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OZET
Hipertrofi Hastalarda Kan Prolidaz Aktiviteleri
Mustafa GOCEBE
Biyokimya Yiiksek Lisans Tezi

Hipertrofik kardiyomiyopati (HKMP) kalbin sol ventrikiil ve genellikle de septum
kisminda lokalize olan hipertrofi nedeni olabilecek diger nedenlerden bagimsiz olarak gelisen
otozomal dominant gegisli bir kalp hastalifidir. Hipertrofinin 6nemli bir kismi1 kas kitlesinin
capinin  artmasiyla miimkiindiir. Her kasilmada gerekli miktarda kan1 viicuda
pompalayamayan kalp, bu yetersizligi karsilamak i¢in daha sik kasilir. Bdylelikle
karinciklardaki kan miktart artar. Bu durumda gii¢siiz kalmis olan kalbin normal miktardaki
kani bile atmakta zorluk ¢ekerken daha ¢ok kani viicuda pompalamakta yetersiz kalir. Oysa
kalp kast liflerinin gerilmesi daha biiyiik bir giigle kasilmalarina yol acar. Baska bir deyisle
ventrikiillerin genislemesi sonucunda gerilen kalp kasi lifleri yliksek bir gli¢le kasilir. Bu

durum hipertrofi olusumuna neden olur.

Kollajenin yikiminda ve prolinin kollajen yapimi dongiisiine yeniden katiliminda
prolidaz aktif gérev almaktadir. Ozellikle ekstraselliiler matriksin énemli bir yapisal proteini
olan kollajen tiim viicut hiicrelerde oldugu gibi kalp kasi hiicrelerinin de etrafinda destek
proteini olarak Onemli rol oynamaktadir. Prolinin glisil ile yaptig1 peptid bagmi yikan
prolidaz enzim aktivitesinin kollajen yikimi ve yeniden yapiminda direkt olarak iliskili olmasi
nedeniyle enzimin serumdaki aktivitesi kollajen dokusu hasarimin bir gostergesidir. Bizde
yapacagimiz bu ¢aligmada hipertrofik kardiyomiyopatiden dolay1 ortaya ¢ikabilecek kollajen
doku hasarin1 tespit ederek serum prolidaz aktivitesinin bu patolojik durumun

degerlendirilmesinde kullanilabilirligine 151k tutmus olacagiz.

Calismada, hasta ve kontrol gruplarinin prolidaz aktiviteleri Chinard metodu ile
oOl¢iildii. Serum prolidaz aktivitesi kontrol gruplarinda kardiyak hipertrofi hastalarina gore
anlaml olarak daha diisiiktii (p<0,001). Bu bulgu bize hipertrofinin kollajen doku hasarina

neden oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Hipertrofi, Prolidaz, Kollajen, Prolin



ABSTRACT
Blood Prolidase Activity of The Patient With Hypertrophy
Mustafa GOCEBE

Biochemistry Master DegreeThesis

Hypertrophic cardiomyopathy is an autosomal dominant transitive heart disease which
has localized on the left ventricle and especially in the septum part of the heart and progress
independently from the other causes of hypertrophy. The important part of hypertrophy is
possible by increasing the muscle mass size. If the heart cannot pump enough blood with each
heart beats, it beats more often to correspond insufficiency. Thus, the amount of blood in the
ventricles increases. In case of difficulty to throw normal amount of blood because of its
weakness it has been insufficient for pumping much more blood to the body. However,
stretching of the myocardium causes stronger contractions. In other words, the myocardial
fibers which stretched as a result of dilated ventricles contracts stronger that causes
hypertrophy.

Prolidase takes active charge in the collagen breakdown and re-entering of proline to
the collagen turnover. The collagen which is particularly an important structural protein of the
extracellular matrix plays an important role as a support protein in and around of the cardiac
muscle cells like in all body cells.

Since prolidase enzyme that splits peptide bond between proline and glisine activity is
directly related to the collagen turnover. Its serum activity is an index for the collagen tissue
damage. In our study, we tried to determine collagen tissue damage which caused by
hypertrophic cardiomyopathy by measuring serum prolidase enzyme activity and to put a light
for its usage to evaluate this pathological condition.

In the study, prolidase activities of the patients were measured with Chinard method.
Serum prolidase activity was significantly lower in the patients with cardiac hypertrophy than
in the healthy controls. This finding showed that cardiac hypertrophy causes the collagen

tissue damage.

Key words: Hypertrophy, Prolidase, Collagen, Prolin.



1. GIRIS VE AMAC

Kardiyak yetmezlik, yeterli vendz doniise karsin kalbin istirahatte ve egzersiz
sirasinda dokularin metabolik gereksinimlerini karsilayacak kadar kan1 pompalayamamasi ve
yetersiz hale gelmesidir (1). Kalp bu durumu dengelemek i¢in daha sik kasilir kalbin daha sik
kasilmasina bagli olarak kas hiicrelerinin biiyiikligii artar. Bu durum kardiyak hipertrofinin
olusumuna neden olur. Olduk¢a yaygin 6nemli ve artan bir saglik sorunu olan bu hastaligin
Onemi esas kardiyovaskiiler problemler olarak iskemik kalp hastalig1 ve hipertansiyonun goz
Oniine alindig1 bir donemde biiyiik Ol¢lide fark edilmeden gegilmistir. Baglica etiyolojik
faktorleri olan bu hastaliklarin tedavilerindeki basarili gelismelere ragmen kalp yetmezligi
insidans1 azalmamis ve giderek daha ¢ok kaygi duyulan bir sendrom haline gelmistir.
Toplumda yaslilarin oram arttik¢a siklik ve yayginligi artmaktadir. Miyokard infarktiisiindeki
sag kalim orani artarken kardiyak fonksiyonlarin sinirliligt nedeniyle kalp yetmezligi olan
insanlarin sayis1 ¢ogalmaktadir. Infarktiisten kurtulan bir ¢ok kisi kronik kalp yetmezligi
asamasina ulagmaktadir (2). Hipertrofik kardiyomiyopati (HKMP) 19. yiizyilda
tanimlanmasina karsin ailesel oldugu 1958 yilinda Teare tarafindan saptanmistir. Daha
sonraki yillarda ytiksek penetransli otozomal dominant oldugu ve HKMP'li olgularin %55'inin
ailesel digerlerinin ise sporadik olabilecegi bildirilmistir (3). Hastaligin toplumda ortaya ¢ikis
hiz1 predispozan kalp hastaliklarinin nisbi siklig1 ile kronik kalp yetmezligi (KKY) gelisen
hastalarin prognozu hakkinda degisik veriler mevcuttur. Toplumda kalp yetmezligi prevelansi
%0.4-%2 arasinda degigmektedir (4). Teshis ve tedavisindeki ilerlemelere ragmen bu hastalik
diinya ¢apinda yaklasik 20 milyon insani etkilemektedir. 1990°da 65 yasin iizerindeki hastalar
icin hastanede en sik yatis nedeni kalp yetmezligi olurken gozlenen siklik 1970’dekine gore
lic kez artig gostermistir. Ayrica 55 yasin iizerindeki hasta sayisinda da belirgin bir artis
olmustur (5). Kalp yetmezligi yillik yaklasik 500.000 hastane bagvurusu ile 5 milyon hastane
yatig gliniinlin baslica nedenidir. Kalp yetmezligi tanis1 koyulan hastalarin yaklagik yaris1 5 yil
icinde ilerlemis kalp yetmezligi bulunan hastalarin %60’indan fazlasi ise 1 yil iginde

Olmektedirler. Tedavisi masrafli is goremezlige neden olan ve sonugta 6ldiiren bir hastaliktir.



Kalp yetmezligi hem hasta hem de toplum i¢in agir bir yiik olusturmaktadir (6). Hastalig1
efektif olarak durduracak herhangi bir girisim bulunamamistir. Bu sonug kalp yetmezligi riski
yiiksek olan hastalarin kardiyak hipertrofi belirgin hale gelmeden once tedavi edilmesi
gerektigini acik¢a gostermektedir

Hastaliga yol acan ortaya ¢ikisini hizlandiran ve gidisini etkileyen faktorlerin iyi
taninmasi etyoloji ve patofizyolojisinin iyi kavranmasi miyokard yetmezligine neden olan
hemodinamik ve yapisal bozukluklarin tam belirlenmesi erken tani ve etkili tedavisine yardim
eder. Morbidite ve tedavi masraflarin1 azaltir yasam siiresini uzatir. Kardiyak ve periferik
degisikliklerin hastaligin ilk sathasindan 6nce veya esnasinda taninmasiyla halen gecerli olan
tedavi stratejileri degistirilebilir onleyici ve koruyucu programlar gelistirilebilir. Ayrica boyle
veriler gilincel tedavi modellerinin degerlendirilmesinde ve daha etkili tibbi-cerrahi tedavi
sekillerinin planlanmasinda gereklidir. Kalbin normal yapisinda meydana gelen patolojik
degisikliklerin en 6nemli yapisal protein bilesenlerinden biri olan kollajen metabolizmasini
etkileyebilecegi diisiiniilerek ¢alismamizda kollajenin gerek yapim ve yikim gerekse yeniden
yapiminda yani kollajen turn-over’inda rol alan en 6nemli ve spesifik enzimlerden biri olan
prolidaz enziminin serum aktivite degerlerini kardiyak hipertrofili hastalarda tespit ederek

hastaligin ciddiyetinin degerlendirilmesi agisindan inceledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyak Hipertrofi

Kalpte hipertrofi yiiklenmeye bagli olarak kas fibrillerindeki biiylimenin artigindan
dolay1r meydana gelmektedir. Hipertrofide kas diizeyinde yapisal degisiklikler s6z konusudur.
Ventrikiil duvar gerilimini normal sinirlarda tutmak i¢in hipertrofi olusur. Hipertrofinin
nedeni izometrik ventrikiil geriliminin artmasi ile protein sentezinin uyarilmasidir. Fetus ve
yenidogan déneminde bu durum hem hipertrofi hem de hiperplaziye yol agarken yenidogan
doneminden sonra yalmiz hipertrofi olur. Baglangigta adaptasyon i¢in meydana gelen
hipertrofi zamanla sistolik ve diyastolik fonksiyonlarin bozulmasina neden olarak zararli hale
gelebilir.  Hipertrofide ilk olarak diyastolik fonksiyon bozuklugu goriliir. Sistolik
fonksiyonlardaki bozulma ise miyokard perfiizyon bozukluguna ve bag dokusu artisina

baghdir.

Kalp yetmezligi kalbin kan1 pompalama yeteneginin kaybolmasi yani dokulara yeterli
kan ve oksijenin gitmemesi durumudur. Kendi basina 6zgiil bir hastalik olmamakla birlikte
yaygin ve ciddi sorunlara yol acabilecegi i¢in dnemlidir. Her kasilmada gerekli miktarda kam
viicuda pompalayamayan kalp bu yetersizligi karsilamak i¢in daha sik kasilir. Boylelikle
karinciklardaki kan miktart artar. Bu durumda gii¢siiz kalmis olan kalbin normal miktardaki
kan1 bile atmakta zorluk c¢ekerken daha ¢ok kanmi viicuda pompalamakta yetersiz kalacagi
diistintilebilir. Oysa kalp kas1 liflerinin gerilmesi daha biiyiik bir gii¢le kasilmalarina yol agar.
Bagka bir deyisle kalp bosluklarinin genislemesi sonucunda gerilen kalp kasi lifleri yiiksek bir
giicle kasilir. Ayrica kalp bosluklarinin geniglemesine her zaman asin biiyiime (hipertrofi)
eslik eder. Olagan kosullara gore daha ¢ok gii¢ harcamasi gereken kas lifleri biiyliyiip
kalinlasirlar; boylece kasilabilme yetenekleri dnemli dl¢lide artar. Kalbin biiylimesi degisen
cevresel ve patolojik duruma cevap olarak embriyogenez postnatal gelisme yetigkinlik ve

yaslilik donemlerinde olusan dinamik bir olaydir. Kardiyak biiyiime hiicresel seviyede



hiperplazi (hiicre sayisinda artig) ve hipertrofi (hiicre biiytlikliiglinde artig) veya her ikisinin
kombinasyonu arasindaki etkilesimlerin bir sonucudur. Bu mekanizmalarin her birinin 6nemi
hiicre tipi gelisme evresi ve biiylime uyarisinin 6zelligine baglidir. Hiicre biiylimesinin bu iki
formu apoptozis veya programlanmig hiicre 6liimleri ile degisken olarak kontrol edilir (7).
Burada hiicre 6liimii nekrotik hiicre dliimiinde oldugu gibi hiicrenin sigsmesi ve membran
biitiinliigiinii yitirmesiyle baslamaz. Once DNA fragmantasyonu kromatin yogunlasmasi
gelisir. Hiicre biiziigiir ve Oliir. Etrafindaki hiicreler canlidir. Programli hiicre dliimii yada
hiicrenin intihar1 da denilen bu olayda 6zel mekanizmalarin var oldugu ve kalp yetmezligi
olan hastalarda miyositlerdeki bu mekanizmalarin uyarildigi anlasilmaktadir. Bu fenomen
genez sirasinda kalbin yapisinin belirlenmesi ve bosluklarin olusumunda Onemlidir ve
patolojik vaskiiler biiyiime genellikle gelisim programlart mekaniksel deformasyon ve cesitli
kombinasyonlarda hasar ile olusturulur. Bu olusumlar vaskiiler fenotipi degistiren

biyokimyasal sinyalleri uyarir.

Kardiyak hipertrofi kalp kasi kitlesindeki artisin biiyliik bir oranda farklilasmis
miyositlerin biliylikliigiiniin artis1 ile olusan bir siirectir ve kardiyak hipertrofi fizyolojik ve

patolojik olmak tizere siniflandirilabilir (8).

2.1.1.  Fizyolojik Hipertrofi

Fizyolojik hipertrofi gelisme sirasindaki genez postnatal kardiyak biiyiime yashlik
sirasinda gelisen kalp boyutlarindaki hafif artis ve atletik egitime cevap olarak kalp
boyutlarindaki artig1 icerir. Anne karnindaki kardiyak biiyiimenin en erken evresi kontraktil
aktivitenin yokluguna ragmen olusabildigi i¢in genetik olarak belirlenmis bir gelisme
programina baglidir. Bunun sonrasinda normal kardiyak fenotipin gelisiminde mekanik
kuvvetler gittikce 6nem kazanmaya baglar. Embriyonik periyod boyunca ve dogumdan sonra
ilk birka¢ hafta icerisinde miyositlerin hiperplazisi ve hipertrofisine bagli olarak kardiyak
bliyiime olusur. Dogumdan ergenlige kadar memeli kalbi, kitlesinde alt1 kat artisa maruz kalir.
Normal kalp/viicut agirligir orani tiire 6zgiidiir. Viicut biiyiikliigline goére en biiyiik kalpler

devamli egzersiz yapmak ihtiyacinda olan hayvanlarda mevcuttur (9). Insanlarda siddetli uzun



siireli egzersiz egitimleri kardiyak kitlenin artisina neden olur. Kosma gibi izotonik
egzersizler duvar kalinliginin ¢apa oraninin normal olusu ile karakterize ekzantrik hipertrofi
olustururken yiik kaldirma gibi izometrik egzersizler duvar kalinliginin ¢apa oraninin artisi ile
karakterize konsantrik hipertrofi olusumunu uyarir (10). Yasl hayvanlar ve organik kalp
hastalig1 olmayan insanlarda yagsa bagl periferik vaskiiler esnekligin azalmasina bagl olarak
hafif konsantrik sol ventrikiil hipertrofisi gelisir. Hepsinden 6nemlisi epidemiyolojik veriler
atletik egitim sonucu olusan hipertrofi ile ilgili olarak herhangi bir olumsuzluk
bildirilmemistir. Bu nedenle atletlerdeki fizyolojik hipertrofiyi hipertrofik miyopatiden

ayirmak onemlidir (11).

2.1.2. Patolojik Hipertrofi

Patolojik hipertrofi kardiyak is yiikiindeki bolgesel veya global anormal artisa karsi
onemli adaptasyon cevabidir. Ilk olarak kompanse hipertrofide kardiyak kitledeki artis duvar
stresini normallestirmeyi egzersiz ve istirahat sirasinda normal vaskiiler fonksiyonlari devam
ettirmeyi saglar. Patolojik hipertrofi i¢in uyar1 yeterli derecede siddetli ve uzun siireli ise
dekompanse hipertrofi ve kalp yetersizligi olusur. Sistemik veya pulmoner asir1 gerilim sol
ventrikiil ¢ikis yolu obstrilksiyonu veya aort koarktasyonunda oldugu gibi basing
yiiklenmeleri patolojik hipertrofi olusumuna neden olur. Basing yiiklenmeleri sistolik duvar
stresinin artisina yol agar ve konsantrik hipertrofi olusumuna neden olur. Mitral veya aort
yetersizligi arteriyovendz fistiiller gibi hacim yiiklenmeleri de patolojik hipertrofi olusumuna
neden olur. Son olarak bahsedilen durumlar ya diyastolik duvar stresinde artisa (mitral
yetersizligi) veya hem sistolik hemde diyastolik duvar stresinde (aort yetersizligi ve
arteriyovendz fistiiller) artisa yol acar ve ekzantrik hipertrofiye neden olurlar.

Infarktiis alaninda hemen yanindaki veya uzagindaki canli miyokardiyumda olusan

bolgesel hipertrofi ekzantrik hipertrofi karakteristiklerine sahiptir (12,13).



2.1.3. Hipertrofi’nin Patogenezi

Kalp yetersizligi patogenezinde genel olarak gegerli bir mekanizma ortaya koymak
zordur. Patogenezinden dnce kalp yetmezliginin ne oldugu konusunda bile herkesce kabul
edilen ve tiim klinik tablolar1 kapsayan bir tanim yapmak kolay degildir. En sik rastlanan kalp
yetmezligi tablolar1 miyokard kasilma bozuklugunun neden oldugu pompa yetersizligi
tablolaridir. Ancak kalp yetmezligi kalbin gevseme genisleyebilme yetersizligine kapaklarin
ve diger yapilarin yapisal fonksiyonel bozukluklarina vaskiiler ve humoral faktorlere de bagl
olabilir. Etiyolojik patogenetik ve klinik o6zelliklerinde goriilebilen farkliliklar kalp
yetmezliginin siniflamalaria da yansir. Sistolik-diastolik, sag-sol, yiiksek debili-diisiik debili,
ileri dogru-geri dogru, akut-kronik kalp yetemezligi degisik kriterlere gore yapilan
siniflamalardir. Bu yetersizlik tablolarinin ortak 6zellikleri dikkate alinarak kalp yetmezligi,
kalbin organizmanin gereksinim duydugu miktarda kani1 dokulara pompalayamamasi ya da
bunu ancak yiiksek diastolik dolus basinclarinda saglayabilmesi olarak tarif edilir. Kalp
yetersizliginin en sik rastlanan nedeni miyokardial yetersizlik olmakla birlikte kalp
yetersizliginin olmasi i¢in miyokardial yetersizligin bulunmasi her zaman zorunlu degildir.
Dolasim yetersizligi olarak tanimlanan ve kalp disi nedenler (hizli ve asir1 intravaskiiler
voliim artis1 ve/veya periferik direng degisiklikleri) ile gelisen tablolar da kalp yetmezliginden
ayrilirlar. Hangi etiyoloji ve mekanizma ile meydana gelirse gelsin kalp yetmezIligi ciddi bir
tablodur. Kardiyak ve ekstra kardiyak kompansasyon mekanizmalari ile diizeltilmeye c¢aligilir.
Voliim yiiklenmesi, kalp bosluklarinda diastolik basinglarin artmasina, basing yiliklenmesine,
ventrikiiler bosanmanin zorlagmasina neden olur. Diastolik basinglarin artis1 konjestif
semptomlarin atim hacimlerinin azalmasi da ileri dogru yetersizlik tablolarinin ana nedenini
olusturur. Bu yiiklerin toleranst miktarlarina siirelerine ve miyokardin gevseme
genisleyebilme (relaksasyon komplians) ve kontraktilite gibi 6zelliklerine bagli olarak degisir.
Kardiyak adaptasyon mekanizmalar1 ventrikiil i¢i diastol sonu basincini ve sistol sonu
voliimiinii korumaya (normal sinirlar i¢inde tutmaya) yoneliktir. Miyokard akut yiiklenmelere
kontraktilite degisikligi ile cevap verir. Akut ard yiikk ve 6n yiik artiglarinda miyokard
kontraktilitesi artar (sirasiyle Anrep etkisi ve Frank Starling mekanizmasi). Sempatik tonus ve
kan katekolamin diizeyleri ytkselir. Sempatik aktivasyon akut gelisen bir cevap olmakla

birlikte yetersizligin siirmesi halinde kronik olarak devrede kalarak oOnemli klinik ve



prognostik sonuclar dogurur (14). Kronik 6n yiik ve ard yiik artiglarina kars1 gelisen major
miyokardial cevap miyokard hipertrofisi, ventrikiil dilatasyonu veya bunlarin birlikte
gelismesidir. Kronik basing yliklenmeleri 6nce hipertrofi ile kompanse edilir. Miyokard
hipertrofisine ventrikiil dilatasyonu da eklendiginde dekompansasyon baglamistir. Kronik
voliim yiiklenmelerinde ise ventrikiil dilatasyonu kompansatuar bir degisikliktir ve
hipertrofiden once ortaya ¢ikar. Dilatasyon ventrikiil diastol sonu basincinin agir1 artmasini
Onler, ancak bir siire sonra ventrikiil capinin ileri diizeylere varmasi ayni aort basinci
karsisinda bile lif kisalmasi ig¢in iiretilmesi gereken duvar gerilimini arttirir (Laplace
kanununu). Voliim yiiklenmesi atim hacmini ve dolayisiyla aort sistolik basincini arttirtyorsa
duvar gerilimi daha da artar; giderek dilatasyona hipertrofi de eklenir. Ventrikiiliin dilate
olmas1 nedeniyle miyokard kiitlesi belirgin olarak artsa da duvar kalinliginda énemli artis
olmayabilir. Hipertrofi ventrikiil kompliansin1 azaltir; konjestif belirtileri arttirir. Her iki tiir
yiiklenmede de ventrikiil dilatasyonunun ve hipertrofinin birlikte bulundugu evreler kalp
yetmezliginin ilerledigini gosterir. Kardiyak performans ve ejeksiyon fraksiyonu progresif
olarak azaldikca ventrikiillerin sistol ve diastol sonu voliimleri artar. Ventrikiil voliimleri
arttikca geometrisinin koniden kiiresele dogru degistigi goriiliir (Ventrikiiler Remodeling).
Kiire ytizey/hacim orani en kiigiik sekildir. Yiizey genisligi ayni iki ventrikiilden kiiresel olana
daha fazla kan sigar ve ayni miktarda atim hacmi i¢in daha az lif kasilmas1 gerekir. Ancak
ventrikiiler remodelingileri donemlerde ortaya ¢ikmasi ventrikiil dilatasyonu ile birlikte
papiller kaslarin pozisyonun degismesi atrioventrikiiler halkanin genislemesi ve fonksiyonel
atrioventrikiiler kapak yetersizliklerinin artmasiyla birlikte oldugundan kétii prognoza ve ileri

derece azalan kardiyak rezerve isaret eder (15).

2.2. Prolidaz

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait bir enzimdir (16). Uluslararas: siniflandirmaya gore;
EC 3.4.13.9 smifinda yer alir. Hidrolazlar cesitli baglarin hidrolizini kataliz ederler. Bu
baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagin1 da igeren bazi bazlardir. Prolidaz enzimi
karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin igeren dipeptitlerin hidrolizini

katalizler. 1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisil-prolin’in 6nceden bilinen peptidazlardan



farkli intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini saptamiglardir. O tarihten

itibaren prolidaz ad1 verilen bu enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varligi gosterilmistir (17).

2.2.1. Prolidaz’in Yapisi

Prolidaz enzimi bir¢ok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.
Dogal enzim, sitoplazmik, homodimerik bir metaloenzimdir. Mn™ prolidaz enzimi
aktivitesini 5-10 kat arttirmaktadir. Mn"*a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi i¢in aktif

merkezinde arjinin ve anyonik aminoasit artiklarinin olmasi gerekir (18).

Proteazlar hep monomer yapida olmasina ragmen tim prolidazlar dimer yap1
gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (19). Prolidaz glikoprotein
yapisindadir ve agirlik olarak %5 karbonhidrat icermektedir. Prolidazin saptanan sekonder
yapisinda a-heliks (%33) B-tabakali (%41) ve 30 potansiyel beta baglant1 bolgelerine esit bir
sekilde dagilmig hidrofobik ve hidrofilik alanlar bulunmaktadir. Enzimin primer sirasi bilinen
proteinlere benzemez fakat bazi siralar1 (%29°dan fazlasi) F;-ATP az’in a ve B subiinitelerinin

sirasina benzerlik gostermektedir (18).

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 izoelektronik nokta pH 4,4-4,5 olarak saptanmis olup bu deger
yapidaki asidik amino asitlerin varligini belirtmekedir. Enzimin karakteristigi arastirildiginda
DEAE (Dietilaminetil seliiloz dizi kromatografisi) kromatografisinde prolidazin iki pik
verdigi goriiliir (19).

Prolidaz aktif bolgesinde arjinin ve glutamat artiklari igerir. 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 bolgenin substrat spesifikligi ve Mn™ ile

preinkiibasyon ortamindaki aktivasyon bakimindan da farklilik gosterdigini ortaya koymustur.



2.2.2. insan Prolidaz’nin 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 aminoaside karsilik gelmektedir. Enzimin komplementer DNA klonlar1 insan karacigeri
ve plesental cDNA bankalarinda izole edilmistir. Prolidazin niikleotit sirast arastirilmis ve
saptanmistir. Enzim amino asit olarak X-Ala-Ala-Ala sirasi ile baglamaktadir. Prolidaz geni
(PEPD) polimorfik allelleri igerir bu aktiviteyi engellemez ve nadir alleller prolidaz
eksikligine neden olmaktadir. Aminoasit sirasinin saptanmasi ve gen lokalizasyonu enzimin
eksikliginin sebep oldugu kalitsal hastaliklarin temelinin anlasilmast bakimindan 6nemlidir
(19). Prolidazin genomik siras1 oldukca genistir. En az 130 kb ve 15 ekson icermektedir.
Ekson intron baglantilarindaki tiim konformasyonlar GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama

strast genomik siranin % 2 ‘sinden olusur. Ekson uzunlugu 45 bp’den 528 bp’ye kadar ulasir.
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Sekil.1.Prolidaz genini iceren kromozom 19(20)
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K20 T K23
TGTGAGCGGCT GOGOAAGAACCCTACTITOCAQCCCOGCT COATCOTEOTCCTGC AGOOCGOGOAGCAGACTCAGCACTACTGCACCGAC 180
CrsGlubrglenArglysAsnProAla¥alGinAladlySerileValValLenGlnGlydlyGl uGluThrGlnArgTyrCysThrasp &0

ACCGGGGTCCTCT TCCTCCAGGASTCCT TCT TTCACTGGGCOTTCOGTOTCACTOAGCCAGOCTGCTATGOTGTCATOOATGTTGACACT 270
ThrGlyYalLeuPheleuGlnGluSarPhePhaHiaTrpAl aPheGl yVaAITheGIuPreGl yCyaTyrGlyVall]l sAspValAspThr $0

GOGAAGTCOACCCTOTTTATGCCCAGACT TOCT GCCAGOCATOCCACCTGRATGOTAAAGATCCATTCCAAGGAGCACT TCAAGGAGAAG J60

GlyLyaSerThrLeuPhe¥alProArgleuProAlaSerHisAlaThrTrpNetGlyLyslleHisSerLysGlulisPhelysGlulys 120
K15

TATGECOTOGACGACOTCCASTACGT AGATGAGATTGCCAGCGTCCTOACGTCACAGAAGCCCTCTOTCCTCCTCACTTTOCGTGGCOTE 460

TyralaValAspAsp¥alGlaTyr¥alAnpdiulleAl aServal LouThrSsrGinlysProSeryalLevlouThriouArgGlyval 150

AACACGOACAGCGOCAGTOTCTOCAGGOAGGCCTCCTTTGACGGCATCAGCAACT TCOAMGTCAACAATACCATTCTTCACCCAGAGATC  BAD
AsnThraspSerGlyServalCysArgOlulaSerPheAspGlylleSerLysPheGluValfEghsnThrlleleutisProGlulile 180

GTTOAGAGCCGAGTGTTTAAGACGOATATGOAOCTOGAGAT TCTGCOCTATACCAAT AAAATCTCCAGCOADGCCCACCOTOAGGTAATD LEL)
ValGluSerArgValPhelyaThraspMetOlulsudluValLevArgTyrTheAsalyal leSerSerOlukl aHinArgGluvaldal 210

AAGGCTOTAAAAGTOGGAATOAARGAATATOOOT TGGAAMGCCTCTTCGAGCACTACTGCTACTCCCOGOOCGGCATOCOGCCACAGETCC 720
LysAlaValLyaYalGlyMetLysGluTyrdl ylewdiuSerLeuPheGluHl sTyrCyaTyr3erArgGlyOl yNetArgHl aSerSer 240

K28 (i)

TACACCTGCATCTGCOOCAGTOGTOAGAACTCAGCCOTGCTACACTACGOACACGCCOGAQCTCCCAACGACCGAACGATCCAGAAT GGG BLO
TyrThrirslleCyadiySerGl y@lndsnSerdlaValLeudisTyrdlyHi mAlaGiyal aProds nAspArgThrileSlndanGly 2T

GATATUTGCCTGTTCGACATGOOCGGTANGTATTACTCTGTCOCTTCCGACATCACCTGCTCCT TTCCCOGCAACAGCAAGT TCACTGEA P00
AspMe lICyaLeuPheAsplatGlyGl ydluTyrTyrServalAlaSerAspl | aThrCysSerPheProAr gAanG]l yLyaPhaThrAla 00

GACCAGAAGGCCOTCTATOAGOCAGTOCTGCTGAGCT CCCGTGCCGTCATGOATGCCATGANGCCAGOTGACTGGTGGCCTGACATGCAC 990
AspGlalysAla¥YalTyrdlubla¥alleuleuSerSerArghAl aValMetGl rAlaMeiLysProQlyAspTreTrpProdnpMeiHin 330

COCCTCOCTGACCOCATCCACCTUGAGOAGC T GOCCCACATGUGCATCCTGAGCOGCAGCOTUUACOCCATOUTCCAGOCTCACCTGEGE 1080
ArglevAladnpArgl leHislenGludliulevAlaHisMoidly] lelenSerGlyServalAspAlaNe i¥alGinAl aHisLleuGily aso

GCCGTGTTTATACCTCACOGOCTTGACCACT TCCTOGOCATTGACOTOCACGACOTOOGAGGCTACCCAGAGGGCOTGOAGCOCATCGAC 1170
AlaValPheMetProlisGl yleaGl yHlaPheleuGlyl leAnpValHisAspValGlyGl ¥TyrProGiuGi rYalGludrgl l edap 390

GAGCCOGOCCTGCO0AGCCTOCGCACTGCACGICACC TACAGCCASOCATOOTGCTCACCOTGOAGCCOGUCATCTACTTCATCOACCAL 1160
GluProlyLevwArgSerLeuArgThrAlsArgH i sleudinProdlyMe iVal LenThrYal Ol uPredly]l leTyrPhel leaspils 420

CTCCTOOATOAGOCCCTOOCGAACCCOGCCCOCGCCTCCTTCCTTAACCOCOABOTCCTGCAGCACT TTCGCGOT TTTOGCGOGETCCGE 1360
LeuleuhspOlullalenhlakspProAl aArgal alerPheleudanAirgdluVal LouGl ndrgPhear g3l ¥PheGlyGlyYalarg 450

ATCGAGGAGGACOTCOTGOTGAT COACAGCOOCAT AGACCTOCTGACCTGCGTGCCCOCACTOTOOAMGAGATTOAAGCATCGCATGOCA 1440
TlefluGluaspValYalVal lledspSerGlylledlulealauThrCyaVal ProArgThrvalGloGlulleCluAlaCysMetila 480

GGCTOTGALAAGGCCTTTACCCCCTTCTCTOOCCCCAAGT NGAGCCAGCCAGALATCCCAGCOCACCTGAGGGCCTGGCCTTOCAACCTC 1530
GlyCrahaplyshl aPheThrProPheSerdlyProlysses

K8 493
TTTTCGTOATOGGCAGCCTOCTOAT CAGCACTCCAGT AGCOAGAGACGGCACCCAGAATCAGATCCCAQCTTCOOCATTTGATCAGACCA

1620

AACAGTGCTATT TCCCGOOGAGOAANCACTTTTTTAAT TACCCTTTTGCAGGCACCACCT TTAATCTATTTTATACCTTGCTTATTAMAT 1710

GAGCOACTTAAMATOATTGAAAATAATGCTGTCCTTTATAGCAAGTAAAATOTGTCTTOCTATCATTTATATTCCTTTTCCCAGGAAAG 1800

AAGCATTTCTOATACTTTCTOTCAAAAATCAATATOCACGAATGCCATTTOCAAT ALAAGGTTTCCTARAATOAAAAAMAAAAAARARAAA 1890

AR

Sekil.2.Prolidaz ¢cDNA ‘nin amino asit ve niikleotit dizisi(20)
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2.2.3. Prolidaz’in izoenzimleri

DEAE ile deri fibroblast1 kiiltlirlerinden ve normal insan eritrositlerinden ayristirilan
prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir. Bunlar prolidaz 1 ve prolidaz II olarak
isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi ile bazi kimyasal 6zellikler bakimindan
farkliliklar gosterirler (21). Bu iki izoenzimi ilk izole eden Butterworth ve Priestman
olmustur(1985). Sonra Myara ve arkadaslar1 1987 ve 1989 yilinda, Ohhashi ve arkadaglar ise
1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi basarmislardir. Izoenzimlerin molekiil agiliklari
saptanmis ve prolidaz I’in molekiil agirliginin 112 kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit
molekiil agirliginda 2 subiiniteden olustugu (56kDa) bulunmustur (22). Prolidaz II ‘nin ise
molekiil agirliginin 185 kDa oldugu ve birbirine es iki subiiniteden (95 kDa) olustugu
gbzlenmistir. Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur. Yapilan ¢alismalarda prolidaz I ‘in
tim iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi
bulunmustur. Cosson ve arkadaglar1 1992 ‘de prolidaz II nin gly-pro dipeptidine kars1 diigiik
bir aktivite gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek
preinkiibasyonun uzamasi ile aktivitenin 6nemli Ol¢iide diistiiglinii gostermislerdir (23).
Prolidaz II’nin en yiiksek aktiviteyi gly-pro yerine met-pro ‘ne karsi gosterdigi saptanmustir.
Prolidaz I igin optimum sartlar; 1Mm MnCl, konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de
preinkiibasyon oldugu bildirilmistir. Ayrica Mn™* konsantrasyonunun yiikseltilerek zamanin
azaltilabilecegini ya da yiiksek preinkiibasyon 1sist diisiik MnCl, konsatrasyonu ve diisiik
preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi kaydedilmistir (24). Cosson ve arkadaslar1 yaptiklari
calismalarda prolidaz I ve prolidaz II ‘yi kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin

farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini bulmuslardir
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Tablo.1. insan prolidaz I ve prolidaz II izoenzimlerinin doku dagilimlari (%)(25)

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 48
Beyin 36 64
Beyincik 44 56
Kalp 37 63
Iskelet kasi 34 66
Eritrositler 51 49

Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II’ nin karacigerde inhibe edildigini
saptamiglardir. Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobilin a, makroglobulin ve a; antitiripsinin prolidaz II'nin aktivitesinde etkili
olmadig1 fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibasyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdigi
goriilmiistiir. Albuminin bu inhibitor etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II’nin
aktivitesinin olmadig1 agiklanmistir (25). Saf insan bobrek prolidaz I’in agaroz jel
elektroforezindeki goriildiigii bolge a; globulin bolgesidir. Izoelektrik noktanin 4,65 oldugu
titrasyon egrisinden saptanmistir. Bu nokta insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar
icinde gecerli olmaktadir. Cesitli insan dokularindan alinan prolidaz I izoenzimi tavsan
immunglobilinleri ile ¢apraz reaksiyon verir fakat ayni immunglobilinler prolidaz II ile
reaksiyon vermez. Bu durum hepatik fibrozis ve prolidaz eksikligi olan hastalarin dokular1 ve
plazmalarindan prolidaz 1 arastirmalarinda bir spesifik immiinoassay yoOntem

gelistirilebilecegini akla getirmistir.
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2.2.4. Prolidaz’in inhibitor ve Aktivatorleri

Yapilan ¢alismalarda enzimin aktivasyonu igin gerekli olan Mn"?iyonu yerine baska
metal iyonlarinin ilavesi ile inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bu calismalar domuz bdbrek
prolidaz: iizerinde 1957 yilinda yapilmstir. Fe™ Co™, Ni%, Cu™, Zn 7, Cd™, Ag™', Hg™,
Pb™ ve Pt™ iyonlarimin prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001-0,0004 M
araligindaki konsantrasyonlarda glutatyon kullanildiginda optimal stabilizasyon ve aktivite
saglandigi ancak glutatyonun yiiksek konsantrasyonunun inhibisyona sebep oldugu
bulunmustur. Ayni arastirmacilar iyodoasetamin ve p-kloromerkiiri benzoatin da enzimi
inhibe ettigine deginmislerdir (26). Prolidazin substrat analogu olan asetilprolin ve trans-1,2
siklopentadikarboksilik asit tarafindan konpatitif inhibisyonunda K; ‘in pH ‘ya bagl olarak
izledikleri yolu arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa 6,6 ‘da
baglandigini bununla birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini
gormiislerdir (27). 1988 yilinda ise yapilan bir ¢alismaya gore Mn"™ ve Fe™ metal iyonlariimn
enzim aktivitesine 6nemli bir etkisi olmadigr bulunmustur. Bundan bagka Co nin Leu-Pro
disindaki substratlara kars1 prolidazi inhibe eder. Cu™, Hg™, Cd™, Zn™, Pb™ iyonlarinin da

enzimi 6nemli derecede inhibe ettigi gozlenmistir (28).

2.2.5. Prolin

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugsmaktadir. Bunlar genelde iminoasit ismiyle adlandirilir. Aminoasitlerin imino
asitler sinifinda yer alan esansiyel olmayan glutamatin halka yapisindaki bir tiirevidir (29). Bu
amino asit diger amino asitlerden yan zinciri: Radikal grubunun hem amino grubu hem de a
karbon grubuna bagh olarak siklik bir yapiya yol agmasi yoniinden farklidir. Bu anlamda
nitrojen atomunun kimyasal modifikasyonu prolin amino asidinin genel polaritesini ve
basitligini etkilemektedir. Dahas1 bu amino asitin siklik yapist polipeptid omurganin yapisal

yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir.
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Sekil-3. Prolin ve diger bir aminoasidin yapisal goriiniimii

2.2.6. Prolinin Yapisal Ozellikleri

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay: prolin bir peptid sekansina girdigi zaman 6nemli
konformasyonel ozellikler gozlenir. Bunun siklik yapisi a karbon ve Nitrojenin bir peptid
bagindaki rotasyon a¢isini sinirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplari
arasindaki siterik engelleme veya elektrostatik repulsiyona baghdir. Prolin potansiyel bir
miikerrer yap1 kirict olan ve peptid zincirlerinin yoniinii degistirme egilimine sahip peptid
zincir igine sabit bir egim takdim eder. Bu durum proteinlerin sferik veya globuler seklinden
etkileyici bir faktordiir. Proteinlerin ylizeyinde ters bir doniis veya sa¢ tokasi egimi seklinde
olan bu 6nemli yapisal olayin proteinler i¢indeki en 6énemli sonucu prolin olusmasidir. Prolin
siklik yapisinin ikinci bir sonucu hicbir fonksiyonel grup igermemesidir ki bu durumda
hidrojen bagina veya peptid bir bagin rezonans stabizasyonuna katilmay1 engeller. Bu nedenle
prolin a helix veya B tabakali sekonder yapilariyla uyumlu olmayan tek amino asittir. Ancak
prolin multipil prolin aminoasidinin bir protein i¢inde birikimli olustugu zaman sol elli bir
helikal yap1 ortaya koyar. Bu ¢ok yaygin bir durum olmasina ragmen bovin pankreas tripsin
inhibitoriinde 5-7 aminoasitleri i¢in rapor edilmistir. Prolin yapisal 6zelliklerine belirgin bir
sekilde bagli olan ikinci bir helikal formasyon da kemik, tendon ve destekleyici membran

dokularinin ana bileseni olan kollajendir (30).
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2.2.7. Prolin’nin Biyolojik Onemi

Kollajen yapisinda yer alan en Onemli aminoasitler prolin ve hidroksiprolindir.
Hidroksiprolin hidrojen yapim ve yikim reaksiyonlarinda agiga ¢ikar.(29) Prolinin oynamis
oldugu anahtar bir fizyolojik rol biyolojik olarak aktif peptidlerin enzimatik degradasyona
karst1 koruma saglamaktadir. Bu durum peptid veya protein prekiirsorlerinin  post
transyasyonel modifikasyonlarinin regiilasyonunda agik¢a bellidir. Polipeptid zincirlerin
icinde yerlesik olan prolin aminoasitler polipeptid zincirin hassasiyetini proteolize sinirlayan
yapisal unsurlar olarak hareket ederler ve zincirlerin enzimatik siireci dncesinde modifikasyon
boliimiinde mevcuttur. Bu durum peptidlerin post translasyonel modifikasyonunda gorev alan
ekzopeptidazlarin 6zelligi ile iligkili aragtirmalarda gosterilmistir ve pek ¢cok biyolojik olarak
aktif peptidlerin amino ucuna yakin yerlerde ortaya ¢ikan prolin go6zlemiyle
desteklenmektedir (31,32).

Prolin ayrica krebs ve iire dongiileriyle metabolik olarak baglantilidir. +- prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine baglayan bir pozisyondadir.
Prolinin karbon zincirinden krebs dongiisiine gecisi tiim dokularda bilinen klasik yoldan 2-

okso-glutarik asit metabolizmast ile olur (33).

PROLIN

/N

A-Prolin-5-karboksilik asit

"/
GLUTAMIK ASIT \\
/ ORNITIN
|1

Gama-amino URE
butirik asit DONGUSU

Ure

Ritksinik asit| DONGUSU

Sekil.4.Prolinin metabolik yollarla baglantisi (33)
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2.2.8. Kollajen

Kollajen; yapisinda her bes amino asitten biri prolin veya hidroksiprolin bulunan
onemli bir destek proteinimizdir. Kemik, dis, tendon, deri, damarlar gibi bir ¢ok dokuda yer
almaktadir. Kollajenin primer yapisi polipeptid zincirindeki her ii¢ pozisyondan birinde en
kiiciik aminoasit olan glisinin bulunmasi agisindan degisiktir. Glisin heliks yapidaki
kollajenin {i¢ zincirinin bir araya geldigi kisitli alana sigabilir. Glisin kalintilart Gly-X-Y
olarak tekrarlayan X’in genellikle prolin oldugu ve Y’nin siklikla hidroksiprolin veya
hidroksilizin oldugu diizenin parcasidirlar.

Viicudumuzda 6nemli bir¢ok dokunun yapisinda yer alan kollajenin dongiisiinde
prolidaz spesifik bir enzim oldugu i¢in 6nemi biiyiiktiir. Kollajenin yikiminda ve prolinin

kollajen yapimi dongiisiine yeniden katiliminda prolidaz aktif gérev almaktadir.

2.2.9. Prolidaz’in Kollajen Yapim ve Yikimindaki Onemi

Kollajen yikimi interstisyel kollajenaz enziminin kollajen molekiiliiniin amino ucuna
yakin bir yiizeyine baglanmasiyla baslar. Uclii sarmal yapidaki kollajen molekiiliine etkili
enzim orijinal kollajen molekiiliiniin %25 ve %75 kadarini tasiyan iki adet sarmal yapida
molekiil aciga c¢ikarmaktadir. Sarmal yapilar1 dayanikli olmayan bu kii¢cliik molekiillerin
viicutta parcalanmasi ile elde edilen polipeptitler proteazlar tarafindan daha kiiciik peptitler
veya serbest aminoasitlere yikilmaktadir (34). Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun
prolin dongiisiiyle beraber kollajen dejenerasyon iiriinleri ve diger Xaa — Pro dipeptidlerin
metabolizmas1 olduguna inanilmaktadir. Prolidaz C-terminalinde amino asiti prolin veya
hidroksiprolin olan dipeptidleri hiicre i¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve
yeni protein sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (35). Kollajen
dokudaki amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan prolidaz
kollajen yikiminda 6nemli rol oynamaktadir (36). Prolidaz hiicre i¢i protein yikiminin son

basamaginda ozellikle yiiksek miktarda prolin igeren prekollajenin yikimi asamasinda rol
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oynamaktadir. Enzim i¢in substrat kaynagi kollajen olup imminopeptidler kollajenin
yikiminin son basamaginda ortaya c¢ikmaktadir (37). Kollajen yikiminda prolidaz ve

prolinazin yeri asagidaki sekilde goriilmektedir. (Sekil-5)

fleri sentez
X-Pro-COOH
X-Hyp PROLIDAZ
V4 / \
ROLLAJEN |——)/ minodipeptidler
Fhdroksi idrada

/N Rroli athr

NH-Pro-X ROLINAZ

NH-Hyp-X

fleri sentez

Sekil.5.Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri(35)

2.2.10. Prolidaz’mm Hastahklarla Iliskisi

Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda Onemli rol oynar. Prolidaz C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesiklerin hizli hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu icin spesifitesi yiiksektir. Prolidaz eksikligi prolinin normal
dongiisiindeki bozulmayla sonuclanir. Prolidaz eksikliginde biiyiik miktarda prolin ve
hidroksiprolin iire ile disar1 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
ayni zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastaligi gibi durumlarda tanimlanir.

Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢cok daha yiiksektir. Prolidaz eksikligi cilt ve diger
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kollajen dokulardaki anormallik sendromuyla sonug¢lanir. Etkilenen boliimler idrara asiri
miktarda iminopeptid salgilarlar ve bu peptidler prolidaz i¢in substrat olarak gérev yaparlar
(36,37). Bu nadir genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif 6zellik olarak kalitimsaldir (38).
Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili olmas1 agisindan
onemlidir. Prolidaz agligi kronik deri iilseri tekrarlanan enfeksiyonlar zihinsel engelli kspleno
megali karakteristik bir yiiz goriiniimii (0rnegin zayif saglar yassi burun diiz alin kalin
dudaklar hipertelarizm) gibi ¢esitli klinik bulgularla baglantilidir. ilk defa 1968 yilinda
Goadma tarafindan tanimlandi. 1974’de Powell ve arkadaslar1 prolidaz eksikligi oldugunu

gosterdi (39).

Kardiyak matriks baslica tip I ve tip III kollajen icerir. Kollajen yapimi enflamatuvar
hiicrelerin bu alana gdcii ve salgiladiklart sitokinlere [transforming growth factor-81 ( TGF 83
1 ve interlokin 1 B (IL-1B) bagli] olarak uyarilir ve kardiyak dokuda fibrozis gelisimi ile
sonuglanir. Kardiyak ileti sistemindeki yapisal degisiklikler ise iletim bozukluklarina neden
olmaktadir (40,41,42). Yukarida da belirttigimiz gibi kollajen tip I ve tip III kardiyak
matrikste en yogun bulunan ekstraselliiler matriks proteinleri olup total kollajen miktarinin
yaklagik % 80-90°n1 olustururlar. Kollajen yapisindaki aminoasitlerin % 25°ni prolin ve
hidroksiprolin olusturmaktadir. Miyokardiyal fibrozis hipertrofi ve infarktiise bagh kardiyak
hasar durumunda tip I/IIl kollajen oranindaki degisiklik matriks yapisinin degismesine ve
sonucta miyokard islev bozukluguna neden olmaktadir (43). 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 ¢iktigindan dolay1 kollajendeki amino asitlerin %
20 kadarin1 prolinin olusturdugu kabul edilir (44). Kollajen yikiminin son basamagi prolidaz
araciligr ile olmaktadir. Prolidaz kollajen sentezi ve hiicre gelisiminde rol alan prolinin
doniistimiinde 6nemli rol almaktadir. Normal serum prolidaz degeri 1000 U/L'nin altindadir.
1500 U/L'yi asan degerler kronik karaciger hastaliklarinda goriiliir. Diyabetiklerde serum
prolidaz aktivitesinin olduk¢a diisiik oldugunu saptanmistir (45). Siroz hastalarinda serum
prolidaz seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundugu ve kollajen

turnover’inin insan karacigerinde sirozun gelisimiyle degistigini ve prolidaz aktivitesinin bu
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dejeneratif karaciger hastaliginda kollajen metabolizmasinin bozukluklarini yansitabilecegini
ortaya koydular (46). Kronik etanol ve selenium verilen siganlarin karacigerlerinde prolidaz I
aktivitesi kontrollere oranla artmis bulunmustur (47). Prolidaz enziminin genetik eksikliginin
sonucunda mental gerilik tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlar ile karakterize bir klinik
tablonun ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (48,49). Prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz I
aktivitesinin deri fibroblast kiiltiirlerinde ve kan hiicrelerinde azaldigi gosterilmistir (50).
Prolidaz aktivitesi bir¢ok dokuda ve amniotik sivida belirlenmistir (51,52). Kemik
hastaliklarinda hi¢bir zaman yiliksek prolidaz degerine rastlanmamustir (53). Oono ve ark.
kronik yara iyilesmesinde prolidaz enzim degerininin yaradan alinan sivi orneklerinde ve

blister olusan hastaliklarda blister i¢i s1v1 6rneklerinde arttigini bildirmislerdir (54).
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Bu c¢alismamizda ozetle; Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama

Hastanesi kardiyoloji poliklinigine basvuran 30 goniilli kardiyak hipertrofi tanisi konmus

hastadan, yas, kilo ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte hasta grubu ile 40 kontrol

vakasindan bilgileri dahilinde kan 6rnekleri alindi. Alinan kan onekleri santrifiij edildi ve

serumlar1 ayrildi Elde edilen serum 6rnekleri ¢alisilincaya kadar —80 °C ‘de muhafaza edildi.

Calisma giinli serum ornekleri eritildi ve prolidaz diizeyleri ¢aligildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanilan Aletler:

Santrifiij

Vorteks

Visible spektrofotometre
Hassas terazi

Su banyosu

Derin dondurucu (-80 °C)
pH metre

EKG cihazi

EKO cihazi

Universal 30 rf”

DCA-VF-2"

Jasco V-530 UV/VI3 Spectrofotometri®
Sartorius”

Niive BM 402"

New brunswick scientific (-85.C ultra low freezer
Hana

Aloko ProSobnd 5000

Schiller at-2 plus
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo.2.Prolidaz Aktivitesi Ol¢gme Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Adi Formiilii Firma ve Katalog no
Prolin Cs HyNO;, Sigma P-0380
Glisil-Prolin C7 H,,N,O3 Sigma G-3002
Glasiyel asetik asit CH;COOH Merck 541
Ortofosforik asit H;PO4 Merck 564
Ninhidrin CyoHeO4 Merck 6762
Mangan kloriir (I1)hidrat MnCLH,O Merck5917
Trizma HCl C4H{INOsHCI SigmaT-3253
Triklorasetik asit C,HC150, Fluka 91232
Prolidaz (Porcine Kidney) 100 tinite 2.4 mg Sigma P-6675
Demir(II) kloriir FeCl, CarloErba 51575
Cinko Asetat (II) hidrat ZnC4Hs042H,0 Fluka 96458
Magnezyum kloriir MgCl,6H,0 Riedel (IV) hidrat
EDTA (Triplex IIT) Ci9H14N>Na,0g2H,0 Merck 8421
TRIZMA BASE C4H11NO3 Sigma T 1503
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3.2.YONTEM

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi:

Calismada kullanilan kan ornekleri Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi kardiyoloji poliklinigine bagvuran 30 goniillii kardiyak hipertrofi tanisi
konmus hastadan yas, kilo ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte hasta grubu ile 40 kontrol
vakasindan alindi ve serumlari ayrildi. Serum prolidaz aktivitesi diizeyi Ol¢iilene kadar -80

°C'de saklandi.

3.2.2.Prolidaz aktivitesi 6l¢iimiinde kullanilan Ayiraglar:

1. 0.45 mol/L Trikloroasetik asit (TCA)

2. 1 mM L-Prolin standart1 0.012 g/100 ml 0.45 m/L TCA i¢inde hazirlandi.

3. 1 mmol/L MnCl, 4H,0 0.132 g tartilip pH:8 olan 0.05mol/L Tris tamponuyla
litreye tamamlandi.

4. 0.05 mol/L Tris HCI tamponu: 0.7850 birim Tris-HCI bir miktar distile suda
¢oziliirIN NaOH ile pH:8’ e ayarlanir ve distile su ile litreye tamamlanir.

5. Glisil - L prolin (100 mmol/ L): 1,720g glisil-L-prolindipeptidi tartilip100 ml Tris
tamponunda eritilir. pH:8 ‘e ayarlanir. Taze hazirlanir.

6. Chinard ¢ozeltisi: 60 ml glasial asetik asit40 ml 6 mol/ L ortofosforik asit2.5 g
ninhidrin 70 °C‘de bu karisimda eritilir.

7. 100mM Trizma-HCI tamponu: 7,88 g tartilir. pH:8’¢ ayarlanir ve distile su ile
500ml’ye tamamlanir [55, 56, 57, 58, 59, 60, 61].
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3.2.3. Serum prolidaz aktivitesi 6l¢iim yontemi (Chinard metodu ):

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 diizeyi 6l¢iiliir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baglidir

ve spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

GLISIL-PROLIN PROLIDAZ GLISIN + PROLIN
e

Deney 3 basamaktan olusur:

1. Enzim aktivasyonu i¢in; Numunenin Tris-HCI MnCl, ile preinkiibasyonu
2. Ornek ile glisil - prolinin inkiibasyonu

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak Chinard metodu ile 6lgiilmesi

Her 6rnek i¢in serum 1:6 oraninda Tris-HCIMnCI, ile 37 °C’de preinkiibasyon i¢in 2
saat bekletildi. Daha sonra inkiibasyonlu ve inkiibasyonsuz diye iki ayr tiip hazirland1 ve

asagidaki iglemler uygulandi.

Ayiraclar Inkiibasyonlu inkiibasyonsuz
100mM TrisTamponu 400uL 400uL
100mM Glisil - L prolin 400uL 400uL
Preinkiibe edilmis numune 100 uL 100 uL

0.45 mmol/l TCA - 500 uL
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Inkiibasyonlu tiipler 37 °C” de 30 dakika inkiibe edildikten sonra 500uL 0.45 mmol/l
TCA ilave edilerek reaksiyon durduruldu. inkiibasyonsuz ve inkiibasyonlu tiiplerinin hepsi

2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatan alinip spektrofotometrik prolin Sl¢limii
i¢in kullanild.

Aviraclar Kor Standart  Inkiibasyonlu  inkiibasyonsuz

Gasiyal asetik asit (ml) 2.5 2.5 2.5 2.5
Siipernatan (ml) 1 1
Chinard reaktifi 0.5 0.5 0.5 0.5

Standart 1

Yukaridaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agzi kapatilip 20 dk 90 °C ‘de

tutulur ve daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup 515 nm’de okutulur [55, 59, 60, 62].
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3.2.4.Prolidaz Aktivitesinin Hesaplanmasi:

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

A: Inkiibasyon tiipii absorbans degeri
B: Sifir zaman tiipli absorbans degeri(inkiibasyonsuz)
[S] : Standart konsantrasyonu (mmol/I)

S: standart absorbans degeri

Faktor : Preink. Ortamindaki sulandirma x Ink. Ortamindaki sulandirma

Inkiibasyon zamani

F: 40x15
30°
Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor : 1 litrede 1 dakikada olusan

S mmol prolin miktar

Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor x 60 : 1 litrede 1 saatte olusan

S mmol prolin miktari

Serumda aktivite tanimi : 1pmol substrati 1 dakikada degisiklige ugratan enzim

miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/l olarak tanimlanmigtir.
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BOLUM-4-BULGULAR

Calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Hastanesi
kardiyoloji poliklinigine bagvuran 30 goniillii kardiyak hipertrofi tanis1 konmus hastadan yas,
kilo ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte hasta grubu ile 40 kontrol vakasi dahil edildi.
Hasta ve kontrol grubundan alinan kan 6rneklerinin prolidaz enzim diizeyleri kolorometrik bir
yontem olan Chinard yontemi ile 6l¢iimii yapildi. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki kilo,
yas ve boy arasindaki fizyolojik degerler Tablo.3 de gdsterilmistir. Tabloya gore hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda kilo, yas ve boy degerleri arasinda bir fark olmadig1 goriilmektedir.

Tablo.3.Hasta ve kontrol gruplar arasindaki fizyolojik degerlerin karsilastiriimasi

Hasta (n=30) Kontrol (n=40) P
Ortalama+ SD Ortalama = SD
Kilo 67.34 +7.57 63.60 = 11.88 >0.05
Yas (y1l) 58.39+11.97 54.42 +10.99 >0.05
Boy (metre) 1.69 £.10 1.65+ .11 >0.05

Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki cinsiyet dagilimi Tablo.4’ te gosterilmistir.
Tabloya gore hasta ve kontrol gruplarinda kadin ve erkek oraninda bir fark yoktu.

Tablo.4.Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki cinsiyet dagilim

Grup Kadin Erkek Total
Hasta (n=30) 6 24 30
Kontrol (n=40) 11 29 40
Total (n=70) 17 53 70
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Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki prolidaz enzimi seviyeleri arasindaki fark, dagilim ve

standart sapmalar1 Tablo-5’ te gdsterilmistir.

Tablo-5. Hasta ve kontrol gruplarimin prolidaz enzim aktiviteleri

Hasta (n=30) Kontrol (n=40) P
Ortalama = SD Ortalama = SD
Prolidaz (U/L) 51.58 £10.1 59.75+4.0 <0.001

Tablo.5. te de goriildiigii gibi hasta gruplarindaki prolidaz aktivitesinin, kontrol

gruplarinin prolidaz enzim aktivitesine gore anlamli olarak azaldigi goriilmektedir (P <

0.001).
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BOLUM -5-TARTISMA VE SONUC

Diinya saglk orgiitii ilk belirtilerin baglamasindan sonraki 24 saat i¢inde gerceklesen
Olimleri “ani 6liim” olarak tanimlamaktadir. Ani 6liim nedenleri i¢inde vaskiiler hastaliklar
en bliylik grubu olusturmaktadir. Vaskiiler hastaliklarin %30’a yakinini ise hipertrofik
kardiyomiyopatiler olusturmaktadir (63). Hemen hemen her yas doneminde 6zelliklede ileri
yas doneminde ortaya cikabilen ve klinik olarak ileri donemde kilo kaybi, zayiflik, halsizlik,
istahsizlik, abdominal gerginlik, Oksiiriik, solunum giicligii, pulmoner vendz konjesyon,
pulmoner 6dem, plevral efiizyon, cesitli diizeyde murmurlar, diizensiz kalp ritmine neden
olarak oliime yol acan kardiyak yetmezliklerin erken donemde tanisi hastaligin tedavi sansini
arttirmaktadir (64). Yapilan ¢aligmalar gdstermistir ki kardiyak sikayetlerin biiylik bir kismi
kalp biiyiimelerinden kaynaklanmaktadir (65). Tiroid hormonunun kardiyak protein sentezini
arttirmasi hipertiroidik hastalardaki kardiyak hipertrofinin bir nedeni olarak diisiiniilmektedir.
Lavie ve arkadaslar1 hipertansiyon ve obezitenin sol ventrikiil hipertrofisinden sorumlu en
onemli risk faktorleri oldugunu ve her ikisinin de artan yasla yakin iligki gosterdigini
belirttiler (66). Bu yiizden kardiyak dliimlerde hipertrofi goz ardi edilmemelidir. Hipertrofinin
ilerlemesi sonucu kalp yetmezligi meydana gelir. Fakat her hipertrofi olmus durumda kalp
yetmezligi meydana gelmeyebilir. Kalp dokularin ihtiyag¢ duydugu kami normal dolus
basinglar1 altinda pompalayarak dagilimini saglayabilme gorevini kontraksiyon relaksasyon
ve dolum evrelerinden olugan bir dongii i¢inde yerine getirir. Sistolik evre kalbin kasilabilirlik
ve ileri atim giliciinli, diyastolik evre ise kalbin relaksasyon kapasitesini belirler. Kalp
odaciklarinin biiyiimesi ile kalbin igerisine alabildigi kan miktar1 ve her bir atimda
pompalayabildigi kan miktar1 (kalp atim voliimii veya strok voliim) artar. Bu nedenle bir
dakikada pompalayabildigi kan miktarida (kalbin dakika atim voliimii veya kardiyak output
veya kardiyak debi) artar. Kardiyak output veya kardiyak debi kalbin bir dakikada viicuda
pompalayabildigi kan miktaridir. Bu artis kalpte meydana gelen hipertrofi ve kalbin kasilma
giicinlin artigina baghdir. Bu artisin nedeni kardiyak hipertrofi ve miyokardin kasilma
kuvvetinin artmasidir. Kasilma kuvvetinin ve ventrikiiler hacmin artmasi her atimda daha
fazla kanin kalpten pompalanmasini saglar. Bu durum kardiyak hipertrofinin olusumunu
saglar. Bunun sonucunda kardiyak islev bozukluklar1i meydana gelmektedir. Kardiyak islev

bozukluklar1 kardiyak kollajen yapisindaki degislikler ile birliktedir.
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Prolidaz enzimi C-terminalinde prolin veya hidroksiprolin bulunan
imminodipeptidleri yikan bir enzimdir. Bu dipeptidler canlida kollojen yikiminda agiga ¢ikar.
Kollajen ardarda birkag¢ reaksiyonla imminodipeptidlere ve bunlarda serbest aminoasitlere
ayrilir. Bu aminoasitler genel sistemik aminoasit havuzuna katilmadan tekrar kollajen
yapimina girer. Yapilan arastirmalarda kollajen sentezinde, kollajen alfa zincirlerinin
olusumunda, kollajenin fiberlere baglanmasinda ve salgilanmasinda gerekli olan prolin ve
lizin molekiillerinin hidroksilasyonun da gerekli oldugunu ortaya koymustur (67). Sol
ventrikiil diyastolik disfonksiyonu ve artmis sol ventrikiil kiitlesi hipertrofik sol ventrikiiliin
interstisiyel boslugunda asir1 basing yiiklenmesine sekonder olan bir sonu¢ nedeniyle olusan
orantisiz kollajen birikimine baglanabilir (68). Kollajenin birikimi ve turn-over’inin
bozulmasi prolidaz enzim aktivitesini de degistirmesi beklenir. Bizim ¢alisgmamizda kardiyak
hipertrofili hastalarda prolidaz aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldigim
bulduk. Artmis sol ventrikiil diyastolik ve sistolik voliimii hipertrofi ve uzamis sistolik
ejeksiyon siiresi nedeniyle miyokardin oksijen ihtiyaci artar. Hipertrofi durumunda kardiyak
hiicrelere yeterli miktarda oksijen gitmedigi diisliniildiigiinde prolin ve lizin molekiilleri
hidroksilasyonu ger¢eklesemez. Buna bagli olarak da prolidaz enzim aktivitesinin
etkilenecegi diisiiniilmektedir. Fakat bu konuda su ana kadar yapilmis herhangi bir ¢alismaya
literatiirde rastlanilmamistir. Prolidaz enzim aktivitesiyle ilgili kemik yapim ve yikiminda
indeks olarak kullanilmasi, meme kanserinde, tip2 diabetes mellitusde, liremik hastalarda
enzim aktivitesinin rolii, hiperbarik oksijen tedavisine prolidaz enzim seviyesi ve benzeri
caligsmalara literatiirde karsilagilmistir (69). Ancak kardiyak hipertrofili hastalarda prolidaz

aktivitesiyle ilgili herhangi bir aragtirma yapilmamustir.

Bulgularimiz bize kardiyak hipertrofide kollajen dokununda etkilendigini,
yapim ve yikim hizin1 azalmis ya da yavaglamig oldugu yoniinde fikir vermektedir. Serum
prolidaz aktivitesinin Ol¢limiiniin kolay uygulanabilir olmasi ve enzim aktivitesini saglikli
eriskinlerde biiylik varyasyonlar goOstermemesi prolidaz enzimi rutin laboratuvarlarda
hipertrofik kardiyomiyopati vakalarinda kollajen doku hasarinin degerlendirilmesinde
yararlanilabilme ihtimalini gostermektedir. Fakat, bu konuda daha kesin konusabilmek igin
daha detayli ve genis capli planlanmis, hem kardiyak myopatinin, hem komplikasyonlarinin
hem de nedenlerinin géz oniine alinarak, prolidaz enzim aktivitesiyle birlikte degerlendirilip

birbirleriyle korelasyonunun olup olmadigini ortaya ¢ikaracak ileri ¢alismalar gerekmektedir.
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