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OZET

Ulkemizde akraba evliligi oranmin yiiksek olmasi nedeniyle dogumsal metabolizma
hastaliklar1 sik gériilmektedir. Fenilketoniiri (FKU) en sik karsilasilan otozomal resesif kalitimli
Fenilalanin hidroksilaz (FAH) eksikligi sonucu meydana gelen bir aminoasit metabolizma
hastaligidir. Yaklasik 3.000-4.000 yenidoganda bir goriilmektedir. Bu enzimin eksikligi veya
yoklugu mental retardasyon, organ hasarlari, postur bozukluklar1 ve maternal fenilketoniiri
durumlarinda ise gebeligin ciddi sekilde riskli olmasi ile sonuglanir.

FAH enzimi, fenilalaninin tirozine hidroksilasyonunu katalizleyen hepatik bir enzimdir .
Klasik FKU kromozom 12’de bulunan FAH geninin her iki alellerinde mutasyon olmasi sonucu
meydana gelir. FAH geninin her iki kopyasinda da mutasyon olunca bu enzim ya inaktif ya da
normale gore daha az aktif hale gelir ve bu da viicutta fenilalanin konsantrasyonunun toksik
seviyelere ulasmasina neden olur. Bazi vakalarda FAH’daki mutasyonlar hiperfenilalaninemi diye
bilinen fenotipik olarak orta derecede bir FKU meydana getirir.

Fenilketontiri erken teshis edildiginde tedavi edilebilen bir hastaliktir. Dikkatli bir diyetle
FKU’li ¢ocuklar normal hayatlarma devam edebilir ve gebe annelerde saghkli ¢ocuklar
dogurabilirler. Tedavide genel ilke gidalar ile alinan fenilalanin miktarin1 azaltarak kan fenilalanin
diizeyini normal sinirlar i¢inde tutmaktir. Aksi taktirde viicutta olusan fenilalanin metabolitleri
pek cok organ ve dokuda c¢esitli proteinlerin sentez ve fonksiyonlarini bozabilmektedir.
Viicudumuzda bulunan en yaygin proteinlerden biri olan kollajen proteininin metabolizmasinin bu
metabolik hastaliktan etkilenip etkilenmedigi heniiz bilinmemektedir. Biz bu calismamizda
kollajen turnoverinde énemli bir yeri olan prolidaz aktivitesini FKU’li hastalarda inceleyip yas,
kilo ve cinsiyet olarak uyumlu saglikli kisilerden olusan kontrollerle de mukayese ederek bu
konuya 151k tutmay1 amagladik.

Calismamizda yenidogan tarama testi (Guthrie testi) siipheli bulunan ve kontrol testleriyle
hastalig1 kesinlesen 30 fenilketontiiri hastasi ile 30 saglikli bireyin serum prolidaz aktiviteleri
Ozcan ve arkadaslar1 tarafindan optimize edilmis modifiye Chinard metodu ile &lgiildii. Sonug
olarak serum prolidaz aktivitesi fenilketoniirili hastalarda kontrol grubuna gdre anlamli olarak
daha diisiik seviyede bulundu (p<0,001).

Bulgularimiz 151ginda fenilketoniiri hastaliginda kollajen metabolizmasimin etkilendigini
ve turnoverinin anlamli olarak azaldigini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kkelimeler: Fenilketoniiri, Prolidaz, Kollajen, Prolin



ABSTRACT

In our country, congenital metabolical diseases are very common since the ratio of
marriage between relatives is high. Phenylketonuria (PKU) is the most common autosomal
recessive metabolism disorder caused by a deficiency in the enzyme phenylalanine hydroxylase
(PAH). It seems approximately one in 3.000-4.000 newborn. Loss or deficiency of this enzyme
results in mental retardation, organ damage, unusual posture and can, in cases of maternal PKU,

severely compromise pregnancy.

PAH enzyme converts the amino acid phenylalanine to tyrosine, another amino acid, in
the liver. Classical PKU is caused by mutations in both alleles of the gene for phenylalanine
hydroxylase (PAH), found on chromosome 12. Mutations in both copies of the gene for PAH
means that the enzyme is inactive or is less efficient, and the concentration of phenylalanine in the
body can build up to toxic levels. In some cases, mutations in PAH will result in a phenotypically
mild form of PKU called hyperphenylalanemia. PKU may be treated if diagnosed early. With
careful dietary supervision, children born with PKU can lead normal lives, and mothers who have
the disease can produce healthy children. In the treatment general principle is to lower dietary
phenilalanine intake and to regulate blood phenialanin levels in normal range. Otherwise,
phenilalanine metabolites formed in the body damage biosynthesis and functions of many proteins
located in several tissue and organs. It is still unknown that whether the metabolism of collagen
protein which is one of the most common proteins in human body has been affected by this
disease. In this study, we aimed to examine Prolidase enzyme activity in the patients with PKU

and to compare them with controls including age, weight and sex-matched healthy persons.

In the present study, we measured serum Prolidase activities of 30 patients with PKU
which diagnosed certainly with control tests after having positive newborn secreening test
(Guthrie testi) for PKU, and 30 healthy person by using modified Chinard method which
optimized by Ozcan et al. As a result, serum Prolidase activities were found significantly lower in

the patients’ group than those in the controls’ group.

In the light of these findings it is possible to conclude that collagen metabolisn is affected

by this disease and its turnover decreased significantly.

Key words: Phenylketonuria, Prolidase, Collagen, Prolin
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1. GIRIiS VE AMAC

Fenilketoniiri Tiirk popiilasyonunda goriilme orami en yiliksek ve diyet tedavisi ile
onlenebilen 6nemli tek gen hastaliklarindan birisidir. Fenilketoniiri hastaligi, Fenilalanin
amino asidinin (FA) tirozine doniislimiinii saglayan fenilalanin hidroksilaz enziminde (FAH)
veya bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin (BH4) sentez ve rejenerasyonundan
sorunlu olan diger enzimlerdeki bozukluga bagli olarak ortaya c¢ikan heterojen hastalik
grubudur. Bu nedenle hiperfenilalaninemiler olarak adlandirilmaktadir. Tirozine
doniistiiriilemeyen fenilalanin amino asidindeki NH, grubu, transaminazlar tarafindan o-
ketoglutarat’a transfer edilerek fenilpiirivat olusmasma neden olmaktadir. Transaminasyon
sonucu olusan fenilpiirivat ise, fenillaktik asit, fenilasetat, feniletilamin, fenilasetil glutamin
gibi metabolitler olusturur. Fenilalanin ve metabolitleri hastanin kan, idrar ve diger viicut
swvilarinda birikir. Ozellikle beyinde biriken fenilalanin ¢ocugun gelismekte olan beyninde
geri donilistimsiiz ve ilerleyici hasara neden olarak ileri derecede zihinsel 6ziirlii olmasma ve
sinir sistemini ilgilendiren daha bir¢cok belirtilerin ortaya c¢ikmasma neden olur. Kanda
fenilalanin diizeyi normalde %1-2 mg kadar oldugu halde fenilketoniiride %15-63 mg’a kadar
yiikselir ve idrarda normalde %30 mg kadar olan fenilalanin, fenilketontiiride %300-1000 mg
kadar olabilir.

Fenilketoniiri erken teshis edildiginde tedavi edilebilen bir hastaliktir. i1k bir ay i¢cinde
tedavisi baglamis ve diizenli olarak siirdiiriilmiis fenilketoniiriili ¢ocuklar tamamen saglikl
olarak biiyiirler Tedavide genel ilke gidalar ile alinan fenilalanin miktarmni azaltarak kan
fenilalanin diizeyini normal smirlar i¢cinde tutmaktir. Diyet tedavisinde fenilalanini ¢ok
azaltilmis ya da fenilalanin icermeyen 0zel ve ilag nitelifinde mamalarin ve tibbi {iriinlerin
kullanilmas1 gereklidir. Fenilketoniirinin tedavisinde amag, mental gerilik olusturan beyin
hasarin1 onlemektir. Bunun i¢in de diyetteki fenilalanin, kan fenilalanin diizeyi %3-12 mg
olacak sekilde azaltilir. Tedavi en az beyin dokusunun en hizli gelistigi hayatin ilk 8-10 yili

boyunca ¢ok iyi sekilde uygulanmalidir.



Fenilketoniiri hastalig1 ile dogan bebegin, beyni etkilenmeden, erken olarak taninmasi
cok onemlidir. Bu amagla gelistirilmis her yenidogan ¢ocuga uygulanabilen bir tarama testi
vardir. Dogumdan 72 saat sonra Ozel bir filtre kagidina alinan 2 damla kan teshis i¢in
yeterlidir. Hasta bebek hayatin ilk giinlerinde tanindiginda uygun diyet tedavisi ile zeka
geriligi Onlenebildigi icin gelismis llkelerde tiim yenidoganlarin fenilketoniiri yoniinden
taranmas1 zorunlulugu vardir.

FKU tanis1 klasik tani teknikleri ile ancak dogum sonrasinda teshis edilebilirken,
basdondiiriicli bir hizla gelisen molekiiler tami teknikleri ile bugiin prenatal tani ve tasiyici
tesbiti yapilabilmektedir.

FKU hastalar1 hayatlarmin erken donemlerinde teshis edildikleri taktirde,
fenilalaninden kisitl bir diyet uygulamasi ile olusabilecek beyin hasar1 onlenebileceginden,
tarama ve prenatal tani teknikleri ¢ok biiyiik 6nem arzetmektedir.

Bu calismada amacimiz, fenilalanin metabolitlerinin artmasina bagh olarak yap1 ve
fonksiyonu hasarlanan pekgok proteinin gosterildigi fenilketontirili hastalarda kollajen protein
metabolizmasimin etkilenip etkilenmedigini, bu proteinin 6zellikle yikim basamaginda ve
dolayisiyla kollajen turnoverinde rol alan prolidaz enzim aktivitesinde bir degisiklik olup

olmadigini inceleyerek ortaya koymaktir.



GENEL BILGILER

2.1. Fenilketoniiri

2.1.1. Fenilketoniirinin Tarihgesi

Fenilketoniiri ilk kez 1934 yilinda Asbjorn Folling (1888-1937) isimli Norvecli bir
hekim tarafindan 10 agir mental retardasyonlu ve postnatalhiperfenilalaninemisi olan, zihinsel
geri olan sarisin, mavi gozli iki kardeste hastaya kendi isimlendirdigi “Imbecilites
phenylpyruvica” olarak tanimlanmistir. Daha sonra 1946’da Penrose ve Quastel hastaliga
fenilketoniiri ismini vermislerdir. Idrarda bulunan fenilketonun fenilpiriivat oldugu

anlagilmadan once hastalik isimlendirilmistir.(1)

2.1.2.Fenilketoniirinin Goriilme Sikhg:

Fenilketoniiri Tirk popiilasyonunda goriilme orami en yiliksek ve diyet tedavisi ile
onlenebilen 6nemli tek gen hastaliklarindan birisidir. Avrupa iilkelerindeki insidansi ortalama
1/10.000 iken (Almanya 1/9.000, Ingiltere 1/10.000, Fransa 1/18.000, italya 1/7000)
hastaligin iilkemizde goriilme siklig1 diger iilkelere gore cok yiiksek olup, insidanst 1/4500
olarak rapor edilmistir (2). (Tablo 1). Her yil iilkemizde 250-300 cocuk bu hastalikla
dogmaktadir. Her 20-25 kisiden birinin hastalig1 tasiyor olmasi ve iilkemizde akraba

evliliklerinin yiiksek oranda yapilmasi fenilketoniirinin sik goriilmesine neden olmaktadir (3).



Tablo1: Tiirkiye ve bazi lilkelerde fenilketoniiri goriilme siklig1

Ulke Siklik
Tirkiye 1:4500
US.A 1:13000
UK 1:10000
Almanya 1:9000
Irlanda 1:6110
Italya 1:7000
Fransa 1:18800
Cin 1:20000
Japonya 1:60000
Finlandiya 1:71000

2.1.3. Fenilalanin Metabolizmasi

Fenilalanin esansiyel bir aminoasittir. Fenilalanin beyinde norepinefrin, dopamin,
epinefrin, adrenalin, tiroild hormon yapimi yani sira dnemli noropeptidlerin, somatostatin,
vazopressin, melanotropin, adrenokortikotropik hormon, substans P, enkefalin, vazoaktif

intestinal peptid, anjiyotensin II ve kolesistokinin yapimiyla da ilgilidir (4).

Protein sentezinde kullanilmayan diyetsel fenilalaninin % 75’1 karacigerde fenilalanin
hidroksilazin katalitik etkisiyle geri doniisiimsiiz olarak tirozine doniisiir (5,6). Fenilalanin
hidroksilaz ve tetrahidrobiopterin eksikligi viicut sivilarinda fenilalanin birikmesine neden
olur.

Tirozine doniistiiriilemeyen fenilalanin amino asidindeki NH, grubu, transaminazlar
tarafindan a-ketoglutarat’a transfer edilerek fenilpiirivat olusmasina neden olmaktadir (Sekil
1). Fenilpiriivat da kanda ve dokularda birikir, idrarla atilir ayrica transaminasyon sonucu
olusan fenilpiriivat, fenillaktik asit, fenilasetat, feniletilamin, fenilasetil glutamin gibi

metabolitlerin olusumuna neden olur ve hastanmn kan, idrar ve diger viicut sivilarinda birikir

(7).



Serumda  fenilalanin  ve fenilpiriivik ~ asit ~ metabolitlerinin ~ artmasi
hiperfenilalaninemilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Kanda asir1 biriken fenilalanin,
kan-beyin bariyerini gegmek icin diger amino asitlerle yarisir ve beyinde bazi gerekli
metabolitlerin azalmasina neden olur. Bu metabolitlerin beyin dokusunda diger aminoasitlerin
transportunu bozarak dismyelinizasyona neden oldugu diisiiniilmektedir. Tedavi edilmezse

seratonin, dopamin ve norepinefrin sentezi bozulmaktadir ( 8).

Ayrica viicut sivilarinda artan fenilalanin, diger amino asitlerin gastrointestinal
kanaldan emilimini ve bdbreklerden geri emilimini de baskilar ve sonugcta tirozin ile birlikte

diger amino asitler de viicut sivilarinda azalir (8).

Driyet

Dok proteini

Diwet ot | 4 | | H2 |
proteinid l

Fenilalanin

Coku

/ proteini
Tirozin :_Ir CO24HZ2O
Fenilalanin
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Titokzin

Fenil laktilt azit,
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Fenil azetils azit

\ Idrarda

fare aidigi,
kif kokusu

Sekil 1: Fenilalanin metabolizmasi



2.1.4. Hiperfenilalaninemi Tipleri

Fenilketoniiri hastali§i, Fenilalanin amino asidinin tirozine doniislimiinii saglayan
fenilalanin hidroksilaz enziminde veya bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin
sentez ve rejenerasyonundan sorumlu olan diger enzimlerdeki bozukluga bagli olarak ortaya
cikan  heterojen  hastalilk grubudur. Bu nedenle hiperfenilalaninemiler olarak
adlandirilmaktadir (9). HFA, kan-beyin bariyeri ve hiicre membranlarindan aromatik ve diger
aminoasitlerin her iki yonlii ge¢isini kompetitif olarak engeller. Beyindeki yiiksek fenilalanin
diizeyi protein sentez hizim1 azaltwr. Dendritik proliferasyonun erken doénemi ve
miyelinizasyon etkilenir. Adenozin trifosfat (ATP) siilfirilaz inhibe olarak miyelin yikim
artar. Tirozin ve triptofan hidroksilasyonunun kompetitif inhibisyonu ve intrandronal substrat
konsantrasyonunun azalmasi sonucu serotonin, dopamin ve norepinefrin sentezi azalir (8).
Cocuklarda normal kan fenilalanin diizeyleri (ortalama 8 yas dolayinda) 62 + 18 pumol/L,
ergenlerde (ortalama 16 yas dolaymnda) 60 + 13 pmol/L, eriskinlerde normal kan fenilalanin
diizeyleri ise 58 = 15 umol/L’dir. Ergen erkeklerin kan fenilalanin diizeyleri kizlarmkinden
biraz daha yiiksektir. Yenidogan ve daha biiylik cocuklarda normal kan fenilalanin diizeyleri

eriskinlerdeki gibidir (Tablo 2.).



Tablo 2. Normal plazma (umol/L), idrar (nmol/mmol kreatinin) ve beyin-omurilik sivis1

(umol/L) fenilalanin diizeyleri

Plazma

* (Cocuklarda
» FErgenlerde
* Eriskinler
> Kadimlarda

> Erkeklerde

26-98 pumol/L
34-86 pumol/L

42-62 pmol/L
46-74 pmol/L

idrar

* 0-lay

+ l-6ay
 6-12ay
* 1-2yas

* 2-4yas

* 4-7yas

s 7-13 yas
* >]3yas

4-3 nmol/mmol kreatinin
7-28 nmol/mmol kreatinin
11-28 nmol/mmol kreatinin
10-31 nmol/mmol kreatinin
7-21 nmol/mmol kreatinin
6-26 nmol/mmol kreatinin
5-20 nmol/mmol kreatinin

2-19 nmol/mmol kreatinin

Beyin-omurilik s1visi

» Kadimlarda
* Erkeklerde

10.8 (2.4-19.2) pmol/L
12.5 (6.7-18.3) umol/L

Kan fenilalanin diizeyi >2 mg/dl (>120 pmol/L)’nin iizerinde bulundugunda

hiperfenilalaninemi varligindan so6z edilebilir (4). Tablo.

hiperfenilalaninemi tipleri ve nedenleri verilmistir.

3’de primer ve sekonder



Tablo 3. Hiperfenilalaninemi tipleri ve nedenleri

1. Primer (kalitsal)

2. Sekonder (edinsel)

Fenilalanin hidroksilaz eksikligi
« Agir (klasik FKU)
* Orta agirlikta hiperfenilalaninemi
+ Hafif hiperfenilalaninemi
Biopterin metabolizmas1 bozukluklar1

e Quanozin trifosfat siklohidrolaz

Maternal FKU

Tirozinemi

Gegcici neonatal hiperfenilalaninemi
Ilaca bagli (metotreksat, trimetoprim)
Agir enflamatuar yanit

Renal hastalik

eksikligi

s 6-piruvoil-  tetrahidropterin Karaciger hastaligi
sentaz eksikligi

* Dihidropteridin rediiktaz eksikligi
+ Pterin karbinolamin dehidrataz
eksikligi

* Semiapterin rediiktaz eksikligi

Kalitsal hiperfenilalaninemiler de tedavi 6ncesi kan fenilalanin diizeyi ve hastalarin tolere

edebildikleri fenilalanin miktarlar1 dikkate alinarak 3 grup altinda smiflandirilmaktadir (9).

2.1.4.1. Fenilketoniiri

2.1.4.1.1. Klasik Fenilketoniiri

Olgularm yaklasik %50 kadarmi olusturur (7). Bu bozuklukta Fenilalanin hidroksilaz

enziminin aktivitesi tamamen kaybolmustur. Fenilalanin tirozine c¢evrilemez. Para
pozisyonunda hidroksilasyonun olmayisinin direkt sonucu olarak fenilalanin kanda, idrarda ve
beyin omurilik sivisinda birikir. Biriken asir1 fenilalanin transaminasyon ile fenilpiruvik aside,
dekarboksilasyon ile feniletilenamine doniisiir. Asir1 fenilalanin ve metabolitleri beyin normal
metabolizmasimi bozarak beyin harabiyetine yol agar. Bu metabolitler bobrekler tarafindan

hizla uzaklastirilir ve idrarla disar1 atilir.



Fenilalanin hidroksilaz enzim aktivitesi <%1 olup, kan fenilalanin diizeyi >20 mg/dl

(>1200 pmol/L) dir. Hastalarin tolere edebildikleri giinliik fenilalanin miktar1 20 mg/kg dir.

2.1.4.1.2. Orta Derecede ""Moderate'" Fenilketoniiri

Fenilalanin hidroksilaz enzim aktivitesi >%1 olup, kan fenilalanin diizeyi 15-20 mg/dl
(900-1200 umol/L) dir. Hastalarin tolere edebildikleri giinliik fenilalanin miktar1 20-25
mg/kg dir.

2.1.4.1.3. Hafif "Mild" Fenilketoniiri

Fenilalanin enzim aktivitesi >% 5 olup, kan fenilalanin diizeyi 10-15 mg/dl (600-900
pmol/L) dir. Hastalarn tolere edebildikleri giinliik fenilalanin miktar1 25-50 mg/kg dir.

2.1.4.2. Hafif "Mild" Hiperfenilalaninemi

Fenilalanin hidroksilaz enzim aktivitesi >% 30 olup, kan fenilalanin diizeyi <10 mg/dl

(<600 pmoV/L) dir.

2.1.4.3. Kofaktor Tetrahidrobiopterin (BHy) Eksikligine Bagh

Hiperfenilalaninemi

Hiperfenilalaninemilerin %2'sini olusturur. BH,4 {iretiminde rol alan enzimlerin birisi
(Dihidropteridin rediiktaz, 6-piruvoil sentetaz, GTP siklohidrolaz) eksiktir. BH4 fenilalanin,
tirozin ve triptofan hidroksilaz enzimlerinin kofaktoriidiir. Tirozin ve triptofan hidroksilaz,
dopamin ve seretonin sentezinde esansiyel enzimlerdir. Giiniimiizde hiperfenilalaninemisi

saptanan hastalarda BH4 diizeylerine bakilarak erkenden tani konulabilir.



2.1.5. Diger Hiperfenilalaninemi Tipleri

2.1.5.1. Benign Hiperfenilalaninemi

Infantin kan fenilalanin diizeyinin 20 mg/dl'den daha az olmak iizere yiikselmesi ve
idrarda fenilpiruvik asidin atilmasidir. Hastalarda fenilalanin hidroksilaz enziminin kismi
eksikligi vardir. Residiiel enzim aktivitesi %1-35 arasindadir. Tarama testlerinde tan1 konulur.
Diyetsiz de hastalarin gelisimleri normaldir. Serum fenilalanin diizeyi 10-20 mg/dl arasinda

seyreder. Diyetten protein kisitlanir.

2.1.5.2. Gegici Neonatal Hiperfenilalaninemi

Bu bozukluk, karacigerde fenilalanin hidroksilaz enzim sisteminin gecikmis
gelisimine baghdir. Kalitsal degildir ve kan fenilalanin diizeyleri ilk zamanlar 12 mg /dl yi
gecebilir; ancak yenidogan gelistikce derece derece normal diizeylere iner.
Hiperfenilalanineminin daha az ciddi formlar1 (FKU varyantlar1 olarak da adlandirilir.)
fenilalanin hidroksilaz enzimindeki kismi eksiklige bagli olarak meydana gelir. Tipik bir
varyant da fenilalanin hidroksilaz aktivitesi normalin %6 smdan daha azdir ve ketoniiri

goriilebilir veya goriilmeyebilir (13).

2.1.5.3. Maternal Fenilketoniiri

Fenilalaninden diisiik diyetle beslenmeyen fenilketoniirili bir kadin hamileligi
sirasinda bebek etkilenerek meternal Fenilketoniiri sendromu olusur. Maternal HFA’da erken
gebelik doneminden itibaren fetal/maternal fenilalanin orani ytiksektir. Plasental transportta
fenilalanin diger nétral aminoasitlerle yarisa girerek fetiisiin biiyiimesini yavaslatir, organlarin
normal gelisimini engeller. Fetiiste anomali siklig1, anne kan fenilalanin diizeyi ile iligkilidir.
Hiperfenilalaninemik annelerden dogan g¢ocuklarin %80’ninden fazlasinda diisik dogum
tartisi, mikrosefali, dismorfik yiiz goriiniimii, gelisme geriligi, kalp ve biyiik damarlar
ilgilendiren dogustan malformasyonlar gibi bulgular gelismektedir. Fetusta anomali siklig1
anne kan fenilalanin diizeyi ile iligkilidir.(10). Bu ylizden gebelik 6ncesi diyet kontroli ile

fenilalanin diizeyleri diistirtiliir.
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2.1.6. Fenilketoniiride Klinik Bulgular

Hastalik konviilsiyonlar, mikrosefali, egzema ve skleroderma benzeri deri lezyonlari, bazi
hastalarda sa¢ ve g6z renginin agik olmasi ve 6zel bir idrar kokusu (kiif kokusu) ile karakterizedir

(4,11,12).

Hastalarin yarisinda ilk ayda semptom goriilmeyebilir. Semptom gdésteren vakalarin
yarmnsinda ilk bulgu kusmadir. Motor-mental gerilik en ¢arpici bulgudur. 6-7. aylarda fark
edilir. Fenilketonlarin beyinde serotonin enzimatik sentezini engellemelerine bagli olarak
diisiik serotonin diizeyinin bu hastalardaki zeka kusurlarmin nedeni olabilir. Ayrica
fenilglutaminin olusumunda fazla glutamin kullanilmasma bagl olarak, kronik glutamin

azliginm beyin hasarinda dogrudan etkili olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Genel olarak alt1 ay civarinda FKU’li ¢ocugun akranlarindan geri oldugu fark
edilmeye baslanir. Fenilketoniirili ¢ocukta bas kontrolii, oturma ve yiirlime evreleri gecikir.
Cocuk etrafla ilgisizdir (4). Daha biiyiik cocuklarda ciddi hiperaktivite, cevresine ve kendisine
zarar verme, sizofrenoid ve asir1 heyecanlanma otizm tarzinda davranis bozukluklari, amagsiz
hareketler, ritmik sallanma ve titreme goriilebilir. Beyinde gelisen kusurlu miyelinizasyon
yiiziinden sik epilepik nobetler goriilmektedir. Norolojik bulgular, diyet ve antikolviizan

tedaviye cevap verir.

EEG degisiklikleri (%75-95), yiiriirken adimlarinin kisa ve rijit olmasi, minimal beyin
sendromunu taklit eden bulgular, ajite davraniglar ve parmaklarda para sayma hareketi,
mikrosefali goriiliir.

Sag, cilt ve gbz rengi aciktir. Sar1 sa¢ ve mavi goz vakalarin ancak %60 ‘inda bulunur.
Deri ve sagtaki hipopigmentasyon artan fenilalanin konsantrasyonu ile tirozin hidroksilazin
kompetitif inhibisyonu yliziindendir. Tirozin hidroksilaz aktivitesinin inhibisyonu, tirozinin
DOPA’ya déniisiimiinii ve melanin olusumunu onler. Boylece etkilenmis ve tedavi edilmemis

bireyler mavi gozlii, kumral sacli ve acik tenli olurlar (13,14).
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Ekzamat6z cilt lezyonlar1 (%20-40) viicudun duyarl yerlerinde goriiliir. Vakalarin
%20 sinde cilt hipopigmente, kuru ve piirtiikliidiir. Dogustan kalp hastaliklar1 FKU*‘de genel
populasyondan daha yaygindir (15). Bircok ¢ahsma FKU'li bireylerin yiiksek osteopeni
insidansina sahip oldugunu gostermistir 16,17). Fenilalanin yan metaboliti fenilasetik asitin

swvilarda ve idrarda artmasina bagh fare sidigi, kiif kokusu hissedilir.

Tedavi edilmemis fenilketoniirili gocuk ve yetiskin IQ'larinin 40 oldugu ve sadece %4 ya da
daha azinin IQ'sunun 60'mn {izerinde oldugu bilinmektedir (14). Fenilketoniirili bireyler yasamlarimin
ilk yilinda tedavi edilmezlerse 1Q'larinda 50 puan azalma oldugu hesaplanmistir (18).

Defektif miyelin olusumuna, ndrolojik anormalliklere ve zeka geriligine neden olan
mekanizma tam olarak bilinmiyor. Fakat fenilalanin ve {riinlerinin birikimi sonucu sinir
sistemindeki metabolik yollarin isleyisinde herhangi bir bozukluk ile iligkili olabilecegi

disiiniilmektedir (19).

FKU beyindeki ana ndrotransmitterlerden biri olan dopamin iiretimine de etki eder.
Beyin, dopamini tirozin amino asidinden yapar. Diyetlerinde yeterli tirozin tiiketmeyen FKU
hastalar1 yeterli miktarda dopamin iiretemezler. Beyindeki diisiik dopamin seviyeleri
(zayiflamis kognitif fonksiyon ile sonuglanan) sinir hiicreleri arasindaki normal iletisimi bozar
ve bu zayiflamis mental fonksiyon ile sonuclanir. Bazi calismalar gdsteriyor ki FKU
hastalarmnin sinir hiicreleri de tirozini absorbe etmekte zorluk c¢ekiyor. Bu anormallik, yeterli

tirozin diyeti alan baz1 hastalarin neden hala 6grenme giicliigii cektigini gosteriyor (20).

12



Tablo 4. Fenilketoniirili hastalarin bazi klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Norolojik Mental retardasyon, amagsiz sterotipik hareketler,
konviilsiyon, miyelin olusumunda bozukluk

Bas Mikrosefali

Deri Acik renk, kuruluk, egzema, skleroderma benzeri
lezyonlar

Saglar Acik renk

Gastrointestinal |Yenidogan doneminde kusma

Gozler Acik renk gozler, baz1 vakalarda katarakt

Diger Idrarda kiif kokusu

Radyolojik Beyinde kalsifikasyon

Laboratuar Fenilalanin hidroksilaz eksikligi, Hiperfenilalaninemi,
fenilpiriivik asidemi, idrarda hidroksifenilasetik asit,
fenilpiriivik asit, fenilasetik asit ve fenilasetilglutamin
atiliminda artma

2.1.7. Tarama ve Tam Testleri

Fenilketoniirinin erken tanis1 ve mental gerilik olusturan beyin hasarmin onlenmesi

icin idrar veya kan tarama testi yapilir. Fenilketoniiri hastaligi ile dogan bebegin, beyni

etkilenmeden, erken olarak taninmasi ¢ok onemlidir. Bu amagla gelistirilmis her yenidogan

cocuga uygulanabilen bir tarama testi vardir. Dogumdan 72 saat sonra 6zel bir filtre kagidina

alman 2 damla kan teshis i¢in yeterlidir. Hasta bebek hayatin ilk giinlerinde tanindiginda

uygun diyet tedavisi ile zeka geriligi onlenebildigi i¢in geligsmis iilkelerde tiim yenidoganlarin

fenilketoniiri yoniinden taranmasi zorunlulugu vardir.
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2.1.7.1. idrar tarama testi (Ferrik Kloriir testi)

Idrarda fenilpiriivik asit arama esasina dayanir. Test i¢in idrarm taze olmasi ve pH’1nin
2-3 olmas1 Onemlidir. Testten Once bebekler en azindan 24 saat siire ile siit ile
beslenmelidirler; c¢iinkii proteinden fakir diyetle beslenen bebeklerde fenilketoniiri gizli
kalabilir. Test, 5 mL idrar lizerine %5-10’luk FeCl3 ¢ozeltisi damlatilarak yapilir. Yesil renk
olugmasi, idrarda 40-50 pg/mL fenilpiriivat oldugunu gostertir.

2.1.7.2. Kan tarama testi (Guthrie testi)

Serumda artmis fenilalanin diizeyini saptamak i¢cin yaygin olarak kullanilir. Test
Bacillus subtilis i¢in kiiltlir ortaminda (Bacillus subtilis adli mikroorganizmanm emdirildigi
disk seklindeki filtre kagidinda) fenilalanin yetmezligi olusturulduktan sonra yiiksek diizeyde
fenilalanin igeren kan 6rneginin eklenmesiyle anlamli diizeyde bakteri gelisiminin gdzlenmesi

esasina dayanir (Sekil 2).

1965 yilinda Amerika’da New York’da Dr.Robert Guthrie ¢cok sayida yeni dogan etkin
taranmasina elverigli tarama testini gelistirmistir. Sonrasinda tiim yenidoganlara Gutrie testi
ile tarama zorunlu hale getirilmis tilkemizde ise ilk olarak 1983 yilinda Ankara’da bir
calismada fenilketoniirinin sikligmin yliksek oldugu saptanmig 1986 yilinda Saglik
Bakanligi’nin organizasyonu ile ilk olarak 36, ardindan biitiin illeri kapsayacak bir yenidogan

tarama programi basglanmistir.
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Bakteribuyiime z onu ¢api

kan fenilalanin diizeyi ile dogru orantilidix

e

Filtre kagidina
emdirilmis
hasta kam

Basillus suptilis ekilmis Agarli Besiyeri

Sekil 2.: Yenidogandan tarama amagli Guthrie kagidina kan alimi

Ornek almirken miktarmin yetersiz olmasi, kamin filtre kagidma yeterince
emdirilmemis olmasi, kan ornegi alman filtre kagidindaki bolgede yirtiklar olmasi, kan
orneginin yeterince kurutulmadan zarfa konmasi, filtre kagidinin kapiller tiip ya da enjektore
alman kan ile doldurulmasi da tarama amacgl kanin test i¢in uygun olmamasina neden

olacaktir.

Miadinda dogmus, saglikli bir yenidogandan en uygun kan alim zamani dogumdan
sonra 48-72 saattir. Amac¢ anne siitii ya da mama ile beslenen bebegin kan fenilalanin
diizeyinin yiikselmesi i¢in bebege gerekli siireyi tanimaktir. Eger yenidogana diyaliz ya da
transflizyon uygulanmasi gerekiyorsa, hastanin durumu elveriyorsa bu islem yapilmadan once
kan Ornegi almmalidir. Eger diyaliz ya da transflizyon uygulanmadan once Ornek
almamamigsa, ilgili hekim, plazma ya da eritrositler bebegin kendi metabolik durumunu
tekrar yansitabilecegi donemde 6rnegin tekrar alinmasimni saglamalidir (Son transflizyondan 24

saat sonra ve 6. giinde).
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Yenidogan tarama sonucu pozitif ¢ikan, ileri degerlendirilmesi gereken vakalarda
plazma fenilalanin ve tirozin diizeyleri kantitatif olarak belirlenir ve sekonder HFA nedenleri
acisindan ayirict tan1 yapilir. Klasik FKU disinda primer HFA diisiiniilen vakalara biyopterin

metabolizma bozuklugu ayirici tanist icin BHy yiikleme testi uygulanir.

Teknolojik ilerlemelere paralel olarak yeni tarama yontemleri gelistirilmistir. Bu

yontemlerin duyarlhilik ve 6zgiinliigii Tablo.5’te belirtilmistir.

Tablo 5. Fenilketoniiri taramasinda kullanilan yontemler

Test Duyarhihk |Ozgiinliik |[Tarama Testin karmasikhg
kapsama

Guthrie Orta Orta Diisiik Diisiik

Florometrik Yiiksek Yiiksek Diisiik Orta

Enzimatik Orta Yiiksek Diisiik Orta

HPLC (Yiiksek basmgh |Yiksek Yiiksek Orta Yiiksek

s1v1 kramatografisi)

Kagit veya ince Diisiik Orta Orta Diisiik

tabaka kramotografisi

Ardisik kiitle Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek

spektrometrisi

2.1.7.3. Fenilketoniirinin Prenatal Tanisi

Klasik fenilketoniiri, fenilalanin hidroksilaz enzimini kodlayan gendeki 40 ya da daha
cok mutasyonun neden oldugu bir hastalik grubudur( 21). Linsky ve arkadaslar1 ilk kez 1984'te
FAH lokusunu 12. kromozomda ve 12q distal par¢asinda gostermislerdir. (22). FAH geni 13 ekzon
icerir, 90 kb'dir ve 2.5 kb'lik mRNA'y1 kodlar (23,24). FAH geninin normal {iriinii 452 amino asit
iceren FAH proteinidir (25).
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Herhangi bir mutasyonla ilgili siklik toplumlar arasinda farklhidir. Hastalik siklikla c¢ift
heterozigottur. Yani fenilalanin hidroksilaz geni her alelde farkli mutasyona sahiptir. Bu
karisikliga ragmen bir¢ok toplumda vakalarin ¢ogu az sayida (6-10) mutasyon sonucunda

olusmaktadir.

2.1.8. Fenilketoniiri Tedavisi

Klasik Fenilketoniiride tedavinin amaci beyin hasarinit 6nlemek veya en aza indirmek
icin viicut sivilarinda fenilalanin ve metabolitlerini azaltmaktir. Bu diyetten fenilalaninin
kisitlanmasi ile saglanabilir. Kan fenilalanin diizeyi 3-15 mg/dl arasinda olacak sekilde diyet
ayarlanir. Yeterli kalori ve vitamin saglanmalidir. Tirozin de esansiyel bir aminoasit oldugu
icin hastanin diyetinde yeterli miktarda bulunmalidir. 6 yasindan sonra diyet biraz

gevsetilebilir.

Fenilketoniirili annenin hamileliginde diyet uygulanmaz ise abortus riski artar. Fetusta
mikrosefali, kalp anomalisi goriiliir. Diyete konsepsiyondan 6nce baslanir. Hamilelik boyunca
kan fenilalaninin 10 mg/dl'y1 gegmemesine ¢alisilir. Hafif "Mild" Hiperfenilalaninemide

hastalara kontrol altinda serbest diyet tedavisi uygulanmaktadir.

Kofaktor Tetrahidrobiopterin (BH4) eksikligine bagl hiperfenilalaninemi tedavisinde,
fenilalanin kan diizeylerinin diyetle kontroliiniin genel olarak higbir yarar1 yoktur. Diyet
tedavisine ragmen norolojik bulgular ilerler. Metabolik yoldaki bloktan sonra yer alan
norotransmitter Onciilleri ile, yani 5-hidroksitriptofan ve dihidroksifenilalanin (DOPA) ile

replasman tedavisi kismen yararl olabilir. BHa4, 20-40 mg/kg/giin oral verilir.

Fenilketoniirili ve Hiperfenilalaninemili hastalarda gilinimiizde uygulanan tedavi,
fenilalanin alinimmin kisitlanmasmi saglayan yari sentetik 6zel bir diyettir. Diyet ile
bireylerde fenilalanin almimi kisitlanmakta ve bdylece mental bozukluklar 6nlenmektedir.
Ancak yas ilerledikce bu tedavinin uygulanmasi giiclesmektedir. Ozellikle adolesan
doneminde bircok hasta diyet tedavisine dikkat etmemektedir. Bu uygulama giicliikleri
nedeniyle arastirmacilar diyet tedavisine alternatif olarak gen tedavisi veya enzim replasman

tedavisi gibi tedavi modellerini gelistirmeye caligmaktadirlar.(26).
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2.2. Prolidaz

2.2.1. Prolidazin Tanim

Bergmann ve Fruton1937 yilinda bilinen dipeptidazlardan farkli olarak glisin- prolini
hidrolize eden bir enzimi tanimlamiglardir. Bu enzim prolidaz olarak adlandirilmis ve birgok
hayvan dokusunda varligi gosterilmistir (28). Enzim yaklasik 70 yil once bulunmasma

ragmen 6nemi 35 yil 6nce eksikligi calismalar1 yapildiginda anlasilmistir (28).

Prolidaz hidrolazlar smifina ait, Mn™ ile aktive olan bir metalloenzimdir (29,30).
Uluslar aras1 smiflandirmaya gore; EC 3.4.13.9 smifinda yer alir. Hidrolazlar ¢esitli baglarin
hidrolizini kataliz ederler. Bu baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagin1 da igeren
baz1 bazlardir. Prolidaz enzimi karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin

iceren dipeptitlerin hidrolizini katalizler

2.2.2. Prolinin Yapisal Ozellikleri ve Onemi

Prolin esansiyel olmayan bir imino asittir. Glutamatin halka yapisindaki bir tiirevidir.
Prolin sentezinde glutamatin y-karboksi grubunun ATP ile tepkimeye katilmasi sonucu v-
glutamilfosfat olugsmaktadir. Bunun NADPH ile indirgenmesi sonucu olusan glutamat -
semialdehit sonra kendiliginden A-prolin-5-karboksilat olusturmak {izere halkalagmakta ve bu
yapt indirgenerek prolini olusturmaktadir. Prolin katabolizmasinda prolin oksidaz ile
prolinden olusan A-prolin 5-karboksilat, glutamat y-semialdehit ile ornitine transamine

olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir.

Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hem de a karbon

grubuna bagl olarak siklik bir yapiya yol agmasidir (Sekil-3).
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chain

side
c’EHE imp
H,CH, o -

Praline (Pro) P

aming  group carboxyl group

Sekil 3. Prolin ve diger bir aminoasidin yapisal goriintimii

Benzersiz yapisal 6zellikten dolayr prolin bir peptit sekansina girdigi zaman 6nemli
konfarmasyonel 6zellikler gosterir. Bu aminoasidin siklik yapisi polipeptit omurganin yapisal
yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapismin sonucu olarak higbir
fonksiyonel grup icermez ki bu durumda hidrojen bagina veya peptit bir bagin rezonans
stabilizasyonuna katilmay1 engeller bu nedenle prolin a helix veya [ tabakali sekonder
yapilarina uyumlu olmayan tek amino asittir. Kemik, tendon ve destekleyici membran
dokularim1 ana bileseni olan kollejen, prolinin yapisal 6zelliklerine belirgin bir sekilde

baghdir.

Prolinin siklik yapist a-karbon ve nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon acisini
smirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplar1 arasindaki siterik
engelleme veya elektrostatik repulsiyona baghdir. Prolin potansiyel bir yapi1 kirict olan ve
peptit zincirlerinin yoniinii degistirme egilimine sahip, peptit zincir i¢ine sabit bir egim
takdim eder. Proteinlerin yiizeyindeki ters bir doniis veya sa¢ tokasi egimi seklinde onemli

yapisal olayn proteinler i¢indeki en 6nemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir.

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en 6nemli amino asitlerdir. Prolin
tirevleri olan 3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karigik fonksiyonlu oksigenazlar
kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir (Sekil 4).
Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile pargalanmasi sonucunda glioksalat ve piriivat

olusmaktadir.
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Prolin, biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyonuna karsi korunmasini
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekiirsorlerinin post-translasyonel
modifikasyonlarinin regiilasyonunda agik¢a bellidir. Polipeptit zincirinin i¢inde yerlesik olan
prolin amino asitleri, zincirlerin enzimatik silireci Oncesinde modifikasyon bdliimiinde
bulunur ve polipeptit zincirinin hassasiyetini proteolizle simnirlayan yapisal unsurlar olarak
hareket eder. Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda goérev alan
ekzopepdidazlarin 6zelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir. Pek¢ok biyolojik olarak
aktif peptitlerin amino wucuna yakin yerlerde ortaya c¢ikan prolin goézlemiyle

desteklenmektedir .

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-prolin amino
asitlerin hiicre dig1 havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin ve alanin amino
asitleri takip eder. Hidroksiprolin 6ncelikle viicut sivilarinda oligopeptitlerde bulunmaktadir.
Insanlarda hidroksiprolinin yapis1 4-hidroksi —L-prolin seklindedir ve viicut sivilarinda daha
az bulunur (Sekil 4). Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin peptide bagli prolinin

hidroksillenmesi ile olugsmaktadir (31).

COOH OOH o\ [ COCH
. - » : COCH
H H H H

L-Prolin 4-Hidroksi-I.-prolin 3-Hidroksi-1 -prolin D-Prolin
Sekil-4:. Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin izomerleri
Prolin ayrica Kreps ve lire dongiileriyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongliyli birbirine baglayan bir pozisyondadir

(Sekil 5). Prolinin karbon zincirinden Krebs dongiistine gecisi, tiim dokularda bilinen klasik

yoldan 2-oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (32).
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PROLIN

A:Prolin-S-kaiboksilik asit

W
GLUTAMIK ASIT \\
/ ORNITIN
U]

-

URE
DONGUSU

Gama-amino
butirik asit

I“JI'C

DONGUSU

Siiksinik asit

Sekil-5. Prolinin metabolik yollarla baglantisi (Scriver 1978)

2.2.3. Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi birgcok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gdosterir.

Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metalloenzimdir. Mn" prolidaz enzimi aktivitesini 5-10

kat arttirmaktadir. Mn"*’a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi i¢in aktif merkezinde

arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmas1 gerekir (31).

Proteazlar hep monomer yapida olmasma ragmen tiim prolidazlar dimer yapi

gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (33). Prolidaz glikoprotein

yapisindadir ve agirlik olarak %35 karbonhidrat igermektedir. Prolidazin saptanan sekonder

yapisinda a-heliks (%33), B-tabakali (%41) ve 30 potansiyel beta baglant1 bolgelerine esit bir

sekilde dagilmis hidrofobik ve hidrofilik alanlar bulunmaktadir. Enzimin primer siras1 bilinen

proteinlere benzemez fakat bazi swralart (%29°dan fazlasi)) F-ATP az’m o ve f

subiinitelerinin sirasina benzerlik gostermektedir (31,34).
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Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Bu da sisteinin enzimin aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gosterir. Dogal enzim
icin optimum pH: 7.6-7.8’dir ve izoelektironik nokta pH:4.4-4.5 olarak saptanmis olup bu
deger yapidaki asidik amino asitlerin varligmi belirtmektedir (31)Enzimin karakteristigi
arastirildiginda DEAE (Dietilaminetil) seliiloz dizi kromatografisinde prolidazin iki pik
verdigi goriiliir (33).

Bai Hu 1992 yilinda yapmis oldugu calismada prolidazda her monomer i¢in iki aktif
bolgenin oldugunu saptamis ve enzimin duruma bagl olarak bu iki aktif bélgenin substrat
spesifikligi ve Mn™ ile preinkiibasyon ortamindaki aktivasyon bakimindan da farklilik

gosterdigini ortaya koymustur (33).

2.2.4. insan Prolidazinin Primer Yapisi ve Gen Lokalizasyonu

Prolidaz geni sembolii PEPD’dir ve insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda
lokalizedir (19p 13,2 bolgesi). insan cDNA ‘s1 1482 baz ¢iftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (34). Enzimin komplementer DNA klonlar1 insan

karacigeri ve plesental cDNA bankalarinda izole edilmistir.

Prolidazin niikleotit siras1 saptanmistir. Enzim amino asit olarak X-Ala-Ala-Ala siras1
ile baslamaktadir (35) Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri igerir, bu aktiviteyi
engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (31). Amino asit sirasinin
saptanmast ve gen lokalizasyonu, enzimin eksikliginin sebep oldugu kalitsal hastaligin
temelinin anlagilmasi bakimindan 6nemlidir. Prolidazin genomik siras1 olduk¢a genistir. En
az 130 kb ve 15 ekson icermektedir. Ekson intron baglantilarindaki tiim konformasyonlar

GT/AG kuralina uymaktadir (Sekil 6). Kodlama siras1 genomik siranm % 2 ‘sinden olusur.
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Sekil 6. Prolidaz genini i¢eren kromozom 19 (Endo ve Taloue 1989)

2.2.5. Prolidazin izoenzimleri

Dietilaminoetil selilloz dizi kromatografsi (DEAE) ile deri fibroblast kiiltiirliileri ve
normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir (36).
Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi
ile baz1 kimyasal 6zellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (37). Bu iki izoenzimi ilk izole
eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve arkadaglar1 1987 ve 1989
yilinda (38,39). Ohhashi ve arkadaslar1 ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi

basarmuslardir.

[zoenzimlerin molekiil agirliklar1 saptanmis ve prolidaz I’in molekiil agirhigmm 112
kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekiil agirhiginda 2 subiiniteden olustugu
(56kDa) bulunmustur (37). Prolidaz II ‘nin ise molekiil agirhiginin 185 kDa oldugu ve
birbirine es iki subiiniteden (95 kDa) olustugu gozlenmistir (40,41).
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Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan c¢alismalarda prolidaz 1 ‘in tiim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi bulunmustur.
Cosson ve arkadaglar1 1992 ‘de prolidaz II nin gly-pro dipeptidine kars1 diistik bir aktivite
gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek preinkiibasyonun
uzamasi ile aktivitenin onemli 6lgiide diistiigiinii gostermislerdir. Prolidaz II’nin en yiiksek

aktiviteyi gly-pro yerine met-pro ‘ya karsi gosterdigi saptanmstir (37).

Prolidaz I't in vitro tespit etmek i¢in optimum sartlar; 1Mm MnCl,
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica Mn™
konsantrasyonunun ytikseltilerek zamanm azaltilabilecegini ya da yiiksek preinkiibasyon
1s1s1, diisik MnCl, konsatrasyonu ve diisiik preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi
kaydedilmistir (42). Cosson ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismalarda prolidaz I ve prolidaz II’yi
kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini

bulmuslardir (Tablo 6) (43).

Tablo-6. Prolidaz I ve Il izoenzimlerinin doku dagilimlar1 (%) (Cosmos ve Myara 1992)

Prolidaz I Prolidaz I1
Karaciger 53 47
Bobrek 62 38
fleum 53 47
Jejenum 53 47
Duadenum 42 58
Pankreas 22 78
Mide 42 58
Dalak 52 78
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
Iskelet kasi 34 66
Eritrositler 51 49
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Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamislardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobilin, a, makroglobulin ve o; antitiripsinin prolidaz II’'nin aktivitesinde etkili
olmadigi, fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibisyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdig:
goriilmiistiir. Albuminin bu inhibitdr etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II’nin

aktivitesinin olmadig1 a¢iklanmistir (43).

Saf insan bobrek prolidaz I’in agaroz jel elektroforezindeki goriildiigii bolge a; globulin
bolgesidir. Izoelektrik noktasmin 4,65 oldugu titrasyon egrisinden bulunmustur. Bu nokta

insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar i¢inde gecerli olmaktadir.

Cesitli insan dokularindan alman prolidaz I izoenzimi tavsan immunglobilinleri ile
capraz reaksiyon verir fakat ayni immunglobilinler prolidaz II ile reaksiyon vermez. Bu
durum hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalarin dokular1 ve plazmalarindan
prolidaz I arastirmalarinda bir spesifik immiinoassay yontem gelistirilebilecegini akla

getirmistir (42).

2.2.6. Prolidaz inhibitorleri ve Aktivatorleri

Yapilan ¢aligmalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn"™? iyonu yerine bagka
metal iyonlarmin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu ¢aligmalar domuz bdbrek
prolidazi iizerinde 1957 yilinda yapilmistir. Fe+2, Co+2, Ni+2, Cu+2, Zn +2, Cd+2, Agﬂ, Hgﬂ,
Pb"™? ve Pt™ iyonlarmm prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001-0,0004 M
araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite
saglandig1 ancak glutatyonun yiiksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu
bulunmustur. Ayni arastirmacilar iyodoasetamin ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi

inhibe ettigine deginmislerdir (44).

Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2 siklopentadikarboksilikasit
tarafindan kompetatif inhibisyonunda K; ‘in pH ‘ya bagh olarak izledikleri yolu
arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6 ‘da baglandigin1 bununla

birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini gérmiislerdir (45).
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2.2.7. Prolidazin Kollajen Yapim ve Yikiminda Onemi

Kollajenler, hayvansal bag dokunun temel bileseni olup viicutta en fazla bulunan
proteinlerdir. Bag doku iskeletinin yapismni olusturan kollajen, inflamasyon ve yara
tyilesmesinde temel rol oynar. Kollajenin aminoasit kompozisyonu %33 glisin, %20-25
prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Farkli genler tarafindan
kodlanan en az 15 tip kollajen vardir. Tip I, II, III, V ve XI fibriller kollajen olarak
isimlendirilir. Kollajenler bircok dokuda fibroblastlar tarafindan sentezlenirler. Ribozomlarda
preprokollajen olarak baslayan sentez sitozolde prokollajen seklinde devam eder ve hiicre dis1
alanda tropokollajen ve kollajen olusumu ile sonlanir. Kollajen molekiilleri alfa zincirleri ad1
verilen, birbiri etrafinda tiglii heliks halinde sarilarak ip benzeri yapi olusturan iig
polipeptitten meydana gelir. Polipeptit yapilarinin her ii¢ pozisyondan birinde en kiiciik
aminoasit olan glisin bulunur. Glisin heliksin {i¢ zincirinin bir araya geldigi kisithh alana
sigmaktadir. Glisin kalintilari, Gli-X-Y olarak tekrarlayan, X’in genelde prolin ve Y’nin
hidroksiprolin veya hidroksilizin oldugu zincirin bir pargasidir. Kollajen diger bir c¢ok
proteinde bulunmayan hidroksiprolin ve hidroksilizin igerir. Hidroksiprolin kollajenin tiglii
heliks yapisinin dayanikligini saglamada 6nemlidir. Kollajenin yar1 dmrii 50-300 giindiir. Bu
omiir; gelisme, biiylime, doku yapimi ve yara iyilesmesi gibi durumlarda uzar. Kollajenlerin
yikimi1 genellikle notral Ph’da aktif olan pek c¢ok matriks metalloproteinazlarinin
(kollajenazlar) sinerjistik aktivitesinin bir sonucudur. Bununla birlikte jelatinaz,
stromelizinler, polimorf elastaz ve katepsin gibi nonspesifik proteinazlar da bu yikima
katilirlar. Kollajenazlar; fibroblast, kondrosit, osteoblast ve endotelyal hiicrelerden latent
proenzim formunda salinirlar ve plazminle aktivasyonu takiben capraz bagli kollajeni
parcalayarak dipeptitlere ayirirlar. Bu dipeptitler de prolidaz, prolinaz ve diger dipeptidazlar

tarafindan serbest aminoasitlere pargalanirlar.
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Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen
dejenerasyon irlinleri ve diger Xaa—Pro dipeptidlerin metabolizmasi olduguna
inanilmaktadir. Prolidaz, C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre i¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiliye girer ve yeni protein
sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (28,46)Kollajen yapisindaki
amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan, prolidaz kollajen
yikiminda ©nemli rol oynamaktadir (47) Prolidaz, hiicre i¢i protein yikimimin son
basamaginda, 6zellikle yiiksek miktarda prolin iceren prekollajenin yikimi asamasinda rol
oynamaktadir (42,43). Enzim icin substrat kaynagi kollajen olup imminopeptidler kollajenin
yikimmin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir. Kollajen yikimimda prolidaz ve prolinazin

yeri asagidaki sekilde goriilmektedir (Sekil-7).

lleri sentez

X-Pro-COOH

X-Hyp PROLIDAZ
v
Koi1 NENHLInjnodipcptid]cr
droksi idraria
N athr
NH-Pro-X ROLINAZ
NH-Hyp-X

Ileri sentez

Sekil 7. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara 1984) (49)

Prolidaz, beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda Onemli rol oynar (48). Prolidaz, C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu i¢in spesifitesi yiiksektir (33). Prolidaz eksikligi prolinin
normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde biiyliik miktarda
hidroksiprolin iire ile digar1 atilir. Prolidaz enzim aktivitesi eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarda
cok digsiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz.
Iminopeptidiiri, ayn1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastalig1 gibi durumlarda
da tanimlanir. Fakat iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha yiiksektir.
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Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokularda anormalliklerle karakterize bir
sendromla sonuglanir. Bu nadir goriilen genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak
gecmektedir. Prolidaz geni bagka bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili

olmasi agisindan Snemlidir.

Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen onemi, son yillarda eksikligi
ile ilgili caligmalarla iyice anlasilmistir (50,51). Bu ylizden bu konuda az sayida calisma
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu da eritrosit prolidaz: ile ilgili olup serum prolidazi
hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental
gerilik, tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar ile karakterize bir klinik tablonun ortaya
ciktig1 bildirilmistir (48,52). Prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz I aktivitesinin deri

fibroblast kiiltiiriinde ve kan hiicrelerinde azaldig1 da gdsterilmistir (53).

Fetal biiylime sirasinda kollajen turnoverinin yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.
Dismatiir bebeklerde prolidaz aktivitesi (amniyotik sivida) anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Bu nedenle prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun derecesini gosterdigi
disiiniilmektedir. Amniyon sivisinda dlgiilen prolidaz aktivitesinin fetal matiirasyonun ve
gelisme geriliginin bir indikatorii olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir. Ayrica kollajen
metabolizmasinda bozuklukla seyreden silikoziz hastaliginin tedavisinde de prolidaz
enziminin kullanilmas1 hedeflenmektedir. Boylece hizla kollajen yikimai ile seyreden silikozis
hastalarinda prolidaz enzim aktivitesinin artirilmasi tedavide faydali bir yaklasim olarak

disiiniilmektedir (54).
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3. MATERYAL - METOD

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

®
Santrifiij Universal 30 RF

®
Hassas terazi Sartorius

Dijital pH-metre (Hanna”™, pH 211 model Japon)
®
Vorteks DCA-VF-2

®
Sicak su banyosu Niive BM 402

. ®
Visible spektrofotometre Jasco V-530 UV/VI3 Spectrofotometri

Derin dondurucu (-80 °C - Derin dondurucu (New Brunswick Scientifi”, C54285)

®
Deiyonize su Cihazi (Barnstead )

Otomatik pipetler

3.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Adi Formiilii Firma ve Katalog no
L-Prolin Cs H,NO, Sigma® P-0380
Glisil-Prolin C7 HoN,O; Sigma® G-3002
Magnezyum klortir MgCl,6H,0 Riedel ® (IV) hidrat
Glasiyel asetik asit CH;COOH Merck® 541
Ortofosforik asit H;POy4 Merck® 541

Trizma HCI C,H,NO;HCI Sigma®“T-3253
Trizma BASE C4H;NO; Sigma® 93349
Ninhidrin CoHgO4 Sigma®™ N4876
Mangankloriir (1)hidrat MnCl,H,O Merck®5917
Glutatyon GSH Merck®

Siilfiirik asit H,S0, Merck®™

Sodyum kloriir NaCl Merck®
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O-Dianisidine dihydrochloride Ci4H16N20, 2HCI Sigma®

Hidroklorik asit HCl Merck®
Ferroz amonyum stilfat Fe(NH4)2(SO4), 6H,O Merck®
Hidrojen peroksit H,0, Merck®™
Xylenol orange C31H3N,O5S Sigma®
Glycerol CH,OHCHOHCH,OH Merck®

3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Bu c¢alismamizda; yenidogan tarama testi (Guthrie testi) siipheli bulunduktan sonra
kontrol testleriyle hastaligi kesinlesen 30 fenilketoniiri hastas1 ile ayni1 yas ve kilo
ortalamasina sahip 30 saglikli bireyden venéz kan Ornekleri alindi. Alinan kan Onekleri
santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi. Elde edilen serum ornekleri ¢alisilincaya kadar —80 °C ‘de

muhafaza edildi. Caligma giinii serum Ornekleri eritildi ve prolidaz diizeyleri ¢alisildi

3.4. Serum Prolidaz Aktivitesi Olgiim (Optimize Chinard) Yéntemi

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim aracilig1 ile olusan prolinin asidik
ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe renk) olusturma ilkesine
dayanarak serum prolidaz diizeyr Olgilir (72,74,75,89). Rengin siddeti prolin

konsantrasyonuna baglidir ve spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Glisil-Prolin PROLIDAZ‘ Glisin + Prolin

Deney 3 basamaktan olusur:
1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI ve MnCl; ile preinkiibasyonu
2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak 6lgiilmesi
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3.5. Prolidaz Aktivitesi Ol¢iimiinde Kullanilan Ayiraglar

1. On inkiibasyon ¢ozeltisi : pH:7’de 50 mmol/L Tris HCI tamponu icerisinde, 1
mmol/L GSH , 50 mmol/L MnCl , ¢ozdiiriildii.

2. Substrat ¢ozeltisi: Oninkiibasyon c¢ozeltisi icerisinde 144 mmol/L glisil-prolin

dipeptidi ¢ozdiiriildii. Ancak substrat ¢ozeltisi i¢in pH:7.8’lik Tris HCI tampon kullanildi.
3. Tepkimeyi durdurma ¢ozeltisi : 1 mL glasiyal asetik asit kullanildi.
4. Ninhidrin ¢06zeltisi (modifiye (optimize) chinard c¢ozeltisi) : 0.5 mol/L’lik

ortofosforik asit igerisinde 3 g/dL olacak sekilde ninhidrin manyetik karistirict ve 1s1

yardimiyla 70 °C*de eritildi.

5. Prolin standardi: 5 mg L-prolin bir miktar deiyonize su igerinde ¢ozdiiriiliip son

hacmi 100 mL ye tamamlandi.

islem

a-) Yontemde, 100 pL serum ile 100 pL serum fizyolojik karistirilip bu karigimdan 25
pL alinip, 1 mmol/L GSH ve 50 mmol/L MnCl, pH 7 ‘de 50 mmol/L Tris HCI] tampondan
olusan 0n inkiibasyon soliisyonundan 75 pL alinarak 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

b-) Karigimin iizerine 144 mmol/L Gly-pro igeren substrat ¢cozeltisinden (pH 7.8) 100
uL eklenerek 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edild1.

¢-) Daha sonra inkiibasyonsuz (sifir zaman) tiipleri hazirlandi. inkiibasyonlu tiiplere
inkiibasyonun sonunda 1mL glasiyal asetik asit ilave edilerek reaksiyon durduruldu. Inkiibe
edilmemis Ornek bulunan sifir zaman tiiplerine de ayni hacimde glasiyal asetik asit ilave

edilip reaksiyon durduruldu.

d-) Inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz (n sifir zaman) tiiplerin iizerine 300uL Tris-HCl

tamponu (pH:7.8) ve 1 mL Ninhidrin ¢ozeltisi eklendi.
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e-) Yukardaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilarak 90 °C’ de su
banyosunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup beklenmeden
515 nm’deki absorbanslar substratin katilmadig1 6rnek koriine kars1 okutuldu. Olgiilen prolin
derisimleri standart olarak kullanilan 5 mg/dL’lik L-prolin ile karsilastirilarak hesapland:.
Prolidaz enzim aktivitesi birimi olarak, enzimin Gly-Prolin substratin1 parcalayarak prolin

olusturdugu basamaktaki 1 dakikada olusan pmol/L cinsinden prolin olarak tanimlanda.

3.6. Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

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

S
A: Inkiibasyon tiipii absorbans degeri
B: Sifir zaman tiipii absorbans degeri (inkiibasyonsuz)
[S] : Standart konsantrasyonu (umol/L)
S: Standart absorbans degeri

Faktor: Diliisyon degerleri/inkiibasyon peryodu

Faktor : Preink. Ortamindaki sulandirma x Ink. Ortamindaki sulandirma

Inkiibasyon zamani

Faktor:  8x2
5 b

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

S pmol prolin miktari



4-BULGULAR

Calisgmamiza katilan hasta ve kontrol gruplarinin demografik ve karakteristik bilgileri

ve bunlarin karsilastirilmasi Tablo 7°de 6zetlenmistir.

FKU’li hasta grubunda serum prolidaz enzim aktivite diizeyleri saglikli kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diistiik bulundu (p<0,001) (Tablo 8). Hasta ve

kontrol gruplarmin serum prolidaz enzim diizeylerinin karsilastirilmasi Sekil 8’de boxplot’la

da gosterildi.
Kontrol (n=30) FKU (n=30) P Degeri
Ortalama + S.D Ortalama + S.D
Cinsiyet (E/K) 15/15 17/13 >0,05
Yas (Y1) 6,06 + 2,03 5,90 £ 1,63 >0,05
Boy (cm) 106,23 £32,18 99,26 + 25,55 >0,05
Kilo (Y1) 16,16 £ 5,12 16,33 + 5,69 >0,05
BMI (Kg/m?) 16,80 + 5,34 14,92 + 4,55 >0,05

Tablo7. Fenilketoniiri hastalar1 ve Kontrol gruplarinin demografik ve karakteristik bilgilerinin

karsilagtirilmasi

Tablo 8. Fenilketoniiri hastalar1 ve Kontrol grubunun Prolidaz enzim aktiviteleri

Kontrol (n=30) FKU (n=30) P Degeri
Ortalama + S.D Ortalama + S.D

Prolidaz (U/L) 1128,28 + 123,99 971,93 + 104,34 <0,001




1400

13001
12001

1100

woo) b

Prolidaz (UL)

Z

Fenilketoniiri(n=30) Kontrol(=30)

Sekil 8: Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda serum prolidaz aktivitelerinin karsilagtirilmasi
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5. TARTISMA ve SONUC

Akraba evliliklerinin % 21.21 gibi yiiksek degerlerde oldugu tlilkemizde fenilketoniiri
gibi dramatik sonuglar doguran, otozomal resesif kalitim yoluyla kalitilan hastaliklar 6nemli
bir sorun teskil eder. Fenilketontiiri Tiirk popiilasyonunda goriilme orani en yiiksek ve diyet
tedavisi ile Onlenebilen O6nemli tek gen hastaliklarindan birisidir. Fenilketoniiri hastaligi,
fenilalanin amino asidinin (FA) tirozine doniistimiinii saglayan fenilalanin hidroksilaz
enziminde (FAH) veya bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin (BH4) sentez ve
rejenerasyonundan sorunlu olan diger enzimlerdeki bozukluga bagli olarak ortaya cikan
heterojen hastalik grubudur. FKU’niin iilkemizdeki siklig1 konusundaki yaymlar arasinda
farkliliklar olmakla birlikte ortalama 1/4500 oldugu bildirilmistir FKU tams1 klasik tani
teknikleri ile ancak dogum sonrasinda teshis edilebilirken, basdondiiriicii bir hizla gelisen
molekiiler tam1 teknikleri ile bugiin prenatal tan1 ve tastyici tesbiti yapilabilmektedir. FKU
hastalar1 hayatlarmin erken donemlerinde teshis edildikleri taktirde, fenilalaninden kisith bir
diyet uygulamasi ile olusabilecek beyin hasari dnlenebileceginden, tarama ve prenatal tani
teknikleri ¢ok biiylik 6nem arzetmektedir.

Giiniimiizde FKU en ayrmtili calisilmis dogumsal metabolik hastalik olup, kan
fenilalanin diizeyleri ile takip edilebildigi gibi enzimatik tanisi, genetik danigma i¢in prenatal
tanis1 yapilabilen ve basit bir mikrobiyolojik kompetitif inhibisyon testi olan Guthri testi ile

yenidogan taramalar1 yapilabilen bir hastalik durumuna gelmistir.

Kollajenler hayvansal dokularm ana bilesigi olup, viicutta en fazla bulunan proteindir
(56). Diger bir¢ok dokuda oldugu gibi, karacigerde de fibroblastlar tarafindan sentezlenirler.
Hepatositler ve presiniizoidal hiicrelerin de kollajen olusuna katildig1 diisiintilmektedir (57).
Kollajen, bag doku iskeletinin temelini saglar. Bircok hiicre bir kollajen matriksin i¢inde
bulunur. Hiicre, kollajen iliskisi; inflamasyon, hiicre hareketi, yara iyilesmesi, trofoblast
implantasyonu ve fetal gelisim i¢in temeldir. Kollajenin aminoasid kompozisyonu, %33
glisin, %?20-25 prolin ve hidroksiprolin, %5-11 lizin ve hidroksilizinden olusur. Ayri
genlerden olusturulan en az 24a zincirinden olusan, 15 tane kollajen vardir. Tip 1,2,3,5 ve 11
fibriler kollajen olarak isimlendirilir. Yetigkinlerdeki kollajenin %85-90°1 tip 1, %8-11"1 tip 3,
%2-4’1 tip 5 igerir (57). Kollajen sadece pek cok organ ve dokunun degil ayni zamanda
ekstraselliiler matriksin de yapisal bir bileseni olmasi nedeniyle bir¢ok organ, doku ve hiicre
patolojisinden de etkilenmektedir. Ayrica damarlarin duvarlarinda o6zellikle media

tabakasinda, farkli tip damarlarda oranlar1 degismek tizere, kollajen fibriller bulunmaktadir.
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Kollajenin metabolik dongiisiinde prolidaz spesifik bir enzim oldugu i¢in 6nemi
biiyiiktiir (58). Kollajenin yikimmda ve prolinin kollajen yapimi dongiisiine yeniden
katiliminda prolidaz aktif gorev almaktadir. Kollajen art arda birkag reaksiyonla
iminodipeptidlere ve bunlar da serbest aminoasitlere ayrilir. Bu aminoasitler genel sistemik
aminoasit havuzuna katilmadan tekrar kollajen yapimina girer. Prolin ve hidroksiprolinin her
biri kollajendeki amino asitlerin % 10'unu olusturur. Fakat hidroksiprolin kollajen sentezine
katilmadigindan ve polipeptid zincirinin posttranslasyonel modifikasyonu sonucu prolinin
hidroksillenmesiyle ortaya ciktigindan dolay: kollajendeki amino asitlerin % 20 kadarini
prolinin olusturdugu kabul edilir (59). Kollajen yikiminin son basamagi prolidaz aracilig ile
olmaktadir. Prolidaz kollajen sentezi ve hiicre gelisiminde rol alan prolinin doniisiimiinde
onemli rol almaktadir. Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo
kollajeninden imino asitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar. Prolidaz enzimi (EC
3.4.13.9) -C wucunda protein katabolizmasinda son basamakta olusan prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu i¢eren peptid bagi bulunduran bilesiklerin (X-Prolin veya X-
Hidroksiprolin) hizli hidrolizini katalizleyen tek enzim oldugu i¢in spesifitesi yiiksektir
(89,105). Bu enzimin aktivitesinin eksikligi durumu, olduk¢a nadir karsilasilan otozomal

resesif gecisli kalitsal bir hastaliga yol agmaktadir (60).

Prolidaz eksikligi prolinin normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz
eksikliginde biiyiik miktarda prolin ve hidroksiprolin iire ile digar1 atilir. Iminopeptidler gibi
aminoasitleri baglar ve sonug olarak toplam prolin eksikligi olusur. Prolidaz enzim aktivitesi
eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarda cok diisiiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim
aktivitesi saptanamaz. Iminopeptiduri ayn1 zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget
hastalig1 gibi durumlarda tanimlamir. Fakat iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha
yiiksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokulardaki anormallik sendromuyla
sonuglanir. Etkilenen boliimler idrara asir1 miktarda iminopeptid salgilarlar ve bu peptidler
prolidaz i¢in substrat olarak goérev yaparlar (50,59). Prolidaz eksikligi kronik deri iilseri,
tekrarlanan enfeksiyonlar, mental retardasyon, splenomegali, karakteristik bir yliz goriiniimii
(6rnegin zayif saglar, yassi burun, diiz alin, kalin dudaklar, hipertelarizm) gibi ¢esitli klinik

bulgularla baglantilidir
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Prolidaz enzimi ile aciga ¢ikan prolin ve hidroksiprolin amino asitleri, kollajen dokusunun
yaklasik % 25’ini olusturmakta ve bag dokusunun devamliliginin saglanmasi igin ise
gereklidirler (70). Prolidaz enzimi; intestinal mukoza (62), bobrek (63), karaciger (64, 61),
beyin (65,66), kalp (67), uterus (67), timus (68), eritrositler (69), lokositler (52,70),
fibroblastlar (71) ve plazma (72,73) gibi pek¢ok dokuda bulunmaktadir. Genis doku dagilimi
olmas1 prolidaz enzim aktivitesindeki degisimlerin pekcok hastaligm gelisiminde ve
sonucunda &nem kazanabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat FKU hastaliginda etkilenip

etkilenmedigine dair herhangi bir literatur bulunmamaktadir.

Prolidaz enzim aktivitesi Ol¢limii yontemi i¢in en sik olarak Chinard tarafindan
tanimlanan ninhidrin tepkimesi kullanilmaktadr (74). Bu tepkime daha sonradan Myara ve
ark. tarafindan bazi1 degisiklikler yapilarak modifiye edilmistir (72). Bu yontemde MnCl, ile
24 saat On inkiibasyon yapilip aktive edilen enzim, Gly-Pro substrati ile (Km = 2.9 mM) 30
dakika inkiibe edilip, agiga ¢ikan prolin miktar1 6l¢iilerek enzim aktivitesi hesaplanmaktadir.
Bu metotda daha sonra Omer Ozcan ve ark. tarafindan optimize edilmistir.(55). Prolidaz
enzimi aktivitesi 6l¢iimlerinde gdzden kacan, ortamda var olan ve substratin parcalanmasi ile
de aciga cikan prolin amino asidinin enzimi inhibe etme riskinin varligidir. Cilinkii prolinin
prolidaz enzimini serumda fizyolojik olarak bulundugu konsantrasyonlarda giiglii bir sekilde
inhibe ettigi kanitlanmistir. Bu nedenle biz de bu calismamizda bu optimize metodla ¢alistik.
Elde ettigimiz bulgular prolidaz enzim aktivitesinin FKU’li hastalarda kontrollerine gore

olduke¢a diisiik oldugunu gosterdi.

Prolidaz kollajen yapisindaki prolinin glisil ile yaptig1 peptid bagin1 yikan tek enzim
olmasindan dolay1 prolidaz aktivitesinin kollajen turnover hizi ile direkt olarak iliskili
olmasin1 bekleriz (62). Bu nedenle calisma sonucumuza gdére FKU’li hastalarda kollajen
proteininin oldukg¢a etkilenmis oldugunu ve turnoverinin yavaslamis oldugunu soyleyebiliriz.
Iyidogan ve arkadaslari yaptiklar1 c¢alismalarda serum prolidaz aktivitesinin klinik
laboratuvarlarda kemik yapim ve yikiminin bir géstergesi olabilecegini tespit etmislerdir (76).
Aksoy ve arkadaglarmin yaptigi bir calismada diyabetiklerde serum prolidaz aktivitesinin
oldukca diisiik oldugu saptanmistir (77). Celik ve arkadaslar1 siroz hastalarinda serum
prolidaz seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundugu ve kollajen
turnoverinin insan karacigerinde sirozun gelisimiyle degistigini ve prolidaz aktivitesinin bu
dejeneratif karaciger hastaliginda kollajen metabolizmasinin bozukluklarini1 yansitabilecegini
ortaya koydular (78).
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FKU’li hastalarda ilk olarak inceledi§imiz prolidaz enzim aktivite diizeylerinin
kontrollerinden oldukga farkli olmasi da bu enzimin aktivitesinin FKU gibi énemli bir
metabolik hastalikta kollajen metabolizmasinin bozulup bozulmadigin1 anlamamiza 151k
tutacaktir. Soner ve arkadaslar1 kronik etanol ve selenium verilen si¢anlarin karacigerlerinde
prolidaz I aktivitesinin kontrollere oranla artmis olarak bulmustur (79). Arata ve arkadaslar1
ile Powel ve arkadaslar1 prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental gerilik,
tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar: ile karakterize bir klinik tablonun ortaya ¢iktigini
bildirmistir (80). Butterworth ve arkadaslar1 prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz I

aktivitesinin deri fibroblast kiiltiirlerinde ve kan hiicrelerinde azaldig1 gosterilmistir (57).

Giirdol ve arkadaslar1 ile Hui ve arkadaglar1 prolidaz aktivitesinin bir¢ok dokuda ve
amniotik sivida bulundugunu belirlemistir (65,54). Zuyderhoultf ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada kemik hastaliklarinda hi¢bir zaman yiiksek prolidaz degerine rastlanmadigmni
belirtmistir (81). Oono ve arkadaglar1 kronik yara iyilesmesinde prolidaz enzim degerininin
yaradan alman sivi orneklerinde ve blister olusan hastaliklarda blister i¢i sivi 6rneklerinde
arttigin1 bildirmislerdir (82). Yildiz ve arkadaslar1 kronik yaralarda uygulanan hiperbarik
oksijen tedavisinde (HBO;,) ise serum ve doku orneklerinde, prolidaz enzim degerleri
olgiildiigiinde tedavi sonrasinda, tedavi dncesine gore azalma gozlenmistir (83). Camhson ve
arkadaslar1 prolidaz eksikligi olan hastalarda immunodipeptidiiri oldugunu gdstermistir.
Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en 6nemli degisikligin kollajen yikiminmn hizla
artmast oldugunu saptamiglardir. Bu olayin gergekte bag dokusu hastaligmin degil, kollajen
biyosentezinin azalan prolin havuzu tarafindan kisitlanmasindan kaynaklandigim
disiinmektedirler (84). Myara ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismalarda serum prolidaz
aktivitesinin karaciger sirozunda ve hasarinda arttigi bildirilmistir (85). Kronik etanol ve
selenium verilen sicanlarin karacigerlerinde prolidaz 1 aktivitesi kontrollere oranla artmis
bulunmustur (79). Aym sekilde CCly uygulanan sicanlarn karacigerlerinde prolidaz 1
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (85). Demirbag ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada sol
ventrikiiler hipertrofiden bagimsiz olarak hipertansiyon ile serum prolidaz aktivitesi arasinda
iligki oldugu tespit edilmistir (86). Altindag ve arkadaslarinin yaptigi calismada dizde
osteoartriti olan hastalarda serum prolidaz aktivitesinin kontrol grubuna gore azalmis oldugu
tespit edilmistir (87). Aslan ve arkadagslarmin yapmis oldugu calismada H.pylori (+) olgularda
H.pylori (-) olgulara gore serum prolidaz aktivitesinde anlamli artis oldugu tespit edilmistir

(88).
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Sonug olarak; giinlimiize kadar yapilmis olan ve yukarida pek ¢ogunu ifade etmis oldugumuz
calismalar kollajenin pekcok organ ve dokunun yapisinda yaygin olarak bulunan bir protein
olmas1 miinasebetiyle cesitli hastaliklarin seyri sirasinda degisiklige ugradigini gostermistir.
Serum prolidaz enzim aktivitesininde kollajen metabolizmasindaki bozukluklarm tespit
edilmesinde bu proteinin turnoverini gosterdigi i¢in kullanilabilecegini yine bu literatiirlerde
bildirilmistir. Bununla birlikte bugiine kadar higbir ¢alismada FKU hastaliginda bu enzimin
aktivitesi arastirilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz bu yoniiyle literatiire dnemli bir katki
saglamaktadir. Bulgularimiza gdre, FKU hastaliginda prolidaz enzim aktivitesi oldukc¢a
diismekte ve bu da bize bu hastalarda kollajen proteininin 6nemli oranda etkilenmis oldugunu,

metabolizmasinin bozuldugunu ve turnovermin olduk¢a yavaslamis oldugunu gérmekteyiz.
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