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=16 CCGGTGCCGGGCGAAC -1

+1 ATGGCGGCGGCCACCGCACCCTCGTTTTGGCTGGGGAATGAAACCCTCRAGGTGCCGC1GGCGCTCTTTGCCTTCAACCGCCAGiGCETG 90
4+ MetAtaAleAlaThrGlyProSerPheTrpleuGl gl;iluThrLcuLynValProLeuAlnLeuPheAlaLeuAanAtgcln releu 30
K20 K23
TGTGACCGGCTGCGGAAGAACCCTGCTCTGCAGGCCGGCTCCATCCTGGTCCTGCAGGGCGGGGAGGAGACTCAGCGCTACTGC;CCgAC 1:3
CysGluArchuArxLynAanProAlaValGlnAlaGIyScrlleVelValLeuGlnclyGlyGluGluThrGlnAraTerys hrAsp

0
ACCGGCGTCCTCTTCCTCCAGGAGTCCTTCTTTCACTGGGCGTTCGGTCTCACTCAGCCAGCCTGCTATGGTGTCATCGATGTTCACACT 230

ThrGlyValLeuPheLeuGlnGluSerPhePhe"llTrpAlAPheGlyValThrGluProGlyCyuTyrGlyanlleAspValAspThr

GGGAAGTCGACCCTGTTIGTGCCCAGGCTTCCTGCCAGCCATGCCACCTGGATGGGAAAGATCCATTCCAAGGAGCACTTCAAGGAGAAG ?gg
GIyLysSerThrLeuPheValProArxLenProAlaSerHlaAlaThrTrpNe!GlyLyllleHllSerLysGluNltPheLyoGluLyl

K15 o
TATGCCGTGCACGACGTCCAGTACGTAGATCAGATTGCCACCGTCCTGACGTCACACAAGCCCTCTGTCCTCCTCACTTTGCGTGGCGTC ;50

TyrAlaValAnpAapValclnTeralAspclulleAlaSerValLeuThrSerGlnLysProSerValLeuLcuThrLeuAr;Gerul

AACACGGACACCGGCAGTGTCTGCAGGGAGGCCTCCTTTGACGGCATCAGCAAGTTCGAAGTCAACAATACCATTCTTCACCCAGAGATC 540
AnThrABpSerGlySerVaiCysArgGluAleSerPheAspGlylieSerLyslPheGluvalffsqaanThrileLeulilaProGlulle 180

GTTGAGAGCCCAGTGTTTAAGACGGATATGGAGCTGGAGGTTCTGCGCTATACCAATAAAATCTCCAGCGAGGCCCACCGTGAGGTAATG €30
YaliGluSerArgValPhelysThrAspNetGluleuGluYalLeuArgTyrThrAsnLyslleSerSerGluAlaHisArgGluvalMel 210

AAGGCTGTAAAAGTGGGAATGAAAGAATATGGGTTGGAAAGCCTCTTCGAGCACTACTGCTACTCCCGGGGCGGCATGCGCCACAGCTCC 720
LysAlavallysYa)GlyNetLysGluTyrGlyLeuG'uSerLeuPheGluHisTyrCysTyrSerArgGlyGlyMetArgHiaSerSer 240
K28 (Glu) o

TACACCTGCATCTGCGGCAGTCGTGAGAACTCAGCCGTGCTACACTACGGACACGCCGGAGCTCCCAACGACCGAACGATCCAGAATGGG 810
TyrThrCyslleCysGlySerGlyGluAsnSerAlavalleuHisTyrGClyHisAlaGlyAloProAsnAspArgThrlileGlnAsnGly 270

GATATGTGCCTGTTCGACATGGGCGGTGAGTATTACTCTGTCGCTTCCGACATCACCTGCTCCTTTCCCCGCAACGGCAAGTTCACTGCA $00
AspMetCysLeuPheAspNetGlyG)yGluTyrTyrSerValAlaSerAsplleThrCysSerPheProArgAsnGlyLysPheThrala 300

.

GACCAGAAGGCCGTCTATGAGGCAGTGCTGCTGAGCTCCCGTGCCGTCATGGGTGCCATGAAGCCAGGTGACTGGTGGCCTGACATGCAC 990
AspGlinLyeAlaValTyrGluAlaValleuLeuSerSerArgAlavelNelGlyAlaNetlLysProGlyAspTrpTrpProAspNeilis 330

CGCCTGGLTGACCGCATCCACCTGGAGGAGCTGGCCCACATGGGCATCCTGAGCGGCAGCGTGGACGCCATGGTCCAGGCTCACCTGGGG 1080
ArgleuAlaAspArglletiisleuGluGluleuAlallasNetGlyileleuSerGlySerValAspAlaNetValGlinAlallialeuGly 360

GCCGTGTTTATGCCTCACGGGCTTCGCCACTTCCTCGGCATTQAQGTGCACGACCTGGGACGCTACCCAGAGGGCGTGGAGCGCATCGAC 1170
AlnValPheNelProMlsClyLeuGlyHlaPheLeuClyllcAspValHluAapVaIClyGlyTerroGluGlyValGluAr;lleAlp 3aso

GAGCCCGGCCTCCGCAGCCTGCGCACTGCACCGCACCTCCAGCCAGCCATGGTGCTCACCCTGGAGCCGGGCATCTACTTCATCGACCAC 1260
GluProGIchuArzSerLeuArsThrAlaAr;HlnLcuGlnProGlyN:lValLeuThrValGluProGlylleTerhelleAIPHIl 420

CTCCTGGATGAGGCCCTGGCGGACCCGGCCCGCGCCTCCTTCCTTAACCGCGAGGTCCTGCAGCGCTTTCGCGCTTTTGGCGGGGTCCGE 1350
LeuLcuAspGluAlnLeuAIaAapFroAlaAr;AlaSerPhtLeuAunArxGlﬂValLcuGlnArsPheAr;GlyPheGlyGlyValAr‘ 450

ATCQACCAUGACGTCGTGCTCATCGACAGCGGCATAGACCTGCTcACCTGCGTGCCCCGCACTGTGGAACAGATTGAAGCA1CCATGGCA 1440
llebluGluAuququlVallleAupSerGlyllecluLcuLtuThrCysanProAraThrVaIGluclulchluAllenNelAl- 480

GCC{CTGACAACGCCTTTACCCCCTTCTCTGGCCCCAAGTACAGCCAGCCACAAATCCCAGCGCACCTGGCCGCCTGGCCTTGCAACCTC 1530
GlyCysAspLysAlaPheThrProPheSerGlyProl.ysess

K8 493
TITTCGTCATGGGCAGCCTGCTGGTCAGCACTCCAGTAGCGAGAGACGGCACCCAGAATCAGATCCCAGCTTCGGCATTTGATCAGACCA 1520

AACAGTGCTGTTTCCCGGCCACGAAACACTTTTTTAATTACCCTTTTGCAGGCACCACCTTTAATCTGTTTTATACCTTCCTTATTAAAT 1710

Selal 2.6. Prolidaz ¢cDNA'min amino asit ve nilkleotid dizisi (Endo ve
Tanoue 1989).
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Prolidazin nitkleotid siras1 da aragtrmacilar tarafindan saptanmugtr.
Saptanan siraya gore enzim amino asit olarak X - Ala -Ala - Ala siras: ile
baglamaktadir (Endo ve Tanoue 1989). Gen lokalizasyonu ve amino asit
sirasinin tamaminin saptanmas: yapi-fonksiyon iligkisinin anlagilmast ve
metabolik olarak 6nemli olan bu enzimin eksikliginin sebeb oldugu kalitsal
hastaliin temelinin anlagilmas1 bakimindan dnem tagimaktadir. Prolidaz
geni (PEPD) polimorfik allelleni igerir, bu aktiviteyi etkilemez ve nadir
alleller prolidaz eksikligine sebep olmaktadir (Phang et al 1995).

2.4. Prolidaz Izoenzimleri

Insan prolidaz 2 izoenzimden olugur ; prolidaz I ve II. Bunlar substrat
spesifitesi ve baz1 biyokimyasal 6zellikler yéniinden birbirinden farklihk
gostermektedir (Sugahara ve Ohno 1993).

Prolidazin bu iki izoenzimi ilk olarak 1985 yilinda Butterworth ve
Driestman tarafindan iyon degigimi kromotografisi ile izole edilmigtir, daha
sonra Myara ve arkadaglan 1987 ve 1989 yillaninda , Ohhashi ve arkadaglan
ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmey: bagarmuglardir (Myara et al 1994).

Prolidaz 1 tim insan dokulaninda bulunmaktadir. Yapilan galigmalarda,
prolidaz I 'in titm iminodipeptidlerle reaksiyona girmesine ragmen gly - pro
dipeptidini tercih ettifi bulunmugtur. Cosson ve arkadaglant 1992 yilinda
prolidaz II ‘nin gly - pro dipeptidine kargs dugiik bir aktivite gosterdifimi ve
bu izoenzimin plazmada bulunmadifim kaydederek, preinktibasyonun
uzamasi ile aktivitenin énemli 8lgiide digtiiging gdstermiglerdir (Cosson ve
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Myara 1992 ). Prolidaz Il 'nin en yitksek aktiviteyi gly - pro yerine met -
pro 'ya karg1 gosterdigi saptanmigtir (Sugahara ve Ohno 1993).

Izoenzimlerin molekil afrhiklanmn saptanmas: igin yapilan ¢aligmalarda
prolidaz I'in molekiil afirhgimn 112 kDa oldugu ve birbirini tamamlayan
esit molekiil afirhfinda 2 subtiniteden olugtugu (56 kDa ) bulunmustur
(Ohhashi ve Ohno 1990, Sugahara ve Ohno 1993). Prolidaz II 'nin ise
molektl afirh@mn 185 kDa olduu ve birbinne e iki subiiniteden
(95 kDa) olustugu gézlenmigtir (Ohhashi ve Ohno 1990):

Prolidaz I i¢in optimum sartlann ImM MnCl, konsantrasyonu 24 saat
37°C'da  preinkitbasyon oldugu  bildinlmigtir. = Ayrica  Mn+2
konsantrasyonunun yikseltilerek zamamin azaltilabilecegn (25 mM MnCl,
45 dakika ) ,ya da yitksek preinkiibasyon 1s1s1 ,ditgiik MnCl, konsantrasyonu
ve diisiik preinkiibasyon zamam kullamlabilecegi kaydedilmigtir (Myara et
al 1999).

1991 yihinda Cosson ve arkadaglan yaptiklan galigmalarda ; prolidaz I ve

prolidaz II 'yi kromotografik olarak ayirdiktan sonra bu izoenzimlerin farkh
doku dagilimlan gosterdigini bulmuglardir (Cosson ve Myara 1992).
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Tablo 2.1. Insan prolidaz I ve II izoenzimlerinin doku dagihmlan (% )
(Cosson ve Myara 1992)

Prolidaz 1 Prolidaz 11
Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
fleum 53 47
Jejunum 46 54
- Duodenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 48
Beyin 36 64
Beyincik 4 56
Kalp 37 63
Iskelet Kas1 34 66
Entrositler 51 49

Yine bu aragtirmacilar karacifer kaynakli prolidaz II 'min karacigerde
inhibe edildigini saptammsglardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin
sebeb oldugu kaydedilmigir. Haptoglobin, a,- makroglobulin ve
a;-antitripsinin  prolidaz I'min aktivitesinde etkili olmadi, fakat saf
albuminin 6 saatlik inkiibasyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdin
goriilmugtir.  Albuminin bu inhibitér etkisine dayanarak insan plazmasinda
prolidaz II 'nin aktivitesinin olmadagl agiklanmmgtir (Cosson ve Myara
1992). Saf insan bébrek prolidaz I 'in agaroz jel elektroforezindeki
goruldogn bolgenin  oy_globulin  bolgesi oldufu bulunmus, titrasyon
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. egrisinden de isoelektrik noktanin 4,65 oldufu saptanmmgtir. Bu nokta insan
ve hayvan dokulanndaki difer prolidazlar igin de gegerli olmaktadir. Doku
homojenatlanimin agaroz elektroforezinde a;ve a, globulin bolgesinde iki
ayn band g6zlenmigtir. a, globulin bslgesindeki bandin prolidaz I ile ilgili
oldugu substrat olarak phe-pro kullanilarak gosterilmigtir. Bu a, bandi
plazmada saptanamamgtir, bu da viicut sivilarinda prolidaz II aktivitesinin
olmadigim bir kez daha dogrulamgtir. Cegitli insan dokulanindan alinan
prolidaz I izoenziminin tavgan immiinglobilinleri ile ¢apraz reaksiyon
, verdigi gorillmigtir. Aym immiinglobulinler prolidaz II ile reaksiyon
vermemigtir. Buna gore hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalann
dokulart ve plazmalanndan prolidaz I aragtnlmasinda bir spesifik
immiinassay yontem geligtirilebililecegi dugiintilmigtir (Myara et al 1994).

2.5. Prolidaz Inhibitrleri

1957 yilinda yapilan bir ¢alismada domuz bsbrek prolidaz tizerinde gesithi
inhibitérler denenmigtir. Bu ¢aligmacilar enzimin aktivasyonu i¢in gerekli
olan Mn*2 iyonu yerine bagka metal iyonlanmn ilavesi ile inhibisyon
gozlemiglerdir. Fe*2, Co*2, Ni*2, Cu*2, Zn*2, Cd+2, Ag*l, Hg*2, Pb*2 ve Pt*4
iyonlarimn prolidazi inhibe ettifini bulmuglardir. Ortalama 0,001-0,0004M
araifindaki  konsantrasyonlarda glutatyon kullamldifinda optimal
stabilizasyon ve aktivite saglandifn, ancak glutatyonun yiiksek
konsantrasyonunun inhibisyona sebeb oldugu bulunmugtur. Aym
araghrmacilar iyodoasetamid ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi inhibe
ettifini kaydetmiglerdir (Davis ve Smith 1957).
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1988 yilinda yapilan bir ¢ahsmaya gore ise, Mg*2 ve Fe*2 metal iyonlannin
enzimin aktivitesine 6nemli bir etkisi olmadig bulunmugtur. Bundan bagka
Co*2 'min Leu-Pro digindaki substratlara kargi prolidazi inhibe ettigi
saptanmigtir.  Cu*2, Hg*2, Cd+*2, Zn*2, Pb*2 iyonlaninin da enzimi 6nemli
derecede inhibe ettigi gézlenmistir ( Oono ve Arata 1988).

Prolidazin substrat analofu olan asetilprolin, prolin ve trans-1,2
siklopentadikarboksilik asit tarafindan kompetetif inhibisyonunda K; 'nin
pH'ya bagh olarak izledigi yol aragtinlmigtir. Bu aragtirmamn sonucunda;
enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa:6.6'da baglandifi bununla
birllikte bu maddelerle inhibisyonun farkli yollar izledigi saptanmistir (Mock
ve Green 1990).

2.6. Prolidaz Eksikligi

Prolidaz eksikligi 1k olarak 1968 yilinda Goodman ve arkadaglan
tarafindan tamimlanmug olup, nadir goérillen otozomal resesif metabolik bir
bozukluktur (Kodama ve Ohhashi 1989, Cosson ve Myara 1992, Chanson
ve Voigtlander 1989 ).

Prolidaz eksikliginin insidans1 1 milyon dogumda 1-2'dir (Phang et al
1995, Kodama ve Ohhashi 1989, Myara ve Myara 1984).

Hastalann en 6nemli klinik belirtilen kronik bacak iilseri, splenomegali,

mental retardasyon olup fazla miktarda iminodipeptidiin goériillmektedir
( Kodama ve Mikasa 1988, Kodama ve Ohhashi 1989, Cosson ve Myara
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1992, Sugahara ve Ohno 1993). Aynca sinilziit, otitis media'mn yam sira
anemi ve gama-globulinlerin artmasi gibi hematolojik bozukluklara da
rastlanmaktadar (Milligan ve Brown 1989, Chamson ve Voigtlander 1989).

Prolidaz eksikliginde giinlitk 1-6 gr kadar prolinin dipeptid geklinde kayb
olmaktadir. Enzim eksikliginde dier amino asitlerin ginlitk kayda deger
bir kayh1 goriilmemektedir (Scriver 1978, Milligan ve Brown 1989). Bu
sayilan belirtiler homozigotlarda goriiliirken, hastalik resesif oldugundan
heterozigotlarda  klinikk  anormallikler e  iminodipeptidiii  de
gorilmemektedir. Bu kigilerde prolidaz seviyesi kontrollere gére yaklagik
% 50 daha diigiik saptannmgtir (Phang et al 1995).

Kodama ve arkadaglan yaptiklan ¢aligmalarda, prolidaz eksikligi olan
hastamin 16kositlerindeki prolidaz I aktivitesimin kontrollerden ¢ok diigiik
oldugunu , buna ragmen prolidaz II-aktivitesinin hemen hemen kontrollerle
aym oldugunu bulmuglardir (Kodama ve Ohhashi 1989).

1988 yihinda yapilan bir g¢alismada ise; prolidaz eksiklifi olan iki kz
kardesten elde edilen ertrositlerden prolidazin biyokimyasal 6zellikleni
tammlanmigtir. Bu ¢ahgmada &nce kontrol ve hastalann ebeveynlerindeki
prolidazlann substratlara karg: ilgis1 g6yle siralanmgtir;

Gly-Pro > Ala-Pro > Met-Pro >Phe-Pro >Leu-Pro >Val-Pro

Hastalardan alinan prolidazin substratlan hidroliz etme siras1 ise goyle
bulunmugtur;
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Met-Pro > Leu-Pro >Ala-Pro > Phe-Pro >Val-Pro > Gly-Pro

Aynca kontrol, ebeveyn ve hastalann prolidazlanmn Mn*2h ve Mn*Z's1z
ortamdaki aktivitelen kargilagtnlmgtir. Kontrol ve ebeveynlerin prolidazin
da Mn*2'h ortamdaki aktivite 5-10 kat fazla iken , hasta prolidazinda Mn*2'h
ortamda aktivite 10-12 kat fazla olarak bulunmugtur. Preinkiibasyonun
kontrol ve ebeveynlerin prolidaz aktivitesini artirdify gézlenirken, hastalarda
prolidaz aktivasyonunun preinkiibasyon ile azaldigy gériilmiistir (Kodama
ve Mikasa 1988). *

Tanoue ve arkadaglanmn (1990) yaptiklan bir ¢alismada ise; prolidaz
eksiklifi olan iki ayn hastamn fibroblastlanndan saglanan prolidazin tiim
kodlama bolgesinin mRNA 's1 PCR teknidi ile incelenmigtir. Geligtirilen
cDNA mﬁnlenmn nitkleotid sira analizi ile 12. exonda 826. pozisyonda
adenin (A) yerine guanin'in (G) yerlegtifi goriilmigtiir. Bunun sonucu 276.
amino asit kalintsinda aspartik asit yerine asparagin'in girdifi tespit
edilmigtir. DNA anahizi ile de substitisyonun homozigot oldufu agiga
¢ikanlmigtir . Bu birbin ile iligkisi olmayan iki hastamn da ailelerinin Orta
Dogu kokenli olmalan bu mutasyonun &zellikle bu bolgeden
kaynaklandiam digiinditrmektedir.

Aym w1l yapilan bir ¢alismada ise, prolidaz eksiklifi olan bir hastamn;
annesinin ve kontrollerin eritrositlerinden alinan prolidaz I ve II
poliakrilamid jel elektroforezi ile izole edilmigtir. Dért degisik substrata
karg hasta, annesi ve kontrolden ahinan prolidaz I ve I 'nin V,,, ve K,
degerlerini saptamglardir (Ohhashi ve Ohno 1990).



Tablo 2.2. Dért degisik substrat igin, hasta, annesi ve kontrollerin V54
ve K, degerlenn (Ohhashi ve Ohno 1990)

Gly-Pro Ala-Pro Phe-Pro Met-Pro

I 1. I 1 I 1 I 1
Vmax
(U/mg
_protein)
Kontrol 2221 - 11,53 1,81 5,78 093 4,82 3,60
Anne 6,02 - 3,37 1,87 1,46 090 1,48 3,70
Hasta - - - 1,84 - 1,09 - 3,01
Km
(nmol /L)
Kontrol 2,92 - 0,98 17,63 1,10 17,60 0,92 10,25
Anne 2,88 - 0,87 16,36 0,81 13,80 0,81 11,03
Hasta - - - 1458 - 1897 - 1143

1990 yilinda yapilan bir bagka g¢aligmada ise, polipeptid ve RNA
fenotiplerinin Kklinik fenotiplerle iligkisi aragtinlmigtir. Northern blot analizi
ile polipeptid pozitif hiicrelerde mRNA 'min varligim , polipeptid negatif
hiicrelerde olmadifn gosterilmigtir. Boylece prolidaz eksikliginde molekiiler
bir heterojenite oldugu ditgiinilmiigtiir. Polipeptid negatif hastalarda mental
retardasyonun diginda, klinik semptomlarla biyokimyasal fenotipler arasinda
belirgin bir iligki olmadif bulunmugtur (Endo ve Tanoue 1990).

Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en Onemli degisikliin kollajen
yikimimn hizla artmast oldugunu saptamuglardir. Bu olay gergekte bag
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dokusu hastahifimn degil, kollajen biyosentezinin azalan prolin havuzu
tarafindan kisitlanmasindan  kaynaklanmaktadir. Aynica prolidaz
eksiklifinin etkisinin aragtnlmasinda gly-pro 'nin 6nemli metabolik role
sahip oldugu anlagilmigtir (Chamson ve Voigtlander 1989).

Bu konuda son ¢ahgma Zanabomi ve arkadaglan tarafindan 1997'de
yapilmigtir. Cahigmacilar prolidaz eksiklifi olan hastalar ve kontrollerin
kiiltire edilmig deri fibroblastlanndaki prolidaz aktivite sonuglarnim1 hem
kolorimetrik hem de kapiller elektroforezini (CE) kullanarak saptamglardar.
Kapiller elektroforezi ile aldiklan sonuglar, kolorimetrik sonuglardan biraz
diigiik olarak bulunmustur. Bunun da CE' min yiiksek spesifite ve
sensitivitesinden kaynaklandigim ifade etmiglerdir (Zanaboni ve Viglio
1997).

2.6.1. Prolidaz Eksikliginin Tan1 ve Tedavisi

Tam, eritrosit, 16kosit ve deri fibroblast kiiltiriinde prolidaz aktivite
olgtimii ile yapilabilmektedir (Ohhashi ve Ohno 1990 ). Amniyotik hiicre
kiiltiiriinde aktivite olgiimleri ile prenatal donemde erken teshis olanaf da
bulunmaktadir (Kodama ve Mikasa 1988, Milligan ve Brown 1989). Aynica
hastamn idran ile atlan iminodipeptidlerin 6lgiimii de tamda
kullanilmaktadir ( Endo ve Matsuda 1982, Sugahara ve Kodama 1991,
Kodama et al 1990).

Bir grup aragrmaci  tarafindan tedavi igin, bir hastaya eritrosit
transfilzyonu yapilmugtir. Transfiizyondan sonra (800ml tam kan ) periferal
eritrositlerdeki prolidaz aktivitesi yaklagtk % 35 kadar artimg ve bu artig
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zamanla azalmgtr (yan 6mrit 41 gin ). Bu peniyod sirasinda idrardaki
dipeptid dtizeyi dlgtlmilg, fakat anlamh bir degigiklik gézlenmemigtir ( Endo
ve Matsuda 1982).

Baz kaynaklarda C vitamini eksikliinde olgun kollajen yapimimn
bozuldugu belirtilmektedir. Ctinki C vitamini olgunlagmammg kollajendeki
prolin ve lizin amino asitlerinin hidroksillenmesine yardimc: olmaktadir. Bu
yizden birgok kaynakta tedavide C vitamininin kullamldi
kaydedilmektedir (Pasternak 1980).

Berardisca ve grubunun 1992 yilinda yaptiklan ¢aligmada, prolidaz eksiklifi
olan hastamin ayagindaki iilserlerin, vitamin C, difenil hidantoin, MnCl, ya
da % 5 glisin, % S5 prolin igeren pomadin lokal uygulanmas: tedavisine
cevap vermedifini gérmiigler, buna ragmen kan transfitzyonunun ulserlerin
Jbazilanm kiigiiltiirken bazilanimi da tamamen iyilegtirdigini kaydetmiglerdir.
Fakat entrosit transfiizyonundan 18 ay sonra cilt iilserlen yemden
tekrarlammgtir.

1993 yilinda Bissonette ve arkadaglan tarafindan, prolidaz eksikligi olan bir
hastamn 24 saatlik idraninda fazla miktarda prolin (> 28 mmol/giin ), glisin,
glutamat ve aspartat saptanmgtr. Hastain plazma Mn*2 seviyesi
normalden yitksek (42,9 nmol/L. normal: 6-16 nmol/L), vitamin C seviyesi
normalden digiik bulunmugtur (16,6 pmol /L. normal: 30- 114 pmol /ml ).
Tedavi igin 6 ay oral vitamin C (3gr / giin ) ve ginlikk lokal % S glisin
% 5 prolin kangimimn lezyonlara uygulamasi hastamn cilt problemini

¢6zememgtir .

21



Prolidaz eksikli igin etkin bir tedavi hentiz tammlanmamigtir, buna da
hastahfin patogenezinin hentiz agik olmamasi neden olmaktadir.
Prolinin diyete ilavesi cilt belirtilerinde iyilesmeye sebeb olmazken, Mn*2 ve
askorbik asitin (C vitamini) diyete ilavesi ise hem cilt lezyonlannda
iyilesmeye, hem de iminodipeptidiin'de azalmaya sebeb olmaktadir.
Prolidaz aktivitesi igeren normal eritrositlerin hastalara transfiizyonu
endojen prolidaz aktivitesini artirmakta, ancak cilt lezyonu ve
imidodipeptidiiriye etkisi olmamaktadir. Hastaya verilmeden 6nce dénor
eritrositlerdeki prolidaz aktivitesi 1 gece 37 °C 'da 1M MnCl, 'de
preinkiibasyon ile 30 kat artinlinca, hastaya verildikten sonra enzim bu
aktivitesini 2 hafta siireyle korumaktadir. Boyle hicrelerle sik
transfiizyonlar yararh olabilmektedir, fakat demir ve Mn*2 transfiizyonda
toksik etki yapacagindan bu olaydan kagimlmasi gerckmektedir.
Lezyonlann tedavisinde cilt agilan da bagansiz olmustur, fakat topikal
giinliik L-prolin ve glisin uygulamas1 ayak @lserlerinde etkili olmugtur
( Phang et al 1995).

2.7. Diger Hastahklarda Prolidaz

1992 wyilinda yapilan bir ¢aligmada; kobaylarda 2-11 hafta siiresince
tekrarlayan peritoneal CCl; injeksiyonu ile karaciger fibrosizi
inditklenmigtir. Serum prokollajen III peptid , prolidaz ve alanin amino
transferaz diizeyleri inditkksiyon periyodunda kontrol edilmigtir. Serum
prokollajen III peptid ve prolidaz aktivitesi degisimleni ilk 6 haftadaka
semikantitatif karacifer seksiyonu deferleniyle korele olarak bulunmug ve
prolidaz aktivitesi tim inditksiyon doneminde serum prokollajen III peptid
miktan ile dogru oranth olarak saptanmgtr. Caligmamn sonunda serum



prokollajen IIl peptidin karacifer fibrogenezinin deferli bir indikatorii
oldugu, prolidaz aktivitesinin ise karaciferdeki artrmg kollajen
metabolizmasimn gosterilmesinde simrh rol oynadif sonucuna vanlmgtir
( Jiang ve You 1992).

Alparslan ve arkadaglan yaptiklan ¢aligmalaninda; viral hepatit, kronik aktif
hepatit ve sirozlu ii¢ ayn hasta grubunda serum prolidaz aktivitelerini,
kontrol grubu degerleri ile kargilagtirmiglardir. Gruplann serum prolidaz
aktiviteleri gu gekilde bulunmugtur: kontrol grubunda; 1196 + 36 U/, viral
hepatit grubunda; 1552 + 71 U/, kronik aktf hepatit grubunda;
2221 + 101 UA ve siroz grubunda 3164 + 220 U/A. Bu sonuglar, serum
prolidaz aktivitesinin karaciger hastaliklannin tamsinda ve kroniklegmenin
takibinde faydali ve bagimsiz bir degisken olabilecefini gostermigtir
(Alparslan ve ark 1993).

Bir grup aragtirmaci ise, fetal bityiime sirasinda kollajen metabolizma hizzmin
yiiksek oldugunu disiinerek dofum 6ncesi ve dogum esnasinda amniyotik
sivida prolidaz I aktivitesini 6lgmislerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
zamamnda dogan bebeklerde dogum agirh@i ve fetal akciger
olgunlagmasinin bir gostergesi olan lesitin ile prolidaz I aktivitesi arasinda
pozitif bir iligki saptarmglardir. Aynca erken dogan bebeklerin amniyotik
sivilaninda prolidaz I aktivitesi anlamh derecede diigitk bulunmugtur. Bu
veriler sonucunda prolidaz I aktivitesinin de fetal geligimin gostergesi
olabilecegi anlagilmigtir (Gitrdol ve Geng 1995).
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2.8. Prolidaz Aktivite Diizeyinin Ol¢lilmesinde Kullanilan Yéntemler

Bu konuda yapilan birgok ¢aligmada enzim aktivitesi dlgiimiinde modifiye
edilmig Chinard y6nterm kullamlmigtir (Kodama ve Mikasa 1988, Johnsen
1991, Dolenga ve Hechtman 1992).

Alparslan ve arkadaglan 1993 yihnda viral hepatit, kronik aktif hepatit ve
sirozZlu hastalann serum prolidaz aktivitesimi Chinard metoduyla
6l¢miiglerdir. Bu hastalann serum prolidaz aktiviteleri bu metodla olgiilmiig
ve degerlen kontrol grubundan anlamh derecede farkli bulunmustur .

Radzicka ve grubu ise prolidaz inhibitérlen ile ilgili yaptiklan ¢aligmada,
pH:6'da K*-MES (4-morfolino etanosiilfink asitin monopotasyum tuzu)
tamponunda 222nm'de Gly-Pro dipeptidinin kromofor grubunun
kaybolmas1 temeline dayanan devamh spektrofotometrik bir yoéntem
geligtirmiglerdir. Bu yontemi Mock ve arkadaglan da, N-agil prolinin
prolidaz ile par¢alanmasindaki pH'min roliini aragtirdiklan ¢aligmada
kullanmiglardir ( Mock et al 1990, Radzicka ve Wolfenden 1991).

1989 yilinda yapilan bir ¢aligmada ise, prolidaz eksikliginin molekiiler
analizini yaptiklan ¢ahgmada prolidaz aktivitesimi fare monoklonal IgG'leri
ile hazirlanmig agaroz kullamlarak immiin presipitasyon yontemi ile
saptamiglardir ( Endo ve Tanoue 1989).

Son yillarda yapilan bir bagka ¢aligmada, deri fibroblast kultira ile elde

edilen prolidazin aktivitesi kapiller elektroforez ile saptanmigtir. Aynca
sonuglar kolorimetrik bir yontem olan Chinard ile de tekrarlanmgtir.
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Kapiller elektroforezinin sensitivite ve spesifitesinin  gok daha yitksek
oldugu sonucuna vanlmgtir ( Zanaboni ve Viglio 1997).

En giivenilir metodlar substratin kaybolmasim ve tiriiniin olugumunu amnda
olgen metodlardir. Fakat Chinard reaksiyonu da, serbest prolin olusumunu
6l¢en etkin bir metoddur ( Phang et al 1995).
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BOLUOM 3

GEREC VE YONTEM

3.1.Geregler

3.1.1. Kullamlan Aletler

Isiticih manyetik kangtinci IKA-RH
Santrifiy Hermle Z-320
Vorteks IKA-VF-2
Otomatik pipetler Socorex
Visible spektrofotometre Spectronic 20D
Hassas terazi Sartorius

Su banyosu Niive BM 402
Derin dondurucu (-20 °C) Argelik

pH metre Hanna

3.1.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Ada Formiilii Firma ve Katalog no
Prolin - CsHNO, Sigma P-0380
Glisil-Prolin C,H,,)N,0, Sigma G-3002
Alanil-Prolin CgH4N,0, Sigma A-3253
Glasiyel asetik asit CH,;COOH Merck 541

Ortofosforik asit H,;PO4 Merck 564
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Ninhidrin CoHO, Merck 6762
Mangan kloriir IDhidrat MnCl, 2H,0 Merck 5917
Trizma HCI C, H;;NO,HCl Sigma T-3253
Trklorasetik asit C,HCl1,0, Fluka 91232
Prolidaz (Porcine Kidney) 100 tinite 2.4 mg Sigma P-6675
Demir(IT) kloriir FeCl, Carlo Erba 451575
Cinko asetat (Il)lndrat ZnCH,0,2H,0 Fluka 96458
Civa nitrat (Ihidrat Hg, N,042H,0 Fluka 83380
Magnezyum kloriir MgCl,6H,0 Riedel

(VD) hidrat

Bakar (IDstilfat CuSO, Merck 543
Stronsiyum kloriir SrCl1,6H,0 Sigma S0390
(VD) hidrat

EDTA (Titriplex III) CioH14N;Na,0.2H,0  Merck 8421
Iyodoasetamid C,H,INO Fluka 57670
Glutatyon CioH,;N,O S Fluka 49750
p-Kloromerkiiribenzotkk ~ 4-(ClHg)C{H,COOH  Merck 821996
asit

3.2. YONTEM

3.2.1.0rneklerin Hazirlanmasi

Serum : Cahgmada kullamlan serum &mekleri, Gaziantep Kizilay Kan
Merkezine gelen 30 saghikh bireyin serumlanndan olugturulan havuzdan
alindi. Serum prolidaz aktivite diizeyi 6lgtlene kadar -20 °C'da sakland.
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Domuz bsbrek prolidazi: Elimizde saf enzim kaynad olarak bulunan 1mg
liyofilize domuz bdbrek prolidazz, 10 ml distile suda ¢Sziltp, kigik
porsiyonlara boliinerek , analiz edilinceye kadar -20 °C'da saklandi.

3.2.2. Prolidaz Aktivitesi Ol¢imii Yontemi (Chinard)

ILKE: Substrat olarak glisil-prolin kullamlarak enzim araciifn ile olugan
prolinin asidik ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkhi bir bilegik (pembe)
olugturma ilkesine dayanarak serum prolidaz diizey: olgiiliir. -

Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baghdir ve spektrofotometrik olarak

Olgiilir.

GLISIL-PROLIN _eum..tmz.> GLISIN + PROLIN

Sekal 3.1 Ninhidrin reaksiyonu (Silverman et al 1986, Lehninger et al 1993)

1.C. YﬂKSﬂﬁGKE‘m KURULD
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3.2.2.1.LAYIRACLAR
a-) Prolin standarts (Immol/l)

Prolin 0,012gr
Distile su 100ml

Prolin bir miktar distile suda ¢6ziiltip son hactm 100 ml' ye tamamlandi. Bu
sckilde hazirlanan stok ¢ozelti ktigiikk porsiyonlara aynlip -20°C'da sakland.
Cahgma soliisyonu olan 0,15 mmol/ , ginlitkk standart olarak bu stokdan
hazirlanda.

b-) Ninhidrin ¢6zeltisi

1.)% 85'ik orto fosforik asitten 16,28 ml ahmp 40 ml'ye distile su ile
tamamlanip 6 molar orto fosforik asit ¢dzeltisi hazirlands.

2.) 6 hacim glasiyel asetik asit, 4 hacim 6 M'hk orto fosforik asit
soltisyonu ile kangtinldi.

3.) 2,5 gr ninhidrin 2 nolu ¢ozelti icinde manyetk kangtine ve 1s1
yardimyla ¢6zildi. Bu ¢ozelti +4°C'de uzun siire dayamklidar.

c-) Substrat ¢8zeltisi : (Glisil-Prolin : 100 mmol/)
Glisil-Prolin dipeptidi 0,172 gr
Distile su 10 ml

Substrat bir miktar distile suda ¢oziltp pH:8'e ayarlaﬁdt ve son hactm 10
ml'ye tamamlandi. Giinliik olarak hazirlandh.
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d-) Mangan (II) kloriir (MnCl1,2H,0 : Smmol/)

Mangan I kloriir 0,2 gr
Distile su 250 ml

0,2gr mangan (II) klortir bir miktar distile suda ¢6ziiliip son hacim 250ml'ye
tamamlandi. Bu ¢6zelti uzun siire + 4°C'de dayamikhdar.
e-)Tampon: Trizma HCI [Tris (hidroksimetil)- aminometan hidrokloriir] :

(100 mmol/l pH:8)

Tampon 7,88gr
Distile su 500 ml

Tampon bir miktar suda ¢éziltip, pH ayan yapildi ve son hacim 500ml'ye
tamamland.

f-)Triklorasetik asit : % 20'hk

TCA 20gr
Distilesu  100ml

20 gr triklorasetik asit bir miktar distile suda ¢6zilip, son hacim 100ml'ye
tamamlandi. Coézelti +4°C'da sakland:.
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3.2.2.2. Islem

Insan serum ve domuz bobrek prolidaz aktivitesini saptamak i¢in,
literatiirdeki  insan eritrosit ve serum prolidaz aktivitesini 6lgmede
kullamlan yontem modifiye edildi. Eritrosit prolidazi aktivite dlgiimiinde
kullanilan iglemler asagida anlatildi ( Erbagc: ve Ozdemir 1996, Alparslan
ve ark 1993).

a-) IIk olarak 50ul serum, 9.95ml 2.5mmol/t MnCl, iyice kangtnlip 2 saat
37 °C su banyosunda preinkiibe edildi.

Not: Insan serumundaki prolidaz aktivitesi eritrosit prolidaz aktivitesinden
¢ok diigitk oldugundan (yaklagik % 6's1 ) bu oran degistirildi. Yapilan bir
¢ok deney sonucu serum 1/40 oraminda ( tampon + Mn*2 ) sulandinld.
Daha once yapilan serum prolidaz deneylerindeki 24 saat olan
preinkiibasyon zamam ise 2 saate diigiiriildii.

b-) Ikinci basamakta her érnek igin 2 ayn titp alind.

1. tiip 2.tiip
Aviraglar (0 zaman) ( Inkiibasyon)
100 mM tampon (ul) 400 400
100 mM substrat (ul) 400 400
Distile su (ul) 100 100
preinkiibe edilmig 100 100

omek (ul)
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Not: Insan eritrosit prolidaz aktivite élgiimiinde; inkiibasyon kangiminda
substrat final konsantrasyonu 40 mmol/l olmaktadir. Bizim yaptifimz
serum prolidaz deneylerinde optimum aktivite, 30 mmol/l, domuz bobrek
prolidaz deneylerinde 40 mmol/l substrat konsantrasyonunda alindi. Bu
yizden 100 mmol/l substratdan serum prolidaz deneylerinde 300ul, domuz
bobrek prolidaz deneylerinde 400u] kullamld.

Inkiibasyon tiiplerinin agz:1 parafilmle kapatilip, vorteks ile kangtinldi ve 30
dakika 37 °C'da su banyosunda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiiplere
500ul TCA ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Sifir zaman tiiplerine 1se
aym hacimda preinkiibe edilmig 6mek eklenir eklenmez 500ul TCA ilave
edilip reaksiyon durduruldu. Daha sonra sifir zaman ve inkiibasyon
tiplerinin hepsi 5 dakika 2000 rpm'de santrifiij edildi. Olugan siipernatan
spektrofotometrik prolin 6l¢timii igin kullamlids.

¢-) Prolinin spektrofotometrik 6l¢timii igin; (Chinard)
Her 6rnek igin agz1 kapakl 4 tiip alindi.

Aviraglar Kor Standart 0 zaman Inkiibasyon
Glasiyel asetik 2.5 25 2.5 2.5
asit (ml)

Siipernatan(ml) - - 1 1
Standart(ml) - 1 - -
Distile su (ml) 1 - - -
Ninhidrin (ml) 0.5 0.5 0.5 0.5
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Bu dért tiip agz kapatilarak vortekslenip 20 dakika kaynar su banyosunda
tutuldu. Bu zaman sonunda tipler buzlu su banyosunda sofutularak
absorbanslan spektrofotometrede kére kars1 515 nm'de olgiildii.

3.2.2.3.Hesap

Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktér
S

A:Inkiibasyon tiipti absorbans degeri

B:S1fir zaman tiipil absorbans degeri

[S]:Standart konsantrasyonu (mmol/l)

S:Standart absorbans degeni

Faktor:Preink.ortamundaki sulandirma x Ink. ortamindaki sulandirma

Inkitbasyon zamam

F:40x15
30

Prolidaz aktivite diizeyi: (A-B) x [S] x Faktor :1 litrede 1 dakikada olugan

S mmol prolin miktan
Prolidaz aktivite diizeyi:(A-B) x [S] x Faktér x 60:1 litrede 1 saatte olugan
' S mmol prolin miktan

Serumda aktivite tammm : Imilimol substrati, 37°C ve 1 saatte degigiklife
ugratan enzim miktan olarak yapilmigtir. Birim U/l olarak tammlanmigtir.
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3.3. Planlanan Cahsma Semasi
1. Insan serum prolidazinin stabilitesinin saptanmast,

2. Oncelikle serum prolidaz aktivitesini 6lgebilmek igin onceden gesitli
prolidaz deneylerinde kullamlan yoéntemin optimizasyonunun yapilmasi,
bunun i¢in preinkiibasyon zamam ve orami, tampon konsantrasyonu ve
pH's1, Mn*2 konsantrasyonu, substrat konsantrasyonunu belirli araliklarda

.degistirerek laboratuvar gartlanimiza uygun, anlamh degerler alabilecegimiz
analiz kogullanmn olugturulmasi ,

3. Mn*2 iyonu diginda enzim aktivatérii olabilece§i digiiniilen bazn +2

degerlikli metal 1iyonlarimin her iki enzime etkisinin incelenmesi,

4. Hem insan serum prolidazimn hem de domuz bébrek prolidazimin iki ayn
dipeptid ( glisil-prolin ve alaml-prolin ) ig¢in Michaelis Menten egrilen
¢izilip Km ve Vmax degerlerinin saptanmasi,

5.EDTA , 1AA, p-CMBA ve glutatyon gibi aktivator ve inhibitér maddelere
kargt insan serum ve domuz bébrek prolidazimin davramglan incelenip
sonuclarin kargilaginlmasi amagland.

T.C. YOKSEKOCRETIM mm.n
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Stabilite

Serum prolidaz  stabilitesini saptamak i¢in yaptifimz ¢aligmalarda,
aktivitenin -8 °C ve -20 °C'da bir yil siireyle degismedigi bulundu. +4°C'de
saklanan serumlarda ise bir giin sonra aktivitenin degismedigi, ancak ikinci
giinde % 10 kadar bir azalma oldugu tespit edildi. Ayrica serum 6rneklerinin
-8 oC ve -20 °C'da 2. kez dondurulup ¢oziilmesi ile aktivite kaybr olmadig
goriildii. Bunun yan sira aym kigilerin serum ve plazmalanndaki prolidaz
aktivite degerlerinin farkli olmadid saptandi.

4.2. Analiz Kosullarinin Saptanmasi

Analiz kogullannin saptanmasinda daha 6nce yapilan serum prolidaz ve
eritrosit prolidaz ¢ahismalan temel ahndi. Onceki serum prolidaz
¢ahgmalaninda, serum tampon ile 1/6 oraminda sulandinlarak, 24 saat
370C'da preinkiibe edilmigtir ( Alparslan ve ark. 1993, Myara ve Myara
1984 ). Entrosit prolidaz aktivitesi olgiiliircken ise omek 1/200 oraminda
final 2.5mmol/l konsantrasyonunda MnCl, ¢ozeltisi ile sulandinldiktan
sonra 2 saat 37°C'da preinkiibe edilmistir (Erbagc1 ve Ozdemir 1996 ). Bu
¢aligmada ilk olarak preinkiibasyon kogullan olugturuldu. Preinkiibasyon
zamam saptamirken 1, 2, 4 ve 6 saat olmak tizere doért degisik zamanda
¢aligmalar yapildi, en uygun sonucun 2 saatte alindifn gorildi.
Preinkiibasyon 1sis1mn saptanmasinda ise 37°C, 45°C ve 55°C'da denemeler
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yapildi ve 45°C ile 55°C'da hig aktivite alinamadi. Bu verilerin 15151 altinda
en uygun kosullar g6yle saptandi:

100pl serum, 1.9ml tampon + 2ml 2.5mmol/l MnCl, ¢ozeltisi ile 1/40
oramnda sulandinlarak 2 saat 37°C' da preinkiibe edilda.

fkinci agamada ise substrat konsantrasyonu diizenlendi. Daha 6nceki serum
prolidaz deneylerinde 47mmol/l, eritrosit prolidaz ¢aligmasinda ise 40mmol/l
substrat kullamlmugtir. Bizim degigik  substrat konsantrasyonlan ile
yaptigammz ¢aligmalarda ise, en yitksek aktivite 30mmol/l substrat ile alindi.
Bu yiizden biitiin deneylerimizde 30mmol/l substrat kullamldi. Diger biitiin
agamalarda eritrosit prolidaz deney kogullan uygulandi.

4.3. Prolidaz Aktivitesi Uzerine Mn*2 "nin Etkisi
4.3.1. Serum Prolidan

Enzim aktivitesi iizerine Mn*2 'nin etkisini saptamak i¢in preinkiibasyon
ortamina degisik konsantrasyonlarda Mn*2 gozeltisi ilave edildi. Sonuglar
sekil 4.1.'de verildi.
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Aktivite
L))

0 4 4 v —dn

0 1 2 26 3 4 5

MnCl 5 (mmol/1)

Sekil 4.1. Insan serum prolidaz aktivitesi iizerine Mn*2 'nin etkisi

Mn*2 'nin prohidaz aktivitesini 23 kez artirdifn gézlendi. Mn*2 'nin olmadig
ortamda enzim aktivitesi 2,7 U/l olarak saptandi. En yiiksek aktivite ise
final konsantrasyonu 2.5 mmol /1 Mn*2 kullamldig zaman alindi.

4.3.2. Domuz Bobrek Prolidan

Aym sekilde preinkiibasyon ortamina degigik konsantrasyonlarda Mn*2

ilave edilerek, Mn*2 'nin domuz bobrek prolidaz aktivitesine etkisi incelendi.
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Aktivite
on

L L
0 1 2 25 3 4 ]

MnCl ) (mmol/)

Sekil.4.2. Domuz bébrek prolidaz aktivitesi tizerine Mn*2'nin  etkisi

Mn*?nin aktiviteyi 9.5 kez artirdim bulundu. 2.5 mmoll Mn*2
konsantrasyonu (final) kullamldiginda en iyi aktivite gozlendi. Yapilan
deneylerde de 2.5 mmol /1 Mn+*2 kullamlda.

4.4. Prolidaz Aktivitesi Uzerine Bazi Metal lyonlarmn Etkisi
Mn*2 yerine +2 degerlikli baz1 metal iyonlan , aym konsantrasyonda (final

2,5 mmol/l) preinkibasyon ortamina ilave edildi. Alinan sonuglar tablo
4.1' de venlda.



Tablo 4.1 Bazi metal iyonlanmn insan serum ve domuz bdbrek prolidaz
aktivitesi iizerine etkisi.

Metal lyonlan Serum Prolidaz Domuz Bobrek Prolidaz
(2,5 mmol/) Aktivitesi (%) Aktivitesi (%)

Mn+2 100 100

Fet2 - 23

Zn*2 - 13

Hg*2 - 26

Mgt+2 - 33

Cut2 - 20

Srt2 - -

Mu*2 digindaki metal iyonlann hi¢bin ile serum prolidazinda aktivite
saptanmadi. Ancak domuz bébrek prolidazinda, stronsiyum digindaki

metallerle Mn*2 ile elde edilenin % 13 ile % 33 arasinda degigen aktivite
elde edildi.

4.5. Metal Iyonlarmmm Mn*? ile Birlikte Kullamilarak Enzim
Aktivitesindeki Degisikliklerin Incelenmesi

Preinkiibasyon ortamina Mn*2 ile aym konsantrasyonda (final 2,5mmol/),

degisik metal iyonlan Mn*2 ile birlikte ilave edildi. Her iki enzimde de farkh
sonuglar alindi. Sonuglar tablo 4.2'de verildi.
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Tablo 4.2. Insan serum ve domuz bdbrek prolidazimin aktivitesine Mn*2 ile
birlikte metal iyonlanmn etkisi

Metal lyonlan Serum Prolidaz = Domuz Bébrek Prolidaz
Aktivitesi (%) Aktivitesi (%)

Mn+2 100 100

Mn+2 +Fet2 53 60

Mn*2 +Zn*2 - 25

Mn*2 +Hg*2 - 29

Mn*2 +Mg*2 68 86

Mn+2 +Cut*2 41 34

Mn+2 +8r*2 98 58

Tek baglanna kullanildifinda insan serum prolidaz: iizerinde hig aktivatér
etki géstermeyen bazi metallerin, Mn*2 ile birlikte ilave edildiginde enzimi
degisik oranlarda etkiledigi gorilldii. Domuz bobrek prolidazinda ise, metal
iyonlannin Mn*2 ile birlikte enzimi, tek baglanna olduklanndan daha fazla
aktive ettifi goriildi.

4.6. Tampon pH'sinin Enzim Aktivitesine Etkisi

4.6.1. Serum Prolidan

Trizma HCl tamponunun degisik pH' da (7,5-9,6) enzim aktivitesi iizerine
etkisi aragtinlds. Elde edilen sonuglar sekal 4.3.'de venldi .

7.C YIKSEKOGERETIM KURULY
i DOKIMANTAS FREEZY
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Sekil.4.3.Serum prolidaz aktivitesine tampon pH'simin etkisi

En yiiksek aktivite pH : 8'de elde edildi. Bundan dolay1 deneylerde pH: 8
olan tampon kullamldi.

4.6.2. Domuz Bobrek Prolidan
Trizma HCl tamponu pH'simn domuz bébrek prolidaz aktivitesi {izerine

etkisini aragtirmak igin de pH:7,5-9,6 arasinda degigen tamponlar kullanildi.
Deney sonuglan sekil 4.4.'de venldi.

A1



o L L] L) 1. ’
1.5 8 8.4 88 8,2 9,6
Tampon pH's

Sekil 4.4. Domuz bobrek prolidazi aktivitesine tampon pH'sinin etkisi

Domuz bébrek prolidazinda da en yitksek aktivite pH: 8'de alindi. Yalmz
insan serum prolidazindan farkh olarak pH: 9.2 ve 9.6'da aktivite alinamad.

4.7. Tampon Konsantrasyonunun Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
20-60 mmol/l (final) araifinda defigen konsantrasyonlarda Trizma HCI

kullamlarak tampon konsantrasyonunun aktiviteye etkisi aragtinldi. Her
iki prolidazin da sonuglan sekil 4.5.'de gosterildi.

AN



Aktiviite (O)

==~ | Domuz Bébrek Prolidaz:
el {Insan Serum Prolidaz)

S

20 30 40 50 60
Tampon (mmolfl)

Sekil 4.5. Degisik tampon konsantrasyonlannin serum prolidazi ve domuz
bobrek prolidaz: aktivitesi lizerine etkisi.

En yiiksek aktivitenin ( final ) 40 mmol/l tampon ile ahndify gozlendi. Bu
yiizden biitiin deneylerde 40 mmol/l'lik tampon kullanilda.

4.8. Serum Prolidazinin Michaelis Menten Egrisi
4.8.1. Glisil-Prolin Dipeptidi i¢in
Final 10-50 mmol/l konsantrasyon aralifinda glisil-prolin dipeptidi

kullanilarak serumdaki prolidazin aktivitesi 6lgiildii. Bu sonuglara gére elde
ettiimiz Michaelis Menten egrisi gekil 4.6.'da verildi.
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Sekil 4.6. Serum prolidazimin glisil-prolin substratt  kullamlarak elde
edilen Michaelis Menten egrisi

Serum prolidazinin glisil-prolin dipeptidi kullamlarak ¢izilen grafikten
Vmax: 70 mmolprolin/l saat , Km: 13 mmol/l olarak bulundu.

4.8.2. Alanil-Prolin Dipeptidi i¢in

Enzim miktan sabit tutularak, alanil-prolin dipeptidinin final 10-50mmol/l
konsantrasyondaki ¢ozeltileri kullamlarak serum prolidazimin aktivitesi
Slgiildi. Serum prolidazimin alanil-prolin igin elde edilen Michaelis Menten
egrisi sekil 4.7.'de verldi.
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Sekil 4.7. Serum prolidazinin alanil-prolin kullanilarak ¢izilen Michaelis
Menten egrisi

Cizilen grafikte Vmax: 32,6 mmolpro/lsaat, Km:14mmol/l olarak bulundu.
4.9. Domuz Bobrek Prolidazinin Michaelis Menten Egrisi
4.9.1. Glisil- Prolin Dipeptidi icin

Substrat olarak glisil-prolinin degisik konsantrasyonlan kullamlarak
aktiviteler olgiildii. Sonuglar gekil 4.8.'da verildi.

i GGRETIM KUROLY
Tﬁfémmﬁmg SYON MERKEZR
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Sekil 4.8. Domuz bébrek prolidazinin glisil-prolin kullanilarak elde edilen
Michaelis Menten egrisi

Vmax: 53 mmol/l saat, Km:11mmol/ olarak tespit edildi.
4.9.2. Alanil-Prolin Dipeptidi icin
Domuz bobrek prolidaz: igin Michaelis-Menten egrisi alanil-prolin dipeptidi

kullamlarak da ¢izildi. Degigik substrat konsantrasyonlanna kargihik alinan
aktivite degerlen sekil 4.9.'da venldi.
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Sekil 4.9. Domuz bobrek prolidazimn alanil-prolin dipeptidi ile gizilen
Michaelis Menten egrisi

Alanil-prolin substrati igin Vmax: 41,5 mmolpro/l saat, Km:12 mmol/l
olarak bulundu.

4.10. EDTA'nin Prolidaz Enzim Aktivitesine Etkisi

EDTA (etilendiamintetraasetik asit ) iki degerlikli katyonlarla gelat bag
yapan bir bilegiktir. Prolidaz da Mn*2 gerektiren bir metalloenzimdir. Bu
caligmada  preinkiilbasyon ve inkiibasyon asamalannda degisik
konsantrasyonlarda EDTA ilave edilerek enzim aktivitesine etkisi incelendi.
Insan serum ve domuz bobrek prolidazina preinkiibasyon agamalannda
EDTA eklenmesi ile aldiamiz aktivite sonuglan tablo 4.3.'da verildi.

47



Tablo 4.3. Preinkiibasyon agamasinda EDTA ilavesinin prolidaz aktivitesi
tizerine etkisi

Final EDTA Kon. Serum Prolidazz  Domuz Bobrek Prolidaza

( mmol/l) % Aktivite % Aktivite
0 100.0 100.0
1 61.2 68.0
2 58.0 16.8
2.5 39.0 -
4 - -

Her iki enzimde de EDTA konsantrasyonu artik¢a inhibisyonun arttif
goriildit. Aym konsantrasyonlardaki EDTA bu kez inkiibasyon agamasinda
reaksiyon ortamuna ilave edilerek aktivitedeki degisiklik kaydedildi.
Sonuglar tablo 4.4.'de verildi.
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Tablo 4.4. Inkitbasyon agamasinda EDTA ilavesinin prolidaz aktivitesi

tizerine etkisi

Final EDTA Kon. Serum Prolidazn  Domuz Bébrek Prolidaz

(. mmol/) % Aktivite % Aktivite

0 100.0 100.0

1 80.8 69.8

2 65.5 65.0

25 54.0 62.3
53.2 62.6

4 50.0 60.3
48.3 60.0

Inkiibasyon agamasinda EDTA ilavesinin inhibisyona sebeb oldugu fakat
preinkiibasyona gore bu inhibisyonun daha az oldugu saptandi.

4.11. IAA'in Prolidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu deneyimizde de [AA'n final konsantrasyonu 10-50mmoll olan
¢ozeltilen hem preinkiibasyon hem de inkiibasyon sirasinda reaksiyon
ortamina ilave edilerek enzim aktivitesi 6lgiildii. Preinkibasyon sonuglan
tablo 4.5.'de venldi.

T.C. YOKSEXOCRETIM KURULE
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Tablo 4.5. Preinkitbasyon agamasinda eklenen IAA'in serum prolidazn ve
domuz bobrek prolidaz aktivitesi iizerine etkisi

Final IAA Kon. Serum Prolidazn  Domuz Bobrek Prolidaz:
( mmol/) % Aktivite % Aktivite
0 100.0 100
10 40.8 -
20 37.0 -
30 30.0 -
40 5.2 -
50 - -

Insan serum prolidazinda JAA konsantrasyonu arttik¢a aktivite azalhrken,
domuz bébrek prolidazinda hig aktivite alinamads.

Ayni konsantrasyondaki IAA ¢ozeltileri bir kez de inkilbasyon ortamina

eklenerek enzim aktivitesindeki degisiklikler saptandi. Sonuglar tablo
4.6.'da verildi.
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Tablo 4.6. Inkiibasyon asamasinda eklenen 1AA'in enzim aktivitesine etkisi

Final IAA Kon. Serum Prolidazi  Domuz Bébrek Prolidazi

( mmol/l) % Aktivite % Aktivite
0 100.0 100
10 60.0 87
20 448 71
30 36.5 60
40 36.5 -
50 33.8 -

IAA konsantrasyonu artik¢a her iki prolidazin da aktivitesinde degisik
oranlarda azalmalar oldu.

4.12. p-CMBA'in Prolidaz Aktivitesine Etkisi
Preinkiibbasyon ve inkiibasyon agamalannda p-CMBA'in degisik

konsantrasyonlarinin serum prolidazi ve domuz bdbrek prolidazi aktivitesi
iizerine inhibisyon etkisi incelendi. Sonuglar tablo 4.7. ve 4.8'de verildi.
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Tablo 4.7. p-CMBA'in preinkiibasyon agamasinda ilavesi ile serum ve
domuz bsbrek prolidaz aktivitesi iizerine etkisi

Final p-CMBA Kon. Serum Prolidazi Domuz Bébrek Prolidaz

( mmolA) % Aktivite % Aktivite
0 100.0 100.0
10 42.0 55.4
20 4.8 345
30 - 26.3
40 - -
50 - -

Preinkiibasyon agamasinda p-CMBA ilavesi ile insan serum ve domuz
bobrek prolidaz aktivitelerinde azalma goriildi. Bu inhibisyon serum
prohdazinda daha fazla oldu.

p-CMBA ilavesi inkiibasyon agamasinda yapildiginda ise daha degigik
sonuglar alind1.
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Tablo 4.8. Inklibasyon agamasinda p-CMBA ilavesinin serum prolidaz ve
domuz bébrek prolidaz aktivitesi iizerine etkisi

Final p-CMBA Kon. Serum Prolidazn  Domuz Bobrek Prolidaz:

( mmol/l) % Aktivite % Aktivite
0 100.0 100.0
10 69.0 95.0
20 67.6 90.0
30 63.0 57.0
40 38.8 33.6
50 28.0 22.9

p-CMBA inkiibasyon agamasinda ilave edilince aktivitelerdeki kayip daha az
oldu. En yitksek p-CMBA konsantrasyonunda dahi aktivite saptandi.

4.13. IAA ve Glutatyonun Birlikte Ilavesinin Prolidaz Aktivitesine
Etkisi

Bu deneyimizde preinkiibasyon ve inkiibasyon olmak tiizere iki agamada
gerceklestirildi. Sonuglar Tablo 4.9.'de verildi.
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Tablo 4.9. Glutatyon ve IAA'in preinkiibasyon asamasinda ilavesi ile enzim
aktivitesindeki degisiklik

IAA/Glutatyon Serum Prolidaz  Domuz Bébrek Prolidaz
(mmol/) Aktivitesi (%) Aktivitesi (%)
0 100 100
10/10 60 10
10/20 56 6

Preinktibasyon asamasinda IAA ile beraber glutatyon ilavesinin, her iki
prolidazda da inhibisyonun azalmasina sebeb oldugu tespit edildi.

Tablo 4.10. Glutatyon ve IAA'in inkiibasyon agamasinda ilavesi ile enzim
aktivitesindek: degisiklik

IAA/Glutatyon (mmol/l)  Serum Prolidaz = Domuz Bobrek Prolidaz

Aktivitesi (%) Aktivitesi (%)
0 100.0 100
10/10 73.5 99
10/20 63.0 94

Glutatyonun IAA ile birlikte inkiibasyon agamasinda ortama ilave
edilmesinde ise alinan aktivite degerleri daha ytiksekti.

T.C. VKSR SCRETi KOUROULD
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BOLOM 5
TARTISMA VE SONUCLAR

Prolidaz insan dokulannda yaygin olarak bulunan, kollajen yikiminda
6nemh rolii olan, spesifitesi yiiksek bir hidrolazdir. Enzim uzun zamandan
beri bilinmesine ragmen nemi son yillarda anlagilmigtir (Alparslan ve ark
1993, Phang et al 1995). Bu yizden bu konuda az sayida ¢aligma
tulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogu da entrosit prolidaz ile ilgili olup
serum prolidazi hakkinda gok gey bilinmemektedir.

Bu bilgilerden yola g¢ikarak, ¢aligmamzda ilk asamada insan serum
prolidazinin  stabilitesi saptandi. Yapilan deneylerde enzimin -8 ve -20 0C
'da 1 yil aktivitesimi korudugu goézlendi. Aynca +4 0C'da 1 giin siiresince
aktivitenin degigmedigi, 2. giinde ise aktivitede % 10 azalma oldugu
saptandi. Serum  Omeklerinin -8 ve -20 0C 'da 2. kez dondurulup
¢6ziilmesinin de aktiviteyi etkilemedigi tespit edildi. Bu bize 6meklerin genisg
bir zaman aralifinda ¢ahgabilme kolayhfm sagladi. Daha 6nceki
¢ahgmalarda serum prolidazimn stabilitesi ile ilgili herhangi bir bilgiye

rastlanmad.

Ikinci agamada; 6nceden kullamlan eritrosit ve serum prolidaz aktivitesi
olgiim yéntemleri modifiye edilerek, laboratuvar gartlanmiza uygun analiz
kosullan olusturuldu. Literatiirdeki serum prolidaz aktivitesi 6l¢iimiinde,
émek 1/6 oraminda (tampon + Mn *2ile) sulandinlarak uzun sire (24
saat) preinkiibe edilmigtir ( Myara ve Myara 1984, Alparslan ve ark. 1993 ).
Enitrosit prohidaz ¢aligmasinda ise, preinkiibasyon zamam daha kisa
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tutulmug (2saat) ve hemolizat 1/200 oraminda 2.5mmol/l Mn*2 ile
sulandinlmstir ( Erbagc1 ve Ozdemir 1996 ). Bu verilerden hareketle uygun
analiz kogullan olugturmak iizere serum 6rneklen ile bir ¢ok ¢aligma yapildi.
Preinkitbasyon zamam olarak dért dedisik zaman araliinda (1, 2, 4 ve 6
saat) ¢aligmalar yapildi. En uygun sonuglar 2 saatte alindi. 37 9C'in
tizenndeki sicakliklarda yapilan preinkiibasyon deneylerinde ise ( 45°C ve
55 0C'da ) aktivite alinamadi. Bu sicakliklarda enzimin denatiire oldugu
dugiinildii. Deneylenimizin sonucunda en uygun preinkiibasyon sartlan gu
sekilde saptandu:

Serum 1/40 oraminda tampon ve Mn *2 ile ( 100pu] serum + 1,9 ml tampon
+2 ml Mn*2) sulandinlarak 2 saat 37 0C'da preinkiibe edildi. Bunun
diginda ¢aligmanin biitiin agamalannda uygulanacak optimum kosullar
agagida anlatildig bigimde tek tek saptandi.

Prolidaz bir metalloenzimdir. Aktivitesi i¢in Mn*2 iyonuna gereksinim
duyar. Mn*?2 iyonu enzimin monomerlerimi selat bag ile baglayarak
maksimum aktivite alinmasim saglar. Daha o6nceki biitiin ¢aligmalarda
oldugu gibi bizim deneylenimizde de bu durum bir kez daha kamtlandi. Hem
insan serum hem de domuz bobrek prolidazi aktivite dl¢iimii Mn +2 'li ve
Mn *2 'siz ortamlarda yapildi. Serum prohdazinda Mn +2 'siz ortamda
¢ok digik aktivite ( 2.7mmolpro/lsaat ) gézlenirken, dedisik Mn+2
konsantrasyonlarinda aktivitede ¢nemli bir artig ( 23 kez) saptandi. Bu
¢aliymada optimum aktivite 2.5mmol/l Mn*2 final konsantrasyonu ile elde
edildi. Aym gekilde domuz bobrek prolidaz ile yapilan ¢aligmalarda Mn*2
'nin enzimi ( 9.5 kez ) aktive ettifi gozlendi. Serum prolidazinda oldugu gibi
optimum aktivite (final) 2.5mmol/l Mn*? ile elde edildi. Bu sonuglanimiza
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dayanarak tiim deneylerimizde 2.5mmol/l Mn*2 kullamldi. Daha 6nce bu
konuda yapilmmg ¢aligmalarda entrosit prolidazimn Mn*2 ile 42 kez aktive
oldugu kaydedilmigtir. Optimum aktivite de 2.5mmol/l Mn*2 ile ahnmgtir
( Erbagar ve Ozdemir 1996). Bir bagka ¢alismada domuz bébrek prolidaz
1¢in optimal aktivitenin 10mmol/L. Mn*2 ile elde edildigi saptanmugtir (Davis
ve Smith 1957). Degisik enzim kaynaklannda bulunan prolidaz ile ilgili
diger ¢ahgmalarda ¢ok defistk Mn*2 konsantrasyonlan kullamlmigtir.
Bazlannda Immoll kullamhrken, bazlannda 10mmoll Mn*2
kullanilmigtir ( Endo ve Tanoue 1990, Alparslan ve ark. 1993 ).

Mn*2 digindaki baz1 metal iyonlanmn prolidaz aktivitesini nasil etkiledigini

aragtirmak igin, Mn*2 yerine +2 degerlikli diger iyonlar ( Fe*2, Zn*2, Hg*2,
Mg+2, Cut2, Sr*2 ) ortama ilave edildi. Metal iyonlann serum prolidaz
aktivite 6lgiim ortamina tek baglanna ilave edildiginde ( tablo 4.1 ) aktivite
tespit edilemedi. Serum prolidaz ile bu konuda daha 6nce yapilmig herhangi
bir ¢aliymaya rastlanmadi. Aym metal iyonlan ile domuz bobrek
prolidazinin ¢aligmasinda (tablo 4.1) ise, Sr*2 digindaki iyonlarla ¢ok az
aktivite alinmasina ragmen Sr*2 ile aktivite ahnamadi. Zn*2, Cu*2, Fe*2,
Hg*2, Mg*2 iyonlan ile enzim Mn *2 ile elde edilenin % 13 ile % 33 'i
kadar aktivite gosterdi. Bu sonuglara gore enzimi en iyi aktive eden metalin
Mn *2 oldugu bir kez daha ortaya konmustur. Bu konuda 1957 yilinda
yapilan bir ¢aligmada domuz bébrek prolidazim Fe*2, Co*2, Cut2, Cu*l,
Zn*2, Cd*2, Agtl, Hg*2, Pb*2 ve Pt*4 iyonlanmn hi¢ aktive etmedigi
saptanmmgtir ( Davis ve Smith 1957 ). Aynca deri fibroblastlanndan elde
edilen prolidaz ile yapilan inhibisyon ¢aligmasinda Mg*2 ve Fe*2 'nin enzim
aktivitesini fazla etkilemedigi fakat Cu+2, Hg*2,Cd*2, Zn*2 ve Pb*2iyonlan
ile ¢ok az aktivite elde edildigi kaydedilmigtir ( Oono ve Arata 1988 ).
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Metal iyonlanmn Mn *2 ile birlikte aym konsantrasyonda ve aym zamanda
ortama ilavesinin aktiviteyi nasil etkiledigi de incelendi. Serum prolidazinda
(tablo 4.2 ) Zn*2 ve Hg*2iyonlan Mn *2 ile beraber ortama ilave edildiginde
enzimi tamamen inhibe ederken Cut2, Fe*2, Mg*2 ve 8§r*2 iyonlannmn Mn*2
ile ilavesi sonucu enzimdeki inhibisyonun azaldig gériildi. Domuz bobrek
prolidazinda ise Mn *2 ile birlikte ilave edilen +2 degerlikli metal 1yonlan,
bir 6nceki basamaga ( tablo 4.1'e ) gore aktivitede artiga sebeb oldu. Mn*2
ile elde edilen aktivitenin % 25'inden % 86' sina kadar deigen aktivite
degerlen elde edildi. Sr*2 iyonu tek bagina iken aktivite elde edilmedig
halde Mn*2 ile birlikte % 58 aktivite tespit edildi. Bu bulgulara gore tek
baglarina Mn*2 gibi etkili olmayan bu metallerin, Mn +2 ile birlikte de Mn +2
kadar etkili olmadif sonucuna vanlmigtir.

Enzim aktivitesine tampon pH'sinin etkisini incelemek igin 6 degisik pH'da
Trizma HCI tamponu (7.5- 9.6 ) kullamldi. Yapilan ¢aligmada her iki enzim
i¢in de optimal pH'min 8 oldugu tespit edildi (sekil 4.3 ve 4.4 ). Serum
prolidazinda tiim pH degerlerinde belirli oranlarda aktivite alinirken, domuz
bsbrek prolidazinda pH: 9.2 ve 9.6 'da hi¢ aktivite gozlenmedi. Bu
sonu¢larimza dayanarak tiim ¢ahgmalanmmzda pH:8 olan Trizma HCI
tamponu kullamldi. Daha 6nceki ¢altgmalarda domuz bobrek ve eritrosit
prolidaz: igin de optimal pH'nin 8 oldugu bildinlmigtir ( Davis ve Smith
1957, Erbaga ve Ozdemir 1996).

Tampon pH'sinin yam sira tampon konsantrasyonu da aktiviteyi
etkilemektedir. Bes ayn konsantrasyonda Trizma HCl tamponu ( final
konsantrasyonu 20-60 mmol/l ) ile yapilan deneyin sonuglanna gére ( sekil
4.5 ) insan serum ve domuz bobrek prolidaz: igin optimal aktivitenin final
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konsantrasyonu 40 mmol/l ik tampon ile alindif saptandi. Bu yiizden
¢aligmalanmzda final konsantrasyonu 40 mmol/l olan tampon kullamldi.
Bu konuda ertrosit prolidaz ile yapilan bir galigmada, tamponun
konsantrasyonunun ( 30-70 mmol/l) aktiviteyi etkilemedi§i kaydedilmektedir
( Erbaga ve Ozdemir 1996).

Bir enzim kaynafinda aktivite Olgiimii yapilirken, enzimin kinetik
Ozelliklerinin 6l¢iim metoduna etkisi géz Oniinde bulundurularak, insan
serum prolidazinin hem glisil- prolin hem de alanil-prolin dipeptidi ( final
konsantrasyonu 10-50mmol/l ) i¢in Michaelis Menten egnlen ¢izildi.
Substrat olarak glisil prolin kullanilarak gizilen grafikte (sekil 4.6 );

Vmax: 70 mmo! pro /1 saat
Km: 13 mmol/l olarak saptand.

Alanil-prolin i¢in ise (sekil 4.7 ) ;

Vmax : 32.6 mmol pro /1 saat
Km: 14 mmol /1 olarak saptand.

Bu sonuglardan enzimin substrat olarak alanil-proline goére glisil-prolini
tercih ettifi tespit edildi. Enzimin substrata ilgisinin bir gostergesi olan Km
degeri glisil-prolin igin daha kiigiik bulundu. Km degeri kigiildiikkge enzimin
substrata 1lgisi artmaktadir. Ayrica serum prolidazimn maksimum hiza final
30 mmol/L substrat ile ulagtigy tespit edildi. Daha o6nceki yayinlarda
serumda Vmax ve Km saptama c¢aligmasina rastlanmamasina ragmen

eritrosit prolidazimin glisil-prolin igin ¢izilen Michaelis Menten egrisinde ise;
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Vmax: 40 pmolpro/dak. /g Hb, Km: 7-8mmmol/l olarak tespit edilmigtir
(Erbaga ve Ozdemir 1996). Aynca eritrosit prolidazzmn  glisil-prolini
alanil-prolinden daha hizh hidroliz ettifi belirtilmigtir (Kodama ve Mikasa
1988). Insan bobrek prolidaz ile yapilan bir bagka g¢aligmada, substrat
olarak gly-pro ve phe-pro kullamlarak Michaelis Menten parametreleri
saptanmugtir. Gly-pro igin Vmax: 219 + 11 pmol/dak/mg, Km: 39.6 +
3.1mmol/ll , phe-pro i¢in Vmax: 28.9 £ 7.5 pmol/dak/mg , Km: 7.2 +
3.1mmol/l olarak tespit edilmigtir (Myara ve Cosson 1994).

Glisil-prolin ve alanil-prolin dipeptidlerinin final konsantrasyonlann 10-
50mmol/l olan ¢é6zeltileri ile galigilarak domuz bobrek prolidaz igin de
Michaelis Menten egrilenn ¢izildi (sekil 4.8 ve 4.9). Cizilen grafiklerden
Vmax ve Km degerleri saptandi;

Glisil-prolin igin; Vmax: 53 mmolpro/ 1 saat
Km: 11 mmol /1

- Alanil-prolin i¢in; Vmax: 41.5 mmolpro/ | saat
Km: 12 mmol /1 olarak tespit edildi.

Bu sonuglara gére domuz bobrek prolidazn da substrat olarak glisil-prolini
tercih etmektedir. Bunu hem Vmax hem de Km degerinden anlamak
miimkiindiir. Domuz bobrek prolidazi maksimum hiza final 40mmol/l
substrat ile ulagti. Goriildigi gibi prolidaz aktivitesinin 6lgiildigi enzim
kaynaklannin farkh olugu enzimin kinetik 6zelliklerini veren parametreler
tizerinde de farkhlifa neden olmaktadur.



Bir metalloenzim olan prolidazin aktivitesi tizerine, katyon gelatérii olan
EDTA' mn etkisini incelemek igin yapilan ¢alismada, EDTA preinkiibasyon
ve inkiibasyon agamasinda olmak tizere iki farkh zamanda deney ortamina
ilave edildi. Her ikisinde de EDTA' min inhibitér etkisi farkli derecede
gézlendi (tablo 4.3 ve 4.4 ). Preinkiibasyon agamasinda EDTA, Mn *2 ile
birlikte ilave edildifinde inkiibasyon agamasina gére inhibisyonun daha
fazla oldugu goézlendi.

Inkijbasyon agamasinda ise her iki enzimde de inhibisyonun EDTA' wn
konsantrasyonu arttikga paralel olarak arttifs goriildii. Enzim Mn +2 ile
aktive olduktan sonra EDTA eklendiginden inhibisyon preinkiibasyon
asamasinda elde edilenden daha azdi. Daha 6nceden bazm aragtirmacilar
tarafindan entosit prolidazi ile yapilan inhibitér ¢ahismasinda, iki farkh
zamanda ve 1ki dedisik konsantrasyonda ( 2.5 veSmmol/l ) EDTA eklenerek
aktiviteler Olgilmustir. Preinkiibasyon agamasinda 2.Sminol/l EDTA
ilavesinde kontroliin % 38.9 'u kadar aktivite alimirken 5 mmol/l EDTA'da
hi¢ aktivite alinamamugtir, 1inkibasyon agamasinda ise 1nhibisyon
gozlenmemistir (Erbagci ve Ozdemir 1996).

Prolidaz enzimimin aktif merkezinde siilfidnl grubu (-SH) varhgim
arastirmak igin, JAA iki asamada ortama ilave edilerek sonuglar incelendi.
(tablo 4.5) Preinkiibasyon ortamina yani substratdan once ilave edilince
serum prolidazinda artan JAA konsantrasyonu ile orantih azalan bir aktivite
alind1. Domuz bébrek prolidazinda ise IAA' in en diigitk konsantrasyonunda
( 10mmol/l ) bile aktivite ahinamadi. Her iki enzimde de gorilen bu
inhibisyon prolidazin aktif merkezinde siilfidnl (-SH) grubu oldugunu
gosterir.  Inkiibasyon asamasinda IAA ilavesinde ise gozlenen inhibisyon
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orami daha azdi ( tablo 4.6 ). Serum prolidazinda IAA'in final 10-50mmol/
konsantrasyon araliginda birbirine yakin (kontrolin % 40- % 33.81 )
aktiviteler alimrken domuz bobrek prolidazinda ise artan IAA
konsantrasyonu ile paralel olarak artan bir inhibisyon saptandi. IAA enzimin
aktif merkezindeki -SH grubunu baglayarak substratin baglanmasim
engellemektedir. Bu yiizden efer substrat konulmadan ortama {AA ilave
(preinkiibasyonda) edilirse enzimin aktif merkezi tahrip olmakta ve
substratin triine doniiglimii olmamaktadir. Fakat IAA ilavesi substrat ile
birlikte ( inkiibasyonda) olursa substratin bir kismu tirtine doniisebilmekte ve
inhibisyon preinkiibasyona gore daha az gergeklesmektedir. IAA' in inhibitor
etkisi daha once de domuz bébrek prolidazinda gosterilmigtir . Bu ¢ahgma
sonucunda da enzimin aktif merkezinde siilfidril oldugu IAA'in inhibisyonu
ile agiklanmigtir. IAA ilavesi inkiibasyondan énce (preinkiibasyon ) yapihrsa
tamamen inhibisyon gorildigi tespit edilmig ve inhibisyonun geriye
dontigtimstiz oldufu glutatyon vea sistein ile geriye dondiiriilemedigi
sonucuna varilmigtir (Davis ve Smith 1957 ). Bu konudaki bagka ¢aligmada
IAA ilavesi ile eritrosit prolidazimn aktivitesindeki degigiklikler
incelenmigtir. Preinkiibasyonda 10-50mmol/l konsantrasyon araliinda IAA
ilavesi ile kontrolin % 74- % 11'1 arasinda degigen aktiviteler alinirken,
inkiibasyonda bu aktiviteler kontrolin % 88.5-% 71.4'i olarak alinmigtir
(Erbager ve Ozdemir 1996 ).

IAA'den bagka p-CMBA'in de enzim aktivitesi tizerindeki etkisi incelendi.
Preinkiibasyonda ilave edilen p-CMBA ( tablo 4.7 ) her iki enzimin de
aktivitesinde degigik oranlarda inhibisyona sebeb oldu. Serum prolidazinda
en dugitk p-CMBA konsantrasyonunda ( final 10mmol/l ) kontroltin % 42'si
aktivite alimrken daha yitksek ( 20, 30, 40 mmol/l ) konsantrasyonlarda



aktivite gozlenmedi. Benzer gekilde domuz bobrek prolidazinda da ;
p-CMBA Kkonsantrasyonu arttikga enzim aktivitesinde azalma tespit edildi.
Burada da p-CMBA substratdan once, preinkiibasyon agamasinda ilave
edildiginde yiiksek oranda inhibisyon gorildd. Ciinkii inhibitér aktif
merkezdeki silfidnl grubunu baglayarak substratin tiriine doniigiimiinii
engellemektedir. Inkiibasyon asamasinda ise inhibitér ile substrat aym
zamanda ortama ilave edildiginden inhibisyon daha az oranda
goriilmektedir. Inkiibasyon asamasindaki p-CMBA ilavesinde ise gézlenen
inhibisyon daha azdi ( tablo-4.8 ) Serum prolidazinda kontrole nazaran
% 691le % 28 arasinda ( final konsantrasyon 10-50 mmol/ p-CMBA 1ile )
aktivite - goriiliirken, domuz bobrek prolidazinda % 95 ' den % 22.9 'a
degigsen aktivite degerleri tespit edildi. Inhibisyonun iki enzimde farkl
gozlenmesinin sebebi olarak, domuz bobrek prolidazinin saf enzim
olmasinin, bununla birlikte prolidaz I ve II izoenzimlerinin her ikisim de
birlikte igermesi digiiniilebilir. Serumda ise sadece prolidaz 1 izoenziminin
bulundugu kaydedilmektedir. Literatiirde bu konuda sadece domuz bobrek
prolidazimn p-CMBA ile reversible bir gekilde inhibe oldugu
kaydedilmektedir (Davis ve Smith 1957). Son olarak IAA ile glutatyon aym
zamanda preinkiibasyon ve inkiibasyon ortamna ilave edilerek aktiviteler
degerlendirildi. Preinkiibasyonda, IAA' in tek bagina ilavesi ile alinan
aktivitelere gére bir miktar artig gézlendi (tablo 4.9 ). Bu artig her iki
enzimde de tespit edildi. Inkiibasyonda ise aktiviteler daha yiiksekti ( tablo
4.10 ). Yani inhibisyon daha azdi. Bu konuda literatirde domuz bobrek
prolidazi ile yapilmg bir ¢aligma bulunmaktadir. Bu ¢ahigmada IAA ile
inhibisyonun irreversible oldugu glutatyon ya da sistein ile gen
dondiiriilemeyecegi kaydedilmektedir (Davis ve Smith 1957 ).

T.C. VOKSER SCRETIM KURULD
TOKUMANTASYON MERKEZE
63



Bu ¢alisma sonucunda herhangi bir hastalik grubunda degisik kaynaklardan
caliglacak enzimin tim &zelliklerinin ( optimal deney kogullan, kinetik
parametreleri ve aktivator-inhibitér maddelere karsi davramglan) saptanmasi
gerektigi sonucuna vanlmugtir. Bu bulgulann prolidaz ile yapilacak daha
ileni gahgmalara 1g1k tutacags kamsindayiz.



SONUCLAR

1. Serum prolidazin stabilitesini -8 ve -20 0C'da 1 y1il, +4 0C'da 1 giin
korudugu tespit edildi.

2. Aym kigilerin kanlanndan elde edilen serum ve plazmadaki prolidaz
aktivite degerlerinin farkli olmadig saptands.

3. Optimum aktivite alabilmek i¢in serum ve domuz bsbrek prolidazinin
(tampon + Mn *2 ile) 1/40 oraminda sulandinhp 37 09C'da 2 saat preinkiibe
edilmesi gerektidi tespit edildi.

4. Serum ve domuz bobrek prolidaz igin optimal tampon pH's1 8, final
konsantrasyonu 40 mmol/l olarak saptandi.

5. Mn *? nin serum prolidaz aktivitesim 23 kez, domuz bobrek prolidaz
aktivitesini 9.5 kez artirdign gozlendi. Optimum Mn +2 final konsantrasyonu
2.5 mmol/l olarak belirlendi.

6. Mn *2 digindaki metal iyonlannin ( Fe*2, Zn*2, Hg*2, Mg*2, Cu*2 ve Sr*2)
serum prolidazim aktive etmedigi, domuz bobrek prrolidazim da disik
oranlarda aktive ettifi saptandi. Bu sonuclar da enzimi en iyi aktive eden
katyonun Mn *2 oldugunu bir kez daha géstermistir.

7. Optimal aktivite i¢in final substrat (glisil-prolin) konsantrasyonu insan

serum prolidazi i¢in 30 mmol/l, domuz bobrek prolidazi igin 40 mmolA
olarak tespit edildi.
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8. Serum prolidazinda glisil-prolin igin Km: 13 mmol/, alanil-prolin igin 14
mmol/l bulunurken, domuz bsbrek prolidazinda glisil-prolin igin 11 mmol/,
alanil-prolin i¢in 12 mmol/l olarak saptand.

9. EDTA, IAA ve p-CMBA'in hem serum hem de domuz bébrek
prolidazimn  aktivitesini inhibe ettifi belirlendi. Bu inlubisyonun
preinkiibasyon agamasinda, inkiibasyon agamasina nazaran daha fazla
oldugu gozlendi. EDTA'mn katyon baglayic1 gelator Szelliginden dolayn,
IAA ve p-CMBA!' inde enzimin akiif merkezindeki siilfidril grubunu (-SH)
baglayarak inhibisyona sebeb olduklan kamsina vanld.

10. IAA ile birlikte aym anda ilave edilen glutatyonun IAA'min inhibit6r
etkisini azalth$ saptandi.
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