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Hipertansiyonlu Hastalarda Kan Prolidaz Aktiviteleri

Kevser ELCI
Biyokimya Yiiksek Lisans Tezi

OZET

Hipertansiyon toplumsal bir saglik sorunudur. Erken tani ile kontrol altina alinabilen,
gee kalindiginda, iskemik kalp hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar gibi 6liimciil seyreden
komplikasyonlara ya da organ hasarlarina yol agan kiigiimsenmemesi gereken ciddi bir
hastaliktir. Prolidaz kollajen metabolizmasinda yer alan spesifik bir iminopeptitdir. Spesifiktir
¢linkii; amino asitlerin C terminalindeki prolin ve hidroksiprolin i¢eren dipeptidleri yikan tek
enzimdir. Bu nedenle enzim aktivitesindeki artisin bu iki amino asit bakimindan oldukga
zengin proteinimiz olan kollajenin yapim ve yikim artisi ile baglantili olmasi beklenilir. Biz
calismamizda hipertansiyonun kollajen doku iizerindeki etkilerini prolidaz enzim aktivitesini

Olcerek belirlemeye calistik.

Calismada, hipertansif hastalarin prolidaz aktiviteleri Chinard metodu ile olgiildii.
Serum prolidaz aktivitesi saglikli kontrollerde hipertansiyonlu hastalardan anlamli olarak daha
diisiiktiir (p<0,01). Bu bulgu bize hipertansiyonun kollajen doku hasarina neden oldugunu

gostermektedir. Bu baglamda prolidazin da bir belirteg niteligi tasiyabilecegi diistiniilebilir.

Anahtar kelimeler:Hipertansiyon, prolidaz, kollajen



Blood Prolidase Activty Of The Patient With Hypertension

Kevser ELCI

Biochemistry Master Thesis
ABSTRACT

Hypertension is a social health problem. It is a serious disease thatmust not be
underestimated causing mortal complications like ischemic hearth diseases, cerebrovascular
diseases or organ damages. Prolidase is a specific imidodipepdidase involved in collagen
degradation. It is specific because prolidase is only enzyme that splits dipeptides with proline
or hydroxyproline as their C-terminal amino acids. In our study we tried to determine the

effects of the hypertension on collagen tisue with meausiring prolidase activity.

In the study prolidase activity of patient was measured with Chinard metod. Serum
prolidase activity was significantly lower in patients with hypertension than in the healthy
controls (p<0,01). This finding suggested that hypertension causes the collagen tissue
damage. In this position prolidase can be though as an indicatdr.

Key Words:Hypertension, prolidase, collagen



1-GIRIS VE AMAC

Kollajen, yapisinda her bes amino asitten biri prolin veya hidroksiprolin olan 6nemli
bir destek proteinimizdir. Kemik, dis, tendon, deri ve damarlar gibi bir ¢ok dokuda yer
almaktadir. Kollajenin primer yapist polipeptid zincirindeki her ii¢ pozisyondan birinde en
kiiciik amino asit 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.

Prolidaz hidrolazlar sinifina ait bir enzim olup prolidaz eksikligi prolinin normal
dongiisiindeki bozulmayla sonug¢lanir ve sonug olarak toplam prolin eksikligi olusur. Kollajen
yapisindaki amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin olusturdugundan yani
her 5 amino asitten birini prolin veya hidroksiprolin olmasindan dolay1, prolidaz eksikligi
kollajenin bulundugu dokularda anormalliklere sebep olacaktir. Kollajen de viicut
proteinlerimizin %30 kadarin1 olusturdugundan prolidaz eksikligi insan viicudu igin
onemlidir. Ayrica prolidazin prolin veya hidroksiprolin iceren dipepditleri ve tripepditleri

yikan tek enzim olmasi da bu 6nemi bizim i¢in daha da artirmaktadir.

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 gorev almaktadir. Kollajen pek
cok organ ve dokunun, ekstraselliiler matriksin yapisal bileseni olmasi nedeniyle pek c¢ok

organ doku patolojisinde de etkilenmektedir.

Damarlarin duvarlarinda genel olarak ii¢ tabaka ayirt edilmektedir: Intima, media
ve adventisiya. Intima, endotel, bazal lamina ve subendotel tabakalarindan meydana gelir.
Intima ile media tabakalar1 arasinda, bilhassa orta capl arterlerde acik bir sekilde goriilen,
membrana elastika interna yani i¢ elastik zar yer almaktadir. Media tabakasinda, farkl tip

damarlarda oranlar1 degismek iizere, diiz kas hiicreleri, elastik lameller ve kollajen fibriller



bulunmaktadir. Yani damarlarimiz biliyiikk 6l¢iide kollajen doku icermektedir. Bu nedenle
damar sistemini etkileyen patolojik durumlarda yapisal bir eleman olarak kollajen proteinin

yapim-yikim ve yeniden yapim dongiisiiniin de etkilenmesi beklenir.

Kanin viicut damarlarinda normal dolagiminin saglanmasi i¢in bir basing gereklidir.
Diyastolik ve sistolik olarak iki kategoride inceledigimiz bu basincin, 6zellikle sistoligin,
normal sinirlar igerisinde olmasina (80-120 mmHg) normotansiyon, normalden az olmasina
(alt sinirin altinda) hipotansiyon, fazla olmasina ise (iist sinirin {izerinde) hipertansiyon denir.
Normotansiyon sinirlart ideal simirlar olup, hipertansiyon tanisi i¢in iki veya daha fazla
muayene sirasinda, en az iki Ol¢limiin ortalamasi alinmali ve degerlerin 90-140 mmHg nin
istinde olmas1 gerekmektedir. Kan basinct yiiksekligi (hipertansiyon) insanlarin ¢ogunun
yasamlarinin bir silirecinde karst karsiya kaldiklari Oonemli ve sik goriilen bir saglik
problemidir. Hipertansiyon iyi kontrol edilemediginde viicuttaki bir cok organin yapi ve
fonksiyonunu ciddi sekilde etkileyebilecek komplike bir hastaliktir. 1960°11 yillarin sonlarinda
gerceklestirilen birgok calismada kismen kontrol edilebilen hipertansiyonun dahi
komplikasyon riskini azalttigi ortaya konduktan sonra bu konudaki caligsmalar hiz

kazanmustir.

Hipertansiyon, diinyanin tim cografi bolgelerinde goriilebilen ve oncelikle eriskin
popilasyonu ilgilendiren bir epidemi halini almistir. Kitalar ve bolgeler arasinda farklar
olmakla beraber 2000 yili itibariyle diinya genelinde 20 yas iizerinde erigskin niifusun
%?26.4’linlin hipertansiyonu vardir. Tiirk Hipertansiyon Prevalans Calismasi’nin verilerine
gore, 2003 yil1 itibariyle tilkemizde 18 yas {izeri eriskin niifusta hipertansiyon goriilme siklig1

%31.8°dir.

Biz bu ¢alismamizda bir ¢ok organ ve sistemi etkileyebilen hipertansiyonun kollajen
doku {izerindeki etkilerini prolidaz enzim aktivitesini Olgerek belirlemeye calistik.
Hipertansiyonlu hastalarda kan prolidaz aktivitesindeki degisiklikleri 6lgerek, hipertansiyon

ile prolidaz enzimi arasindaki iliskiye agiklik getirmeyi amagladik.



2.GENEL BILGILER
2.1.HIPERTANSIiYON

2.1.1.Hipertansiyonun Tanmimi

Kan basinct ¢ok degisken olabilen kantitatif bir oOzelliktir (1-4). Arteriyel kan
basincinin normal sayilan siirlarin {izerine ¢ikmasina hipertansiyon denir. Kan basinci

genellikle asagidaki formiille hesaplanir (5).

Kan basinci= Kardiyak debi * periferik rezistans

Anormal sayilmasi gereken kan basinci diizeyi konusundaki tartismalar siirmektedir.
Normal kan basincinin kardiyovaskiiler komplikasyonlarin olusacagi spesifik bir {ist sinir1
yoktur. Bu nedenle, hipertansiyonun tanimi gorecelidir ama hastanin degerlendirilmesi ve
tedavisinde klinik kullanim i¢in gereklidir. Hipertansiyon, miidahalenin yararlarinin
maliyetten fazla olduguna karar verilen kan basinci diizeyi olarak da tanimlanmistir (6,7).
Esansiyel (primer, idiyopatik) hipertansiyon renovaskiiler hastalik, bobrek yetmezligi,
feokromasitoma ve aldesteronizm gibi sekonder nedenlerin bulunmadig: yiiksek kan basinct
olarak tanimlanir ve tiim hipertansiyon nedenlerinin %95’inden sorumludur (8). Bugiin
sistolik kan basincinin 140 mmHg, diyastolik kan basicinin da 90 mmHg veya iizerinde
olmas1 ya da kisinin antihipertansif ila¢ kullaniyor olmasi hipertansiyon olarak tanimlanir
(2,3). Sistolik kanbasincinin 130-139 mmHg ve diyastolik kan basincinin 85-89 mmHg
arasinda olmasi ‘yiikseknormal’ kan basinci (prehipertansiyon) olarak tanimlanir. Kan basinci
diizeyleri bu sinirlarda seyreden kisilerde zaman i¢inde hipertansiyon gelisme riski, daha

diisiik hipertansiyon degerlerine sahip kisilere gore iki kez daha fazladir (7).



2.1.2. Hipertansiyonun Prevelansi

Hipertansiyon gittikge 6nemi artan bir medikal ve halk saglig1 sorunudur. Prevalansi
yasla birlikte artmakta, 60-69 yas arasinda popiilasyonun yarisinda, 70 yasinin {istiinde dortte
tictinde hipertansiyon bulunmaktadir (9)

Diinya capinda yaklasik olarak 1 milyar kiside hipertansiyon oldugu ve yilda 7,1
milyon kisinin hipertansiyona bagli olarak 61diigii tahmin edilmektedir (10). NHANES
verilerine gore de ABD’de tedavi edilmesi gereken 50 milyon hipertansif hasta bulunmaktadir
(11). Ulkemizde de TEKHARF calismasinin verilerine gore hipertansiyon prevalansi
erkeklerde %36.3, kadinlarda %49.1°dir (12).

Son yillarda hipertansiyonu oldugunun farkinda olan, antihipertansif tedavi goren ve
kan basinct kontrol altinda olan hasta sayisi artmistir. Bunun sonucunda koroner arter
hastalig1, kalp yetmezligi ve fel¢ (paralizi) nedeni ile olan dSliimler de azalmistir. Fakat buna
ragmen ABD’de hastalarin %30’u hipertansiyonu oldugunun farkinda degildir. Hipertansif
hastalarin %40’1ndan fazlas1 tedavi altinda degildir ve tedavi altindakilerin de tigte biri kontrol
altinda degildir. Ayrica koroner arter hastalif1 ve felg nedeni ile 6liimlerin oranindaki azalma

da diismekte, kalp yetmezligi prevalansi ve kalp yetmezligine bagl 6liimler de artmaktadir.

(9).

Toplumda hipertansiyonun insidansi ile ilgili veriler yetersizdir. Tanimlardaki ve
Olciim tekniklerindeki degisiklikler, farkli toplumlarda hipertansiyonun insidansinin
karsilagtirmali olarak incelenmesini engellemistir. Hipertansiyon insidansi yasin ilerlemesi ile
birlikte keskin bir sekilde artar ve yasamin erken donemlerinde erkeklerde kadinlara gore
daha yiiksek oranlar goriiliirken, yasamin ge¢ donemlerinde bunun tam tersi s6z konusu olur
(8). Framingham Kalp Calismasi’nin verileri, 5209 denekte, 30 yillik takip esnasinda, kesin
hipertansiyonun insidansinda egilimlerin ve insidansin analizine olanak saglamistir (13).
Hipertansiyon insidansi, 30-39 yaslar1 arasindaki erkeklerde %3.3* den ve kadinlarda %1.5’
den, 70-79 yas aras1 erkeklerde %6.2’ye ve kadinlarda %8.6’ya ylikselmistir.



2.1.3. Hipertansiyonun Siiflandirilmasi:

Eriskinlerde kan basinci derecesinin siniflandirilmasi niteldir. Pratikte tedaviye
yaklasim kolaylig1 saglamak i¢in kan basinct degerleri dikkate alinmaktadir.

JNC-VII raporunda 18 yas ve istiindeki erigkinlerin kan basinglart dort dereceye
ayrilmistir (Tablo 1). Hipertansiyon tanisi i¢in iki veya daha fazla muayene sirasinda, en az
iki Ol¢limiin ortalamasina dayandirilmalidir. Siniflandirmada sistolik ve diyastolik kan
basinglar1 farkli siniflara diigerse, kisinin kan basinci degerlendirilirken daha yiiksek olan kan

basinci derecesi dikkate alinmaktadir.

Tablo-1. 18 yas ve iistii erigkinler i¢in kan basincinin siniflandirilmasi

Sistolik kan basinci Diastolik kan basinct
Normal <120 mmHg <80 mmHg
Prehipertansiyon 120-139 mmHg 80-89 mmHg
Evre-1 140-159 mmHg 90-99 mmHg
Evre-2 >=160 mmHg >=100 mmHg

2.1.4. Hipertansiyonun Etiyolojisi ve Etiyolojik Simiflandirma

Hipertansiyonun etiyopatalojisi hakkindaki bilgiler hala ¢ok kisitlidir. Bununla beraber
Oteden beri iki farkli hipertansiyon tiirli tanimlanmistir. Bunlardan biri, hi¢bir organ
hastaliginin baslatmadig1 arteriyal hipertansiyon olup ‘primer’ veya ‘idiyopatik’ veya en sik

kullanilan terimle ‘esansiyel hipertansiyon’dur.

Sekonder hipertansiyon ise arter basinci yiikselmesinin bir hastaligin ¢esitli

bulgularindan birini olusturdugu durumlardir.Bu durumda hipertansiyon, asil hastaligin ikincil



bir yani, ek bir fenomeni oldugundan bu tiir kan basinci yiikselmelerinde sekonder

hipertansiyon s6z konusudur.

2.1.5. Hipertansiyonun Nedenleri

Hipertansiyon farkli hasta gruplarinda yiliksek kan basincina yol agan degisik
predispozan faktdrlerin rol oynadigi heterojen bir hastaliktir. Insanda kan basimci
varyasyonunun %25-40" 1 genetik olarak belirlenir; bu siirecte kan basincini hem yiikselten,
hemde diistiren genler rol oynar (14,4). Bir insanda kan basinc1 fenotipi, yiiksek diizeyde alkol
tilketimi, tuz igerigi yiiksek ve potasyum ile kalsiyum igerigi diisiik diyetler, yaslanma,
sedanter yasam tarzi, sosyoekonomik durum ve stres gibi ¢evresel ve demografik faktorlerle

etkilesen ve kan basincini yiikselten ve diisiiren gen gruplarinin ekspresyonuna baghdir (15).

Psikolojik stresle iliskili olarak sempatik sinir sistemi aktivitesinde artis, endotelin ve
tromboksan gibi vazokonstriktorlerin ve sodyum tutucu hormonlarin asir1 tiretimi, potasyum
ve kalsiyum aliminin yetersiz olmasi, artmig ve uygunsuz renin sekresyonu, prostoglandinler
ve nitrik oksit gibi vazodilatatorlerin eksiklikleri, direng damarlarinda konjenital anomaliler,
diabetes mellitus, insiilin direnci, obezite, damar biiylime faktorlerinde aktivite artis1 ve
hiicresel iyon transportunda degisme, gibi bircok patofizyolojik faktdr ve genetik faktorler

esansiyel hipertansiyonun olugmasinda rol oynar (8).

Yapilan c¢aligmalar hipertansiyon olgularmin %92-95’inin esansiyel hipertansiyon
oldugunu, %5-6 kadar hastada hipertansiyonun kronik bobrek parankim hastaligina bagh
oldugunu gostermistir. Bu nedenle diger tiim nedenler hipertansiyon etiyolojisinde ancak %]1-
3 oraninda rol oynamaktadir. Esansiyel (primer) hipertansiyon nedenleri tam olarak
bilinememekle beraber alkoliin, obezitenin, genetik yapinin, sodyum ve potasyumun,

kalsiyum ve magnezyumun, fiziksel aktivitenin ve psikososyal faktorlerin etkisi vardir.

Kan basinci varyasyonunun kalitsal 6zelligi, kan basincinin ailesel agregasyonu (16),
monozigot ve dizigot ikizlerde kan basinci karsilastirmasi ve biyolojik ve evlat edinilmis

kardeslerin kan basincim1 karsilastiran epidemiyolojik ¢alismalarda gosterilmistir. Bu



caligmalar, akrabalar arasinda kan basinci korelasyonunun, kan basinci sinirlari boyunca
goriildiiglinii (yiiksek kan basinci olan anne-babalarin, diisiik kan basincina sahip anne-
babalarin diislik kan basincina sahip ¢ocuklar1 olma egilimleri ile ayn1 derecede yiiksek kan
basincina sahip cocuklart olma egilimleri vardir) ortaya koymustur (4). Bu bulgular, bir
insanda kan basincinin, her birisi kan basincini yiikseltme etkisine sahip bir dizi gen ile

belirlendigi kavramini destekler.

Kan basinci varyasyonundan sorumlu olan spesifik genlerin arastirilmasi halen
devam etmektedir. Hipertansiyonla iligkili genetik calismalarda major bir problem, kan
basincinin biyolojik varyabilitesidir. Ayrica, kan basincinda diiirnal, mevsimsel ve postural
varyasyonlar ve diyet ve uyaniklik durumu ile iliskili varyabilite, optimal 6l¢iim tekniklerine
ragmen fenotip belirlenmesinde zorluklar olusturmaktadir. Hipertansiyonun molekiiler ve
genetik heterojenitesine ek olarak fenotip belirlenmesindeki bu zorluklar nedeniyle

hipertansiyondan sorumlu major genler heniiz tanimlanamamustir.

Fizyolojik hipertansiyon c¢aligmalari ve kromozomal/genomik harita c¢aligmalari,
yiiksek kan basinci ile iligkilendirilen bazi aday genleri ortaya ¢ikarmistir. Hipertansiyonun
patofizyolojisinde rol oynamak ag¢isindan en giiclii gostergeler, anjiyotensinojen, anjiyotensin
konverting enzim (ACE), beta2 adrenarjik reseptor ve G-proteini beta3 alt {initesi igin
anjiyotensin-2 tip 1 reseptorli gibi renin-anjiyotensin sisteminin 6gelerini kodlayan genlere

aittir.

Eriskinlerde, ¢ocuklarda ve adolesanlarda diger potansiyel karistirici faktorlerden
bagimsiz olarak obezite ve hipertansiyon arasinda bir iligki ortaya konmustur. Viicut
agirhiginda cocukluktan geng eriskinlik donemine kadar bir artis, erigskin donemi
hipertansiyonunun majdr bir gostergesidir. Prospektif ¢alismalarda, viicut kitle indeksi (BMI),
nisbi agirlik, deri kivrimi kalinhigi veya bel kalga orani olarak ifade edilen obezite,
hipertansiyonun 6énemli bir gostergesi olarak ortaya ¢ikmustir (17). Hipertansif ve normotansif
katilimcilarda, sistolik ve diyastolik kan basincinda anlamli derecede toplu net degisiklikler,
sirasi ile -5.2/-5.2 mmHg ve -2.8/-2.3 mmHg olarak saptandi. Ancak bu calismalarda, tuz ve

alkol tiiketimindeki ve fiziksel aktivitedeki degisikliklerin katkisi izerinde durulmamastir.



Egzersizin kan basinci tizerindeki etkilerini degerlendiren 1yi planlanmis ¢alismalarin
sayis1 azdir. Gozlemsel epidemiyolojik caligmalarda, fiziksel aktivitenin kalp krizi ve felg
riskini azalttigin1 gosteren bariz bulgular vardir (18). Egzersizin kan basinci iizerindeki
etkileri, tamamen viicut agirhgindaki degisiklikler yoluyla kontrol ediliyor olabilir. Klinik ve
toplum saghigi bakis acilarina gore, egzersizin kan basinci lizerindeki bagimsiz etkileri

konusunun pratik 6nemi sinirlidir.

Yatay kesit caligmalarda alkol tiikketimi ve kan basinci arasinda, yas, obezite, sigara
tilkketimi, sosyal sinif ve sodyum atilimdan bagimsiz olan sabit bir iligki gézlenmistir. Giinde
35 gramdan daha fazla alkol tiiketen kadinlarda alkol kullanmayanlara kiyasla risk iki kat
daha fazladir. Giinliik 20 gram alkol tiiketimi kadinlarda hipertansiyon riskini yiikseltmezken,
bu diizeyin iizerindeki alkol tliketimi, riski progresif olarak yiikselttigi klinik calismayla
ortaya konmustur (19). Alkoliin kan basinci {lizerinde potansiyel etkileri belirsiz olmakla

beraber muhtemel etkileri sunlardir:

-Alkoliin direkt presor (kan basincini yiikseltici) etkisi
-Diren¢ damarlariin presér maddelere karsi duyarlagmasi
-Sempatik sinir sisteminin uyarilmast

-Adrenokortikoid hormonlarinin iiretiminde artis.

Kalsiyum alimini kan basinci tizerindeki etkisi ile ilgili klinik ¢aligmalarin verileri
celigkilidir ve genel etki minimal diizeydedir. Yine de klinik ¢alisma verileri, hamileligin
indiikledigi hipertansiyon ve pre-eklamsi riski iizerinde yararli bir etkiyi desteklemektedir.

Gozlemsel galigmalarda, magnezyum alimi ile kan basinci arasinda zay1f bir iligki vardir.

Tuz gibi diyeter faktorlerin yasin ilerlemesi ile birlikte kan basincinda ylikselmeye ve
esansiyel hipertansiyonun gelisimine katkisinin aydinlatilmasit zor olmustur, cilinkii 6zgiir
yasayan deneklerde diyetle alinan maddelerin 6l¢iimii dogru yapilamaz. Ancak bu zorluklara
ragmen, glinimiizde tuz aliminin kan basinci regiilasyonunda ¢ok énemli bir rol oynadigina
dair bulgular sasirticidir. INTERSALT caligmasinda , idrarda sodyum atilimi (tuz aliminin bir
gostergesi) ve kan basinci arasinda pozitif iligkiler goézlendi. (popiilasyon iginde ve

popiilasyonlar arasinda) (20). Popiilasyon i¢inde daha yiiksek sodyum atilimi olanlarda, daha



yliksek kan basinci olma egilimi vardi; daha yiiksek ortalama sodyum atilimi olan
poplilasyonlarda, daha yiiksek ortalama kan basinglari saptandi. Tiim yaslardaki erkek ve
kadinlarda sodyum aliminda 100 mmol/giin (yaklasik 6 gram) artis, sistolik kan basincinda 6
mmHg’ 11§ ortalama bir artisla iliskili bulundu. iliski oranlar1 daha yash kisilerde (40-59 yas),
daha geng kisilere gore daha yiiksekti. Bu ¢alismanin ana bulgusu, popiilasyonlarda sodyum
atilimi ve yasin ilerlemesi ile kan basincinda yiikselme arasinda sabit ve yiiksek diizeyde bir
iliski olmasidir. 50-59 yaslar1 arasindaki kisilerde, giinliikk tuz aliminda 3 gram azalmanin
(diyette orta derecede tuz kisitlamasi ile elde edilebilecek olan), sistolik kan basincini
ortalama olarak 5 mmHg azaltacagi hesaplanmistir. Bat1 iilkelerinin ¢ogunda, kan basincinda
toplum genelinde bu miktarda ortalama bir azalma, felg insidansim1 %25 ve iskemik kalp
hastalig1 insidansin1 %15 oraninda azaltir. Bu nedenle, nispeten az miktarda tuz kisitlamasinin
potansiyel klinik etkisi ve toplum saglhigi agisindan etkisi 6nemli diizeydedir. Ozetle, tani
konmus hipertansiyonu olan ve yiiksek-normal kan basinci olan hastalara tuz alimimi
kisitlamalar1 Onerilebilir. Diyetimizdeki tuzun ¢ogu, ekmek, biskiivi ve misir gevregi gibi

islenmis besinlerde gizlidir.

Sodyum alimi, potasyum alimi ve kan basinci arasindaki iliski karmasiktir ve tam
olarak c¢oOziimlenememistir. Sodyum ve potasyumun birbiri ile iligkili olma olasiligi,
INTERSALT gibi ¢alismalarda, sodyum/potasyum orani ve kan basinci arasinda sabit bir

iligkinin ortaya konmasi ile vurgulanmigtir.

Psikososyal faktorlerin, hipertansiyonun gelismesine katkida bulundugunu gosteren
bulgular olmasina ragmen, bu faktdrlerin diger diyet ve ¢evre faktorlerine gore onemi belli
degildir. Arastirmalar, psikososyal stresin kan basinci tizerindeki muhtemel direkt etkileri
tizerinde odaklanmis olmasina ragmen, fakirlik, issizlik, ve egitimsizlik gibi *’stresor’’lerin,
hipertansiyonla baglantili olan asir1 yemek, yiiksek diizeyde tuz igerikli diyet ve fiziksel
inaktivite gibi yasam tarz1 Ozellikleri {izerindeki etkileri de géz Oniinde tutulmahidir. Milli
Saglik ve Beslenme inceleme 1 Epidemiyolojik Takip Caligmasi’nda, anksiyete ve
depresyonun hipertansiyon ag¢isindan risk faktorii olarak rolleri incelenmistir (21). Baslangicta
hipertansiyon bulgusu olmayan 2992 erkek ve kadindan olusan bir kohort 7-16 yil boyunca

takip edilmis. Hipertansiyonu etkileyen diger tiim risk faktorlerinin ayarlandigi analizlerde
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hem beyaz irkta hem de siyah irkta, anksiyete ve depresyonun hipertansiyon i¢in bagimsiz

belirleyiciler oldugu ortaya konmustur.

2.2.-PROLIDAZ

2.2.1.Prolidazin Tanimi

Prolidaz hidrolazlar simifina ait bir enzimdir (22,23). Uluslararas:1 siniflandirmaya
gore; EC 3.4.13.9 siifinda yer alir. Hidrolazlar ¢esitli baglarin hidrolizini kataliz ederler. Bu
baglar; C-O, C-N, C-C ve fosforik anhidrit bagin1 da iceren bazi bazlardir. Prolidaz enzimi
karboksil terminal pozisyondaki prolin veya hidroksiprolin igeren dipeptitlerin hidrolizini

katalizler.

1937 yilinda Bergmann ve Fruton glisin-prolin’in 6nceden bilinen peptidazlardan
farkli, intestinal mukozal bir enzim tarafindan hidroliz edildigini saptamislardir (24). O
tarihten itibaren prolidaz adi verilen bu enzimin pek ¢ok memeli dokusunda varlig
gosterilmistir (25,26). Enzim yaklasik 60 y1l 6nce bulunmasina ragmen 6nemi 25 yil 6nce

eksikligi calismalar1 yapildiginda anlagilmistir (27).

2.2.2.Prolin

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

olabilmekte veya glutamata oksitlenmektedir (28).
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Prolinin diger amino asitlerden farki R grubunun hem amino grubu hemde o karbon

grubuna bagh olarak siklik bir yapiya yol agmasidir (Sekil-1).

N
!_,-’CH"“I‘-IH R J:-I:] —
* - l_EDD

H | _
__C-CDO H
H

prolin amino asit

Sekil-1. Prolin ve diger amino asidin genel yapisal goriiniimii

Benzersiz yapisal 6zellikten dolay1 prolin bir peptit sekansina girdigi zaman 6nemli
konfarmasyonel 6zellikler gdsterir. Bu aminoasidin siklik yapist polipeptit omurganin yapisal
yonlerine temel sinirlamalar getirmektedir. Prolin siklik yapisinin sonucu olarak higbir
fonksiyonel grup igermez 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
dokularini ana bileseni olan kollejen prolinin yapisal 6zelliklerine belirgin bir sekilde baglidir

(29).

Prolinin siklik yapist a karbon ve Nitrojenin bir peptit bagindaki rotasyon agisini
sinirlamaktadir ki normal olarak bitisik amino asitlerin reel gruplari arasindaki siterik
engelleme veya elektrostatik repulsiyona baghdir. Prolin potansiyel bir yapi 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 dnemli yapisal

olayin proteinler i¢cindeki en 6nemli sonucu prolin tarafindan olusturulmasidir (31,32).

Prolin ve hidroksiprolin, kollajen yapisinda yer alan en énemli amino asittir. Prolin
tirevleri olan  3-hidroksiprolin ve 4-hidroksiprolin karigik fonksiyonlu oksigenazlar

kullanilarak polipeptit zincirinde bulunan prolin kalintilarindan elde edilmektedir.
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Hidroksiprolinin hidroksiprolin oksidaz ile parcalanmasi sonucunda glioksalat ve piriivat

olusmaktadir. Hidroksiprolin hidrojen yapim ve yikiminda agiga ¢ikar (28).

Prolin biyolojik olarak aktif peptitlerin enzimatik degradasyona kars1i koruma
saglamaktadir. Bu durum peptit veya protein prekiirsorlerinin post transyasyonel
modifikasyonlarinin regiilasyonunda agikca bellidir. Polipeptit zincirinin i¢inde yerlesik olan
prolin amino asitler, zincirlerin enzimatik siireci 6ncesinde modifikasyon boliimiinde bulunur
ve polipeptit zincirinin hassasiyetine protelize sinirlayan yapisal unsurlar olarak hareket eder.
Bu durum peptitlerin post-translasyonel modifikasyonunda gorev alan ekzopepdidazlarin
ozelligi ile iliskili arastirmalarda gosterilmistir. Pek c¢ok biyolojik olarak aktif peptitlerin

amino ucuna yakin yerlerde ortaya ¢ikan prolin gozlemiyle desteklenmektedir (33,34).

Prolin ve hidroksiprolin prolidino halkasindaki azot atomuna bir hidrojen atomunun
girmesi ile olugsmaktadir. Bunlar genelde imino asit ismiyle adlandirilir. L-prolin amino
asitlerin hiicre disi havuzunun temel bilesenidir. Bunu sadece glutamin ve alanin amino
asitleri takip eder. Hidroksiprolin dncelikle viicut sivilarinda oligopeptitlerde bulunmaktadir.
Insanlarda hidroksiprolinin yapisi1 4-hidroksi —L-prolin seklindedir ve viicut sivilarinda daha

az bulunur. Protein yapisinda bulunan hidroksiprolin peptide bagl prolinin hidroksillenmesi

ile olusmaktadir (35).
COCH OOH OH COOH
. . : A COOH
H H H H
L-Prohin 4-Hidroksi-L-prolin 3-Hidroksi-L-prolin D-Prolin

Sekil-2. Memeli kollajeninde bulunan prolin ve hidroksiprolin izomerleri

Prolin ayrica Kreps ve iire dongiisliyle metabolik olarak baglantilidir. A -prolin-5-
karboksilik asit prolin metabolizmasinda iki dongiiyii birbirine baglayan bir pozisyondadir.
Prolinin karbon zincirinden Krebs dongiisiine gecisi, tiim dokularda bilinen klasik yoldan 2-

oksaglutarik asit metabolizmasi ile olur (36).
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PROLIN

A—Prolin-S-karboksiIik asit

/"
GLUTAMIK ASIT r\\
/ ORNITIN
]

URE
DONGUSU

Gama-amino
butirik asit

J

Kiiksinik asit

| 2-okso-glutarik asit

KREBS
DONGUSU

Ure

Sekil-3. Prolinin metabolik yollarla baglantisi (Scriver 1978)(36)

2.2.3.Prolidazin Yapisi

Prolidaz enzimi bir cok memeli dokusunda ve mikroorganizmalarda dagilim gosterir.
Dogal, sitoplazmik, homodimerik bir metaloenzimdir. Mn** prolidaz enzimi aktivitesini 5-10
kat arttirmaktadir (35). Mn>’a ek olarak enzimin maksimum aktivitesi icin aktif merkezinde

arjinin ve anyonik amino asit artiklarinin olmasi gerekir (35).

Proteazlar hep monomer yapida olmasina ragmen tiim prolidazlar dimer yapi
gosterirler ve ancak bu sekilde katalitik aktivite gosterirler (37). Prolidaz glikoprotein
yapisindadir ve agirlik olarak %35 karbonhidrat icermektedir. 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 sirasi bilinen
proteinlere benzemez fakat bazi siralar1 (%29’danfazlasi) Fi-ATP az’in a ve B subiinitelerinin

sirasina benzerlik gostermektedir (35,38).
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Prolidaz enziminin aktif merkezinde tiyol grubu yer alir ve bu grup bloke edilirse
aktivite diiser. Buda 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 varligini belirtmektedir (35). Enzimin karakteristigi
arastirildiginda  DEAE  (Dietilaminetil seliiloz dizi kromatografisi) kromatografisinde

prolidazin iki pik verdigi goriiliir (37).

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

gosterdigini ortaya koymustur (37).

2.2.4.insan Prolidazinin Primer Yapis1 Ve Gen Lokalizasyonu

Prolidaz geni sembolii PEPD’dir ve insanda 19 numarali kromozomun kisa kolunda
lokalizedir (19p 13,2 bélgesi). Insan cDNA ‘s1 1482 baz ciftinin okunmasiyla olusur bu da
493 amino aside karsilik gelmektedir (38). 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 baglamaktadir (39). Prolidaz geni (PEPD) polimorfik allelleri igerir, bu aktiviteyi
engellemez ve nadir alleller prolidaz eksikligine neden olmaktadir (35). Amino asit sirasinin
saptanmast ve gen lokalizasyonu enzimin eksikliginin sebep oldugu kalitsal hastaligin
temelinin anlagilmasi bakimindan 6nemlidir. Prolidazin genomik sirasi olduk¢a genistir. En az
130 kb ve 15 ekson icermektedir. Ekson intron baglantilarindaki tiim konformasyonlar
GT/AG kuralina uymaktadir. Kodlama sirasi genomik siranin % 2 ‘sinden olusur. Ekson

uzunlugu 45 bp’den 528 bp’ye kadar ulasir.
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Sekil-4. Prolidaz genini iceren kromozom 19(Endo ve Taloue 1989)(39)
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=18 CCOGTOCOGAGCOANC =1

+1 ATGGCGOCOOCCACCOGACCCTCGTTTTOGCT OGO AATGAAACCCTOAMOT GCCOCTOGCOCTCTT TOCCT TOAACCGOCAGCOCCTO 90

+1 IleI-_I-I_l;i_!|_.l.l!'I‘_h_rly_rlzr_n_!.!r_ri_nit‘r!&a!ul GluThriealysValProLeudlaleuPhedl sleuAsnArgGlnArgley EL
K20 K23

TGTOAGCGGCTGCOOAAGAACCCTOCTATGCAGGCCOGCTCCATCOTGOTCCT GCAGGGCGAGaAGIAGACT CAGCOCTACT GCACCGAC 180

CreGluArgleuArglysisnProdl aValGlnaladlySer|leVal¥YalLenwGlnGl yOlyGluGl uThrGl RArgTYreyesThrasp [.1/]

A CGGOG T CCTCT T TCCAGGAGTCCT TCT T TCACT GG oG TTCGGTGTCAC TOAGCCAGOCTGCTATGOTGTCATCOATOTTGACACT 7o
ThrGlyYalLeuPheleuGlnGluSearPhePheaH i sTrpAl aPheGlyYalThrGIuProG) yCyaTyrOlyVallleAspValAspThr f0

GOGAAGTCEACCCTOTTTATGOCCAGICTTOCTGCCAGCCATOCCACCTGIATOOGAMAGATCCATTCCAAGIAGCACTTCAAGGAGAAG J60
GilyLyaSarThrLeuPheVal FHM:I‘...!PNA laSerHisAlaThrTrpMetGlyLyal leHinSerLysGlullisPhelysGlulys 120

K15
TATGCCOTOOACGACGTCCASTACOTAGATOAGAT TGCCABCGTCCTOACGTCACAGAAGCCCTCTATCCTCCTCACTTTGOGTGGCGTE 460
TyrAlaValAspAepYalGlaTyr¥alAnpGiul leAl aSerYalLeuThrSerGinlysProSer¥alLleosleuThrleuArgGl ¥Val 150

AACACGOACAGCOGCAGT OTCTOCAGGOAGGCCTCCTTTOACGGCATCAGCAAGT TCOAAGTCAACAATACCATTCTTCACCCAGAGATE 40
AsnThrispSerGlySerValCraArgOluAl aSerPhedspGlyileSerLyaPheGluValfsgisnThrileLeuHisProGlulle 180

GTTGAGAGCCGAGTGTTTAAGACGOATATOOAGCT GGAGGT TCTGCGCTATACCAAT AAAATCTCCAGCOADGCCCACCOTGAGOTAATG B30
ValGluSerArgYalFhoLyaThraspMetOluLendloValLeuArgeTyrThrAasalys | leSerSerGluAlalisArgGluvelMel 110

AAGGCTOTAMAAGTOOGAATOAARGAATATOOOT TGOAAAGCCTCTTCGAGCACTACTGCTACTCCCOGOOCGECATGCGCCACAGETCC 729
LysAlaVallysValGlyMetLysGluTyrdlyLendluSerLeuPheSluHiaTyrCraTyrSerArgQl yOlyMatArgHl sSerSer 240

K28 foiu)

TACACCTACATCTGCOGCAGTOGTOAGAACTCAGCCOTOCTACACTACGOACACOCCGUAGCTCCCAACOACCOAACGATCCAGAAT GGG B1O
TrrThrirslleCrallySerGlrGluAsnSerAl aValleuwHisTyrGlyHimaAlaGiyAl aProAsnAspArgThrl leGlndanGly iro

GATATGTGOCTGTTCOACAT GO GCGETOAGTAT TACT CTGTOOCT TCOGACATCACCTOCTOCT TTOCOCOCAACGGCANGT TCACTGCA 00
AspMe lCyasLleuFheAsple tGlyGlyO0luTyrTyrSerValAl aSerAspl 1 aThrCysSerFPhePFroArghsnGl yLyaFheThrala 30

GACCAGAAGOCCOTCTATGAGOCAGTOCTGCTOAGCT COCGTGCCOGTCATGOGT GCCATGAAGCCAGOTGACTGGTOGCCTGACATGCAC 990
AspGinLysAla¥alTyrdlueAlaValleuleuSerSerArgAl aValMeiOl yAlaMetLysProGlyAspTreTrpProAsple tHis 330

COCCTGOCTGACCOCATCCACCTOGAGGAGCTGGOCCACATGEGCATCCTGAGCGOCAGCOTGOACGCCATGUTCCAGOCTCACCTGO0G LOBD
ArgleuAladspArgl laHisleuGludlalevalaHisMetGlyl loleuSerGlySarval AspAlaMe t¥alGinAlaHinsLeuGly =113

GCCOTOTTTATOCCTCACGGOCTTGACCACT TCCTAGGOCATTGACOTOCACGACOTOOGACCCTACCCAGAGOOCOTGOACCGCATCOAL L1170
AlaValPheMeiProHisGlyLeudlyHiaFPheleuGlyl lakepValHisAspVal Sl yGlyTyrProGiedl yValGluArgl ledep 390

GAGCCCOGCCTOCO0AGCCTGCOCACTGCACGGCACC TOCAGCCAGOCATGOTGCTCACCOTGUAGCCOOOCATCTACTTCATCOACCAL 1160
GluFroGlyLewArgSerLevArgThrAlaArgHisLeudlnPFroGl yMe iVal LeuThr¥alGluPreGlylleTyrPhel leAspHln 420

CTCCTOGATOAGGCCCTOOCGGACCCOGCCCGCGCCTCCTTCCTTAACCOCOAGGTCCTGCAGCOGCT TTCOOGET TTTAGCGGGETCCGE 13560
LeuleuhnpGloAlalesusl alepProAlaArgAlaSerPhelevAsnArgdleVal LeuGinArgPheArgG] ¥PheGlyGlyValarg 460

ATCGAGGAGGACOTCOTOOTOATCOACAGCOOCATAGAGCTGCTGACCT GOGTEOCCCOCACTOTOOAAGAGAT TOAAGCATGCATGOCA 1440
[lef@luGlurspVal ValVal lleAspSerGlyl leGluleuleuThrCyaVal ProArgThrValGloGlul leGluAlaCyraMe LAl a 480

GOCTOTGALAAGGCCTTTACCCCCT TCTCTOOCCCCAAGT AGATGCCAGCCAGAAATCCCAGCOCACCTGOOGOCCTGGOCTTGCAACCTC 1630
GlyCyahnplysAl aPheThrProPheSerdl yProlLyssss

K8 483
TTTTCOTGATOOGCAGCCTOCTGOT CAGCACTCCAGT AGCGAGAGACGOCACCCAGAATCAGATCCCATCTTCOGCATTTGATCAGACCA

1620

AACAGTGCTOT T TCCCOOGAGOAAACACT T T T T TAATTACCCTT TTGCACGCACCACCTTTAATCTOTTTTATACCTTGCTTATTAMT 1710

GAGCOACTTAAAATOATTGAAAATAATGCTATCCTTTAOTAGCAAGTAAAATOTGTCTTOCTATCATTTATATTCCTTTTCCCAGOAAAG 1 BO0O

AAGCATTTCTOATACTTTCTOTCAAAAMATCAATATOCACAATOGCATTTOCAAT ALAAGGTTTCCTAAAATOAARAAAARARARARARAN 1890

AA

Sekil-5. Prolidaz cDNA ‘nin amino asit ve niikleotit dizisi (Endo veTanoue 1989)(39)
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2.2.5.Prolidazin izoenzimleri

Dietiaminoetil seliiloz dizi kromatografsi (DEAE) ile kiiltiirlii deri fibroblastlar1 ve
normal insan eritrositlerinden ayristirilan prolidazin 2 formunun oldugu goriilmiistiir (13).
Bunlar prolidaz I ve prolidaz II olarak isimlendirilmistir. Bu iki izoenzim subsrat spesifitesi
ile baz1 kimyasal ozellikler bakimindan farkliliklar gosterirler (40). Bu iki izoenzimi ilk izole
eden Butterworth ve Priestman olmustur (1985). Sonra Myara ve arkadaslar1 1987 ve 1989
yilinda (41,42), Ohhashi ve arkadaslar1 ise 1990 yilinda izoenzimleri izole etmeyi
basarmislardir (43).

Izoenzimlerin molekiil agiliklar1 saptanmis ve prolidaz I’in molekiil agirhigmin 112
kDa oldugu ve birbirini tamamlayan esit molekiil agirliginda 2 subiiniteden olustugu (56kDa)
bulunmustur (40,43). Prolidaz II ‘nin ise molekiil agirligmin 185 kDa oldugu ve birbirine es

iki subiiniteden (95 kDa) olustugu gozlenmistir (43-46).

Prolidaz I tiim insan dokularinda bulunur.Yapilan ¢alismalarda prolidaz I ‘in tiim
iminodipeptitlerle reaksiyona girmesine ragmen gly-pro dipeptitini tercih ettigi bulunmustur.
Cosson ve arkadaslar1 1992 ‘de prolidaz II nin gly-pro dipeptidine kars1 diisiik bir aktivite
gosterdigini ve bu izoenzimin plazmada bulunmadigini kaydederek preinkiigbasyonun
uzamasi ile aktivitenin Onemli Ol¢iide diistiiglinii gostermislerdir (31). Prolidaz II’nin en

yiiksek aktiviteyi gly-pro yerine met-pro ‘ya kars1 gosterdigi saptanmistir (40).

Prolidaz I'i in vitro tespit etmek i¢in optimum sartlar; 1Mm  MnCl,
konsantrasyonunda 24 saat 37°C’de preinkiibasyon  oldugu  bildirilmistir. Ayrica
Mn “konsantrasyonunun yiikseltilerek zamanin azaltilabilecegini yada yiiksek preinkiibasyon
1s1s1, diisik MnCl, konsatrasyonu ve diisiik preinkiibasyon zamani kullanilabilecegi
kaydedilmistir (47). Cosson ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligsmalarda prolidaz I ve prolidaz II'yi
kromatografik olarak ayirdiktan sonra izoenzimlerin farkli doku dagilimlar1 gosterdiklerini

bulmuslardir (Tablo 2)(48).
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Tablo-2. Insan prolidaz I ve prolidaz II izoenzimlerinin doku dagilimlar1 (%)(Cosmos ve Myara 1992)

(43)
Prolidaz I Prolidaz II

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 kas1 34 66
Eritrositler 51 49

Arastirmacilar karaciger kaynakli prolidaz II'nin karacigerde inhibe edildigini
saptamiglardir (43). Bu inhibisyona ise plazma proteinlerinin sebep oldugunu belirtmislerdir.
Haptoglobilin, o, makroglobulin ve o; antitiripsinin prolidaz II’nin aktivitesinde etkili
olmadig1 fakat saf albuminin alt1 saatlik inkiibisyondan sonra aktiviteyi ortadan kaldirdig:
goriilmiistiir. Albuminin bu inhibitor etkisine dayanarak insan plazmasinda prolidaz II'nin

aktivitesinin olmadig1 agiklanmistir (48).

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

nokta insan ve hayvan dokularindaki diger prolidazlar i¢inde gegerli olmaktadir.

Cesitli insan dokularindan alinan 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 1 arastirmalarinda bir spesifik immiinoassay yontem gelistirilebilecegini akla

getirmistir (47).
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2.2.6.Prolidaz inhibitorleri Ve Aktivatorleri

Yapilan calismalarda enzimin aktivasyonu i¢in gerekli olan Mn"? iyonu yerine baska
metal iyonlarinin ilavesi ile inhibisyon oldugu gozlenmistir. Bu c¢alisgmalar domuz bdbrek
prolidaz: iizerinde 1957 yilinda yapilmustir. Fe™, Co™, Ni%, Cu™, Zn ™, Cd™, Ag™, Hg™,
Pb™? ve Pt™ iyonlarmm prolidazi inhibe ettigi bulunmustur. Ortalama 0,001-0,0004M
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 kompetatif inhibisyonunda K; ‘in pH ‘ya baghh olarak izledikleri yolu
arastirdiklarinda enzimin fonksiyonel grubu ile substratin pKa: 6,6 ‘da baglandigin1 bununla

birlikte bu maddelerin inhibisyonunun farkli yollar izledigini gérmiislerdir (49,50).

1988 yilinda ise yapilan bir ¢calismaya gore Mn™ ve Fe™ metal iyonlarmin enzim
aktivitesine onemli bir etkisi olmadig1 bulunmustur. Bundan baska Co’nin Leu-Pro disindaki
substratlara kars1 prolidazi inhibe eder. Cu™, Hg+2, Ccd™, zZn™ ,Pb+2 iyonlarinin da enzimi

onemli derecede inhibe ettigi gozlenmistir (51).

2.2.7.Prolidazin Kollajen Yapim Ve Yikiminda Onemi

Kollajen yikimi interstisyel kollajenaz enziminin kollajen molekiiliiniin amino ucuna
yakin bir yiizeyine baglanmasiyla baslar. Uglii sarmal yapidaki kollajen molekiiliine etkili
enzim orijinal kollajen molekiiliiniin %25 ve %75 kadarimi tasiyan iki adet sarmak yapida
molekill agiga c¢ikarmaktadir. Sarmal yapilari dayanikli olmayan bu kiigiik molekiillerin
viicutta parcalanmasi ile elde edilen polipeptitler, proteazlar tarafindan daha kiigiik petitler

veya serbest amino asitlere yikilmaktadir (28).
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Prolidazin biitiin biyolojik fonksiyonunun prolin dongiisiiyle beraber kollajen
dejenerasyon lirlinleri ve diger Xaa — Pro dipeptidlerin metabolizmasi olduguna
inanilmaktadir. Prolidaz C-terminalinde amino asidi prolin veya hidroksiprolin olan
dipeptidleri hiicre ig¢inde hidroliz eder. Prolin yeniden dongiiye girer ve yeni protein

sentezinde kullanilirken hidroksiprolin idrarla atilmaktadir (22,52).

Kollajen dokudaki amino asitlerin yaklasik %25’ini prolin ve hidroksiprolin
olusturdugundan, prolidaz kollajen yikiminda 6nemli rol oynamaktadir (53,54). Prolidaz
hiicre i¢i protein yikiminin son basamaginda, 6zellikle yiiksek miktarda prolin igeren
prekollajenin yikimi asamasinda rol oynamaktadir (47,48). Enzim ig¢in substrat kaynagi
kollajen olup imminopeptidler kollajenin yikiminin son basamaginda ortaya ¢ikmaktadir (55).

Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri asagidaki sekilde goriilmektedir (Sekil -6).

fleri sentez

X-Hyp PROLIDAZ

fleri sentez

Sekil-6. Kollajen yikiminda prolidaz ve prolinazin yeri (Myara ve Myara 1984)(53)
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Prolidaz beslenme ile alinan proteinlerden ve viicuttaki depo kollajeninden imino
asitlerin geri kazanilmasinda 6nemli rol oynar (56). Prolidaz C-ucunda prolin veya
hidroksiprolinin imino azotunu igeren peptid bagi bulunduran bilesiklerin hizla hidrolizini
katalizleyen tek enzim oldugu icin spesifitesi yiiksektir (26). Prolidaz eksikligi prolinin
normal dongiisiindeki bozulmayla sonuglanir. Prolidaz eksikliginde biiylik miktarda prolin ve
hidroksiprolin iire ile disar1 atilir. Iminopeptidler gibi amino asitleri baglar ve sonug olarak
toplam prolin eksikligi olusur. Prolidaz enzim aktivitesi eritrosit, 16kosit ve fibroblastlarda
cok diistiktiir. Etkilenen hasta bireylerde prolidaz enzim aktivitesi saptanamaz.
Iminopeptiduri, aym zamanda rasitizm, hiperparatiroidizm ve paget hastalig1 gibi durumlarda

tanimlanir. Fakat Iminopeptidiiri prolidaz eksikliginde ¢ok daha yiiksektir.

Prolidaz eksikligi cilt ve diger kollajen dokulardaki anormalliklerle karaktaerize bir
sendromla sonuglanir (57). Idrara salinan peptidler prolidaz igin substrat olarak gorev yaparlar
(58). Bu nadir genetik prolidaz eksikligi otozomal resesif olarak kalitimsaldir (59,60).
Prolidaz geni baska bir kalitimsal rahatsizlik olan miyotonik distrofi ile ilgili olmas1 agisindan
onemlidir. Prolidaz enzimi uzun zamandan beri bilinmesine ragmen 6nemi son yillarda eksikligi
caligmalariyla iyice anlasilmistir (57,61). Bu yiizden bu konuda az sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan ¢calismalarin ¢cogu da eritrosit prolidaz ile ilgili olup serum prolidazi
hakkinda ¢ok sey bilinmemektedir. Prolidaz enziminin genetik eksikliginin sonucunda mental
gerilik , tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyonlari ile karakterize bir klinik tablonun ortaya
ciktigr bildirilmistir (62,56). Prolidaz eksikligi olan kisilerde prolidaz I aktivitesinin deri

fibroblast kiiltiirtinde ve kan hiicrelerinde azaldig1 da gosterilmistir (63).

2.2.8.Prolidaz Aktivite Diizeyinin Olciilmesinde Kullanilan Yontemler

Alparslan ve arkadaslar1 1993 yilinda viral hepatit, kronik aktif hepatit ve sirozlu
hastalarin serum prolidaz aktivitesini Chinard metoduyla 6l¢miislerdir. Bu hastalarin serum
prolidaz aktiviteleri bu metotla Slgiilmiis ve degerleri kontrol grubundan anlamli derecede

farkli bulunmustur.
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1989 yilinda yapilan bir ¢alismada ise prolidaz eksikliginin molekiiler analizini
yaptiklar1 ¢alismada prolidaz aktivitesini fare monoklonal 1gG’leri ile hazirlanmis agaroz

kullanarak immiin presipitasyon yontemi ile saptamislardir (38).

Radzicka ve grubu ise prolidaz inhibitorleri ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, pH:6’da
K+-MES (4-morfolino etaanosiilfirik asidin monopotasyum tuzu ) tamponunda 222 nM’de
Gly-Pro dipepdidinin kromofor grubunun kaybolmasi temeline dayanan devamli
spektrofotometrik bir yontem gelistirmislerdir. Bu yontemi Mock ve arkadaslar1 da, N-agil
prolinin prolidaz ile par¢alanmasindaki pH’nin roliinii arastirdiklar1 ¢aligmada kullanmiglardir

(49,52).

Baska bir calismada ise deri fibroblast kiiltiirii ile elde edilen prolidazin aktivitesi
kapiller elekroforez ile saptanmustir. Ayrica sonuglar kolorimetrik bir yontem olan Chinard ile

de tekrarlanmistir (64).

Bu konuda yapilan bir ¢ok ¢alismada enzim aktivitesi 6l¢iimiinde modifiye edilmis
Chinard yontemi kullanilmistir (65,66,23). Chinard metodu olan kolorimetrik yontem serbest

prolin olusumunu 6l¢en etkin bir metoddur (35).
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3-MATERYAL -METOD

Bu ¢alismamizda dzetle; Harran Universitesi Tip Fakiiltesine Arastirma ve Uygulama
Hastanesi kardiyoloji poliklinigine bagvuran 30 goniillii hipertansiyon hastasindan ve yas, kilo
ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte 30 kontrol vakasindan bilgileri dahilinde kan
ornekleri alindi. Alinan kan onekleri santrifiij edildi ve serumlari ayrildi. Elde edilen serum
ornekleri calisilincaya kadar —80 °C ‘de muhafaza edildi. Calisma giinii serum ornekleri

¢oziildii ve prolidaz diizeyleri ¢aligildi.

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullanilan Aletler:

Santrifiij Universal 30 rf”

Vorteks DCA-VF-2"

Visible spektrofotometre Jasco V-530 UV/VI3 Spectrofotometri”

Hassas terazi Sartorius”

Su banyosu Niive BM 402°

Derin dondurucu (-80 °C) New Brunswick Scientific (-85° C Ultra Low
Freezer

pH metre Hanna

EKO Cihaz1 ALOKO ProSobnd 5000

EKG Cihaz1 SCHILLER at-2 plus

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler:Prolidaz aktivitesi ¢aligmasinda kullanilan

maddeler Tablo-3’de gosterilmistir.
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Tablo-3. Prolidaz Aktivitesi Caligmasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Madde Adi

Prolin

Glisil-Prolin

Glasiyel asetik asit
Ortofosforik asit
Ninhidrin

Mangan kloriir (11)hidrat
Trizma HCI
Triklorasetik asit
Prolidaz (Porcine Kidney)
Demir(II) kloriir

Cinko Asetat (II) hidrat
Magnezyum kloriir

EDTA (Triplex III)

TRIZMA BASE

Formiilii
Cs HoNO;
C7 HoN,03
CH;COOH
H;PO4
CoHsO4
MnCl,H,O
C4H 1 1NO;HCI
C,HCI150,
100 iinite 2.4 mg

FeClz

ZnC4H6O42H20

MgCL,6H,0

C 1 0H1 4N2N3.2082H20

C4HI1NO3

Firma ve Katalog no

Sigma P-0380
Sigma G-3002
Merck 541
Merck 564
Sigma N4876
Merck5917
SigmaT-3253
Fluka 91232
Sigma P-6675

CarloErba 51575

Fluka 96458

Riedel (IV) hidrat

Merck 8421

Sigma 93349
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3.2.YONTEM

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi:

Calismada kullanilan kan &rnekleri, Harran Universitesi Tip Fakiiltesine Arastirma ve

Uygulama Hastanesi kardiyoloji poliklinigine bagvuran 30 goniillii hipertansiyon hastasindan

ve yas, kilo ve cinsiyetleri birbirine benzer nitelikte 30 kontrol vakasindan alind1 ve serumlar1

ayrildi. Serum prolidaz aktivitesi diizeyi dl¢iilene kadar -80 °C'de saklandi.

3.2.2.Prolidaz Aktivitesi Olgiimiinde Kullanilan Ayiraclar:

7.

0.45 mol/L Trikloroasetik asit (TCA)

1 mM L-Prolin standart1 0.012 g/100 ml 0.45 m/L TCA iginde hazirlandi.

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

0.05 mol/L Tris HCIl tamponu: 0.7850 birim Tris-HCl bir miktar distile suda
¢oziiliir, IN NaOH ile pH:8’ e ayarlanir ve distile su ile litreye tamamlanur.

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

Chinard ¢ozeltisi: 60 ml glasial asetik asit, 40 ml 6 mol/ L ortofosforik asit, 2.5 g
ninhidrin 70 °C‘de bu karisimda eritilir.

100mM Trizma-HCI tamponu: 7,88 g tartilir. pH:8’e ayarlanir ve distile su ile

500ml’ye tamamlanir(23,48,67-75).

3.2.3. Serum prolidaz aktivitesi ol¢ciim yontemi (Chinard metodu ):

Substrat olarak glisil-prolin kullanilarak enzim aracilig1 ile olusan prolinin asidik

ortamda 1s1 etkisiyle ninhidrin ile renkli bir bilesik (pembe) olusturma ilkesine dayanarak

serum prolidaz diizeyi Olciiliir. Rengin siddeti prolin konsantrasyonuna baghdir ve

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

GLISIL-PROLIN PROLIDAZ GLISIN + PROLIN
L
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Deney 3 basamaktan olusur:

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

3. Serbestlesen prolinin spektrofotometrik olarak Chinard metodu ile 6l¢iilmesi

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

asagidaki islemler 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

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¢iimii

i¢in kullanildu.



Aviraclar Kor Standart  Inkiibasyonlu  Inkiibasyonsuz
Gasiyal asetik asit (ml) 2,5 2.5 2.5 2.5
Stipernatant (ml) 1 1
Chinard reaktifi 0.5 0.5 0.5 0.5
Standart 1

Yukaridaki islemler uygulandiktan sonra tiiplerin agz1 kapatilip 20 dk 90 °C ‘de

tutulur ve daha sonra buzlu su banyosunda sogutulup 515 nm’de okutulur (71,73,74,76).

3.2.4.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 (mmol/l)

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 miktar1

27
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Prolidaz aktivite diizeyi : (A-B) x [S] x Faktor x 60 : 1 litrede 1 saatte olusan

S mmol prolin miktari

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

miktar1 olarak yapilmistir. Birim U/l olarak tanimlanmigtir.
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4-BULGULAR
Kan orneklerinin prolidaz enzim diizeyleri kolorimetrik bir yontem olan Chinard
yontemi ile ol¢iildii.
Demografik ve karakteristik bilgiler Tablo-4’de verilmistir. Tablo-4’de hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda yas, cinsiyet, sigara ve kilo degerlerinin benzer oldugu

goriilmektedir.

Tablo-4. Hasta ve kontrol gruplarindaki akigkanliklarin ve fiziksel degerlerin karsilagtiriimasi

Kontrol (n=30) Hasta (n=30) p
Ortalama + S.D. Ortalama + S.D
Cinsiyet (E/K) 20/10 14/16 >0,05
Yas (y1l) 50,00 £ 7,28 52,53 £8,56 >0,05
Sigara (+/-) 8/22 10/20 >0,05
Kilo 64,96 £ 11,59 65,70 £ 11,63 >0,05

Tablo-5’de kontrol ve hasta gruplarimin prolidaz seviyeleri goriilmektedir ve
goriildiigi gibi hasta grubunda prolidaz seviyeleri kontrol grubu prolidaz seviyelerinden
istististiksel olarak yiiksektir (p<0,01).

Tablo-5. Hasta ve kontrol gruplarinda prolidaz parametreler

Kontrol (n=30) Hasta (n=30)

Ortalama + S.D Ortalama = S.D. p

Prolidaz (U/1) 44,10 +£4,92 50,49 + 8,82 0,01




30

5-TARTISMA VE SONUC

Hipertansiyon insanlarin ¢cogunun yasamlarinin bir siirecinde kars1 karsiya kaldiklari
onemli bir saglik sorunudur ve bu sorun tim diinyada oncelikle eriskin popiilasyonunu
ilgilendiren bir epidemi halini almistir. Hipertansiyon prevelans degerlerinin yiiksekligi dikkat
cekicidir ve diinyada yilda 7.1 milyon kisinin hipertansiyona bagl olarak 6ldiigii tahmin
edilmektedir ki buda bize hipertansiyonun nedenli ciddiye alinmasi geren bir problem
oldugunu gostermektedir (10). Tiim diinyada yaklasik tahmini hipertansiyon prevelanst 700
milyon yalniz Cin’de ise 90 milyondur. Ayrica bugiin hipertansiyonun mutlak tedavi edilmesi
gereken bir sorun oldugu, kontrol altinda tutulmayan hipertansiyonun ciddi riskler
olusturdugu  ve buna bagli olarak mortalite ve morbidite oranmnin yiiksek oldugu
bilinmektedir (67,77-79). Pickering 1972 yilinda normal ve anormal kan basinci arasinda bir
sinir olmadigini, mortalite ve arteriyel basing iligkisinin nicel oldugunu ve kan basinci arttik¢a

prognozun kétiilestigini belirtmistir (6).

Kisinin yasi, cinsiyeti ve irki hipertansiyon sikli1 konusunda belirleyici faktorlerdir.
Toplumda ortalama kan basinci degerleri yas ilerlemesi ile siirekli artis gdsterir (77). Amerika
Birlesik Devletleri’nde yapilan genis kapsamli diinyanin kabul ettigi Framingham ¢aligmasina
gore yaslilarin %75°1 hipertansiftir (65). Kisinin yasinin hipertansiyona olan katkis1 6ncelikle
damarlarda yaslanmaya eslik eden anormalliklerdir. Bu durum o6zellikle atardamar
duvarlarindaki esneklik kaybi ile agiklanabilir. Hipertansiyona bagli komplikasyonlar
dogrudan yiiksek kan basinci degerlerine bagli olabilecegi gibi, hipertansiyonun
kolaylastirdig1 ve zemin hazirladig1 arteriyoskleroza da bagli olabilecegi belirtilmistir (67,78).
Hipertansiyon, arteriyoskleroz gelisimi ve buna bagli miyokard infaktiisii ve inme
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in énemli bir risk faktodriidiir (67,78). Ozellikle yashlarda ilk bes
6liim nedenlerinden olan iskemik kalp hastaliklar1 ve serebrovaskiiler hastaliklarin dnlenmesi

acisindan hipertansiyon erken tani ve regiilasyonunun yagamsal degeri vardir (78,79).
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Hipertansiyonun neden oldugu hedef organ hasarlar1 da toplumda 6nemli bir saglik
problemidir. Hipertansiyon ateroskleroz gelisimi ve buna bagli miyokard infaktiisii ile felg
gibi kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (78,67).
Hipertansiyon seyrinde %50 kardiyak, %30 serebrovaskiiler, %5.10’u ise bobrek hastaliklart
ile ilgili hedef organ hasar1 geligebilir (80,81). Hipertansiyonun arter duvarinda yaptigi temel
yapisal degisiklik, 6zellikle direng arteriyollerinde gozlenen anormal hiperplazi ve hipertrofi
yanitidir. Hipertansiyona bagl gelisen hedef organ hasarlarinda, bu yanitin yansimasi olan
kiiciik damar aterosklerozunun rolii oldugu asikardir. Ancak hipertansiyona bagli gelisen

diger arter lezyonlarida organ hasarina katkida bulunmaktadir.

Hipertansiyonda organ hasar1 arter duvarlarinin yirtilmasi sonucu kanama ile veya
arteryal akimin azalmasi ya da durmasina yol acan trombuslar sonucu iskemi ile olur.
Hipertansiyona bagl ateroskleroz ve akut komplikasyonlarin gelisiminde plateletlerin anahtar
rol oynadig1 gosterilmistir (78,82,83). Ateroskleroz gelisiminde ilk asama, platelitlerin
endotele adezyonudur (84,85). Ateroskleroz bilindigi lizere arter duvarinin sertleserek
esnekligini yitirmesiyle olusan bir hastaliktir ki bu sertlesme kan basincinin yiikselmesine de
neden olur. Hipertansiyon da arter duvarinda daha ¢ok kollestrol birikimine neden olur.
Kollestroliin zedeleyici etkisi ile ortaya ¢ikan iltihabi tepki olasi bir arteriyoskleroz nedenidir.
Ateroskleroz orta ila biiyiik arterlerde arter duvarinda yikim meydana getirir. Framingham
calisma verileri de hipertansif erkeklerin %70, kadinlarin %60’indan fazlasinin obez oldugu
bildirilmektedir. Ayn1 ¢alisma sonuglarina gore ideal kilonun %20 tistiinde hipertansiyon
gozlenme olasiligmin 8 kat arttigin1  gostermislerdir (86,87). Ateroskleroz gelisimi
hipertansiyon, obezite, dislipidemi ve diabetes gibi risk faktorleri ile yakin alakalinin oldugu

gosterilmistir (88).

Damar duvarlarinda 6zellikle de media ve interna tabakalarinda o©nemli 6l¢iide
kollajen doku mevcut oldugundan, hipertansiyon da arter lezyonlarina neden oldugundan
hipertansiyonun kollajen doku yikimima neden olmasi ve bu yikimdan dolayr prolinin
dongiiye yeniden katilarak kollajen biyosentezi i¢in prolidaz enzim aktivitesinde artis olmasi
direk bir sonu¢ gibi goziikmektedir. Kollajendeki prolinin %90-95°1 kollajen yikimindaki
prolinin geri doniisimii ile saglanir.(36). Daha onceki c¢aligmalarda serum prolidaz

aktivitesinin karaciger sirozunda ve hasarinda arttig1 bildirilmistir (89). Kronik etanol ve
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selenium verilen sicanlarin karacigerlerinde prolidaz I aktivitesi kontrollere oranla artmis
bulunmustur (90). Ayni sekilde CCI4 uygulanan sicanlarin karacigerlerinde prolidaz 1
aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (91). Yildiz ve arkadaglar1 kronik yaralarda uygulanan
hiperbarik oksijen tedavisinde (HBO2) ise serum ve doku oOrneklerinde, prolidaz enzim

degerleri olciildiigiinde tedavi sonrasinda, tedavi dncesine gore azalma goézlenmistir.(92)

1898’de Marcus Gunn hipertansiyon ile iligkili olarak retinal damarlarda olusan
degisiklikleri tanimlamigtir. Ayrica arteriyollerdeki daralmaya ve damar ¢apinda
diizensizliklere isaret etmistir (66). Daha Once giris boliimiinde bahsedildigi gibi kollajen
damar duvarinda oldugu gibi bag dokularinda hiicre dis1 matriksin de baslica yapisal
komponentidir. Kollajen lifleri kemik, dis, kikirdak, tendon ve deri gibi doku ve organlarin
destek proteini olup insan viicudunda genis Olclide yer alir ki bu da bize kolajenin

organizmamizda dnemini gosterir.

Prolidaz kollajen yapisindaki prolinin glisil ile yaptig1 peptid bagini yikan tek enzim
olmasindan dolay1 prolidaz aktivitesinin kollajen turnover hizi ile direkt olarak iliskili olmasi
bekleriz (26). Iyidogan ve arkadaslari yaptiklari ¢alismalarda serum prolidaz aktivitesinin
klinik laboratuvarlarda kemik yapim ve yikiminin bir gdostergesi olabilecegini tespit
etmislerdir (94,93). Oono ve arkadaslar1 kronik yara iyilesmesinde prolidaz enzimi degerinin
yaradan alinan sivi orneklerinde ve blister olugan hastaliklarda, blister i¢i sivi drneklerinde
arttigin1 bildirmiglerdir (95). Chamson ve grubu prolidaz eksikliginde en onemli degisikligin
kollajen yikiminin hizla artmasi oldugunu saptamislardir. Bu olaymn gercekte bag dokusu
hastaliginin degil, kollajen biosentezinin azalan prolin havuzu tarafindan kisitlanmasindan

kaynaklandigini diigiinmektedirler (96) .

Biitiin bu bilgiler 1s1831inda diisiintilecek oldugunda prolidaz enzim aktivitesi ve
hipertansiyon arasinda anlamli bir iliskinin varlig1 diisiiniilebilir. Bizde bu diislinceden yola
cikarak hipertansiyon ile prolidaz arasindaki iliskiye aciklik getirmek ve hipertansiyonun
kollajen doku iizerine etkisini tespit etmek, ayrica hipertansiyonlu hastalarda prolidaz
aktivitesi Olgtimleri ile ilgili literatiirlere rastlamamis olmamizdan dolay1 sonraki ¢alismalara

151k tutmak istedik..
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Biz calismay1 yaparken oncelikle prolidaz enziminin 6l¢iimii i¢in Chinard yontemini
kullandik Sonu¢ olarak c¢alismada hasta grubunun degerleri ile kontrol grubu degerleri
istatistiksel olarak karsilastirllmis ve hasta grubunda sonuglar anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (P<0.01). Bu bulgu bize hipertansiyonun kollajen doku hasarina neden oldugunu
ve hipertansiyonda prolidaz aktivitesinin arttigin1  gostermektedir. Serum prolidaz
aktivitesinin ol¢iimiiniin kolay uygulanabilir olmas1 ve enzim aktivitesini saglikli erigkinlerde
biiylik varyasyonlar gostermemesi prolidaz enziminin hipertansiyon vakalarinda kollajen
doku hasarmin degerlendirilmesi agisindan kullanilabilecegi ihtimalini gostermektedir.
Boylece gerek hipertansiyonun erken kontrol altina alinmasi gerekse komplikasyonlari
hakkinda oOnceden fikir edinilebilmesi agisindan uygulanabilir bir test olarak

degerlendirilebilecegini ortaya koyduk.



34

KAYNAKLAR

1-

(8]
1

4

6

3

10-

11-

12-

13-

Oparil S, Calhoun DA. High blood pressure. In: Dale DC, Federman DD, eds.
Scientific American medicine. New York: Scientific American, 1997; vol. 1, sect. 1,
subsect 2:1

Joint National Committee on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood
Pressure (JNC VI).Arch Inter Med 1997;157:2413-46

Guidelines Subcommitte of  the WHO-International Society of
Hypertension.Guidelines for the Management of Hypertension.J Hypertens
1999;17:151-83

Harrap SB, Genetics. LN, Oparil S, Weber MA, eds. Hypertension: companion to
Brenner and Rector’s The kidney. Philadelphia, PA : WB Saunders, 1999: ch. 4.

Heart Disease A Textbook of Cardiovascular Medicine 6th Edition Eugene

Braunwald, Douglas P. Zipes, Peter Libby, Norman M. Kaplan . Chapter 28. Page
941-972.

Pickering G:Hypertension.Definitions, natural histories and consequences.Am J Med
1972;52:570-83

Cecil Textbook of Medicine,22nd edition, Ch. 63 Arterial Hypertension pp:346-363

Crawford Kardiyoloji 1.Baski 2.Cilt, Michael H Crawford, John P DiMarco, B6liim 3:
Hipertansif Kalp Hastalig1, Sayfa:1.1-11.16.

Chobanian AV, Bakris GL, Black HR, Cushman WC, Gren LA, 1zzo J1 JR, Jones DW,
Materson BJ, Oparil S, Wright JT JR, Rochella EJ. Seventh report of the joint national

committee on prevention, detection, evaluation and treatment of high blood pressure.
Hypertension. 2003;42(6):1206-1252.

Guilbert JJ. World Health Report 2002: Reducing risks, promoting healthy life. Educ
Health (Abingdon). 2003;16(2):230.

Burt VL, Whelton P, Roccella EJ, Brown C, Cutler JA, Higgins M, Horan MJ,
Labarthe D. Prevalence of hypertension in the US adult population. Results from the

Third National Health and Nutrition Examination Survey, 1988-1991. Hypertension.
1995;25(3):305-313.

Onat A, Sansoy V, Soydan I, Tokgdzoglu L, Adalet K. TEKHARF, oniki yillik izleme
deneyimine gore Tiirk eriskinlerinde kalp sagligi. Istanbul Tiirkiye,2003.

Dannenberg AL, Garrison RJ, Kannel WB. Incidence of hypertension in the
Framingham Study. Am J Public Health 1988;78:676-9.



35

14-Lifton RP. Moleculer genetics of human blood pressure variation.Science
1996;272:676-80.

15- Carretero OA, Oparil S. Essential hypertension: part 1: definition and etiology.
Circulation 2000; 101:329-35.

16- Karet FE, Lifton RP. Mutations contributing to human blood pressure variation. Rec
Progr Hormone Res 1997;52:263-76.

17- Ebrahim S, Smith GD. Lowering blood pressure: a systematic review of sustained
effects of nonpharmacological interventions. J Public Health Med 1998;20:441-8

18- Shaper AG, Wannamethee G, Weatherall R. Physical activity and ischaemic heart
disease in middle-aged British men. Br Heart J 1991;66:384-94.

19- Witteman JC, Willett WC, Stampfer MJ, et al. Relation of moderate alcohol
consumption and risk of hypertension in women. Am J Cardiol 1990;65:633-7.

20-INTERSALT: an international study of elecrolte excretion and blood pressure. Results
for 24 hour urinary sodium and potasium excretion. Intersalt Cooperative Research
Groub. BMJ 1988;297:319-28.

21-Jonas BS, Franks P, Ingram DD. Are symptoms of anxiety and depression risk factors
for hypertension? Longitudinal evidence from the National Health and Nutrition

Examination Survey 1 Epidemiologic Follow-up Study. Arch Fam Med 1997;6:43-9.

22-Milligan A , Brown G. :Prolidase Deficiency : a Case Report and Literature Review.
Brit J. Dermatol, 121:405 —409, 1989

23-Dolenga M., Hechtman P.: Prolidase Deficiency in Cultured Human
Fibroblasts:Biochemical Pathology and Iminodipeptid Enhanced Growth.Pediatr Res.
32(4): 479-482, 1992.

24- Bergmann M, Fruton J S, J Biol Chem.1937 .118, 405-415.

25-Davis NC, Smith EL: Prufication and Some Properties of Prolidase of Swine
Kidney,J.Biol Chem,244:261-275,1957

26- Boright A, Scriver CR: Prolidase Deficiency: Biochemical Classification of Alleles
Am J Hum Genet 44:731-740,1989

27- Alparslan S, Giiltepe M: Serum Prolidase Activity: Its Value as an Indicator of
Collagen Accumulation in Chronic Liver Diseases.Biyokimya Dergisi, 18(1):1-9,1993

28-Onat T, Emerk K, Sézmen EY. Insan Biyokimyasi, Palme Yayincilik,Ankara,2002

29- Bornstein P, Ann. REV. Biochem 1974;43, 567-603,



36

30- Muszynska A., Wolczynski S, Pakla J. The mechanism for anthracycline-induced
inhibition of collagen biosynthesis. Eur J Pharmacol, 2001; 411:1-2, 17-25.

31-Yaron A, Naider F. Proline-Dependent structural and biological properties of peptides
and proteins. Crit. Rev. Biochem Mol. Biol 28,31-81

32- Crawford JL, Lipscomp WN, Schellman CG. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. , 1973.
70,538-543

33-Persson B, Flinta C, Von Heijne G, Jorvall E. EUR. d. Biochem 152 (1985) 523-527

34-Yiiregir G. : Temel Biyokimya I. 3. Baski, Cukurova. Univ. Tip fakiiltesi Yayinlari,
Adana, 1988, 152-153

35-Phang JM., Yeh GC., Sceriver.: Disorders of Proline and Hydroxyproline
Metabolism. In:The Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease, (7th
Ed)ScriverRC., Blandet al.,Sly WS.,(Eds) Mc Graw Hill, Montreal 1995,1125-1141.

36- Scriver CR. : Disorder of proline and hydroxyproline Metabolism. In: the metabolic
Basis of Inherited Disease (4th Ed. ) STANBURY, J. B. Et all. 336-361. 1978

37-Mock WL, Zhuang H. : Chemical Modification Locates Guanidinly an Carbokxylate
Groups Within The Active site of prolidase Biochem biophy Res Com. 180(1): 401-
406, 1991

38-Endo F., Tanoue A.:Primary Structure and Gene Localization of Human Prolidase. J
Biol Chem.264: 4476-4481, 1989.

39-Endo F , Tanoue A. : structural organization of the gene for human prolidase
(Pebtidase D) and Demonstration of a partial gene deletion in a patient with prolidase
deficiency . J. Biol chem, 265(19): 11306-11311, 1989

40- Sugahara K , Ohno T : The Use of liguit chromotograhy Mass spectrometery for the
identification and Quantification of Urinary immunodipegdidase in prolidase
deficiency . Eur J clin-Chem Clin Biochem 31: 317-322, 1993

41-Myara I, Charpentier C, Lemonnier A. Optimal conditions for prolidase assay by
Jocalization of human prolidase. J Biol Chem, 1989, 264(8): 4476 ~ 4481 ...

42-Myara 1. Effect of long preincubation on the two forms of human erythrocyte
prolidase. Clin Chim Acta. 1987 Dec;170(2-3):263-270

43-Ohhashi T , Ohno T : Characterization of prolidase I and II From eritrocytes of a
control, a patient with prolidase deficiency and her Mother. Clin Chim Acta, 187:1-10,
1990



37

44- Cheng TC, DeFrank JJ, Rastogi VK, Alteromonas prolidase for organophosphorus G-
agent decontamination. Chem Biol Interact, 1999; 119-120, 455 62.

45-Bielawska A., Bielawski K, Chrzanowski K, et al., Prolidase-activated prodrug for
cancer chemotherapy cytotoxic activity of proline analogue of chlorambucil in breast
cancer MCF-7 cells. Farmaco, 2000; 55:11-12, 736-41.

46- Cauci S, McGregor J, Thorsen P, et al., Combination of vaginal pH with vaginal
prolidase and prolidase activities for prediction of low birth weight and preterm birth.
Am J Obstet Gynecol, 2005; 192:2, 489-96.

47-Myara 1. , Cosson C. , Moatti, N. , Lemonlier, A. : Human kidney prolidase-
purification, preincubation properties and immunogogical reaktivity. Int. J Biochem.
26(2): 207-214, 1994.

48-Cesson C, Myara 1. : Only prolidase 1 Activity is present in human plasma. Int. J
Biochem. 24(3):427-432, 1992

49-Mock WL., Green PC.:Mechanism and Inhibition of prolidase. J Biol Chem, 265
(32):19606-19610,1990

50-Mock W.L., Green P.C., Boyer K.D.:Specificity and pH Dependence for Acylproline
Cleavage by Prolidase. J Biol Chem, 265(32).19600-19605,1990.

51-Oono T , Arata J. Characteristics of prolidase and prolidase in prolidase-deficient
patients ith some preliminary studies of their role in Skin. J dermatol. 15 212-219,
1988

52-Radzicka A.,Wolfenden R.:Analogues of Intermadiates in the Action of Pig Kidney
Prolidase.Biochemistry. 30:4160-4164, 1991.

53-Myara I, Myara A. : plasmma prolidase activity: A Possible Index of Cologen
Catabolism in Chronic Liver Disease. Clin Chem. 30(2):211-215, 1984

54- Ayad S, Sandell LJ. Collagens of the intervertebral disk: Structure, Function, and
Changes During Aging and Disease. In: Weinstein JN, Gordon SL, editors. Low Back
Pain: A Scientific and Clinical Overview. First ed. Rosemont, IL: American Academy
of Orthopedic Surgeons; 1996. p. 539-56.

55-Berardesca E, Fidell D : Blood transfusions in the therapy of case of prolidase
deficiency. Brit J Dermatol. 126:193-195, 1992

56- Atara J] Umemura S, Yamamato Y, Hagiyama M, Nohara N: Prolidase deficiency:Its
dermatalogical manifestations and some additional biochemical studies.Arch Dermatol
115:62,1979.

57-Endo F, Matsuda I: Human eritrosite Prolidase and prolidase deficieny. Pediatr Res,
16: 227-231, (1982)



38

58-Ogata A., Tanaka T , Tomoda E, Murayama F, Endo, F Kukuchi I. (1981) Arah.
Dermatol. 117, 687-697

59-Tanoue A, Endo F. A Single Nuucleotide Change in the Prolidase Gene in Fibroblast
from Two Ptients with Polipeptid Defiency .J, Clin in vest 86: 351-355,1990.

60- Marini JC. Genetic Risk Factors for Lumbar Disk Disease. Jama; 285: 1886-8,2001

61-Kodama H , Ohhashi T.: Characteristics and Partial Purification of Prolidase and
Deficiency.Effect of Glycyl-1-Proline on the Degradation of Newly Synthesized
Colagen Clin Physiol Biochem.7:128-136, 1989.

62-Powell GF, Rasco MA, Maniscalo RM: A prolidase deficiency in man with
iminopeptidurea.Metabolism 23.505 (1974).

63- Butterworth J, Priestman DA. Precense in human cells and tissues of two prolidases
and their alteration in prolidase deficiency.J Inherit Metod Dis 8:193,1985

64- Zanaboni G., Viglio S.: Direct Monitoring of Prolidase Activity in Cultured Skin
Fibroblasts Using Capillary Electrophoresis. J Chromatogr. 695 77-84,1997.

65- Kodama H., Mikasa H.:Biocheemical Investigations on Prolidase and Prolinase in
Erythrocytes from Patients with Prolidase Deficiency. Clin Chim Acta, 173:317-
324,1988.

66-Tso M.O, Jampol L.M. Pathophysiology of hypertensive retinopathy Journal of
American Academy of Ophtalmology Voliime89, Issuel0, pages 1132-1145

67- Surazynski A, Pakla J and Wolczynski S. Phosphorylation of prolidase increases the
enzyme activity. Mol Cell Biochem, 2001; 220:1-2, 95-101.

68- Myara 1., Charpentier C, Gautier M, et al., Cell density affects prolidase and prolinase
activity and intracellular amino acid levels in cultured human cells. Clin Chim Acta,
1985; 150:1, 1-9.

69- Madazli R., Atis A, Uzun H, et al., Mid-trimester amniotic fluid angiogenin, lactate
dehydrogenase and fibronectin in the prediction of preterm delivery. Eur J Obstet
Gynecol Reprod Biol, 2003; 106:2, 160-4.

70- Palka JA. Phang JM.Prolidase in human breast cancer MCF-7 cells.Cancer Lett, 1998
;127:1-2,63-70

71-Forlino A., Lupi A, Vaghi P, et al., Mutation analysis of five new patients affected by
prolidase deficiency: the lack of enzyme activity causes necrosis-like cell death in
cultured fibroblasts. Hum Genet, 2002; 111:4-5, 314-22.



39

72-Karna E., Pakla J, Wolczynski S. Doxycycline-induced inhibition of prolidase activity
in human skin fibroblasts and its involvement in impaired collagen biosynthesis. EurJ]
Pharmacol, 2001; 430:1, 25-31.

73- Yallampalli C, Dong YL, Gangula PR, et al., Role and regulation of nitric oxide in the
uterus during pregnancy and parturition. J Soc Gynecol Investig, 1998; 5:2, 58-67.

74-Erbagct A, Araz M, Erbagci A, et al.,, Serum prolidase activity as a marker of
osteoporosis in type 2 diabetes mellitus. Clin Biochem, 2002; 35:4, 263-8.

75-Karna E, Miltyk W, Wolczynski S, et al., The potential mechanism for glutamine-
induced collagen biosynthesis in cultured human skin fibroblasts. Comp Biochem
Physiol B Biochem Mol Biol, 2001; 130:1, 23-32.

76- Surazynski A, Pakla J, Wrzesniok D, et al., Melanin potentiates daunorubicin induced
inhibition of collagen biosynthesis in human skin fibroblasts. Eur J Pharmacol, 2001;
419:2-3, 139-45.

77-Labarthe DR: Hypertansion.WallaceRB, Doebbelig BN(Ed):Public Healrh
&Preventive Medicine Fourteenth edition.Stamford, Connectict,1998; 949-957.

78- Moser M. Hypertansion treatment and the preventin of coronary heart disease in the
elderly.American Family Physician 1999. http:www.offp, Org/ofp/990301ap/
1248.html.

79- O’Brian R, Mc Dermott G. The second Australian National Blood Pressure Study-
ANBP2.http://www.healt adelaide.Edu. au /ANBP2 / main.htm.

80- Andrew MD, Lip GYH, Blann D. Relation Endothelium, thromboenesis and
haemorheology in systemic hypertension to ethnicity and left ventricular hypertrophy.
Am J Cordial,80: 1566-1571, 1997.

81- Gifford RWIJ, Kirkendal W, O’Connor DT, Weidman W. Office evaluation .A
statement for health professionals by a writing group of the Council for High Blood
Pressure Research, American Heart Association. Circulation 1989;79:721-731

82- Valkila EH, Salenius JP, Koivula TA. Platelet indices in patients with occlusive
carotid artery disease. Angiology. 1994;45(5):361-365.

83- Pathansali R, Smith N, Bath P. Altered megakaryocyte-platelet haemostatic axis in
hypercholesterolaemia. Platelets. 2001;12(5):292-297.

84-Lefkovits J, Plow EF, Topol EJ. Platelet glycoprotein IIb/Illa receptors in
cardiovascular medicine. N Engl J Med. 1995;332(23):1553-1559.

85-Grove EL, Orntoft TF, Lassen JF, Jensen HK, Kristensen SD. The platelet
polymorphism PIA2 is a genetic risk factor for myocardial infarction. J Intern Med.



40

2004;255(6):637-644.

86- Swales JD. Manuel of Hypertension. Blackwell Science, Oxford, 1995: 1-3, 119-123,
153-160.

87-Sharma AM, Engeli S. Managing big issues on lean evidence :treating obesity
hypertension. Nephrol Dial Transplant 17:353-355,2002.

88- Matsumoto K, Miyake S, Yano M, Ueki Y, Yamaguchi Y, Akazawa S, Tominaga Y.
Insulin resistance and arteriosclerosis obliterans in patients with NIDDM
DiabetesCare20(11): 1738 1784,1997,

89- Brosset B, Myara I, Fabre M, Lemonnier A:Plasma prolidase and prolinase activity in
alcoholic liver disease.Clin Chim Acta 175:291 (1988)

90- Soner Y, Giirdol F, Tugrul Y, Bekpinar S:Prolidase I activity in liver tissue: effects of
ethanol and selenium. Res Commun Alcolhol Subs Abuse 16:125 (1995).

91-Myara I, Miech G, Fabre M, Mangeot M, Lemonnier A:Changes in prolinase and
prolidase activity during CCl4 administration inducing liver cytolsis and fibrosis in rat
Br J Exp Pathol 68:7 (1987)

92-Yildiz A. Hiperbarik oksijen tedavisinde prolidaz enzim seviyeleri.Giilhane Tip
Dergisi,2004;46(2):144-148

93-lyidogan YO, Giirddl F, Oner P: Serum prolidaz I aktivitesinin kemik yapim-yikim
indeksi olarak degerlendirilmesi.Ist. Tip Fak.Mecmuas1 62:2, 1999.

94-Kir ZO, Oner P, Iyidogan YO, et al., Serum prolidase I activity and some bone
metabolic markers in patients with breast cancer: in relation to menopausal status. Clin
Biochem, 2003; 36:4, 289-94.

95-0Oono T, Fujiwara Y, Arata J. Prolidase activityin chronic wound and blister fluids. J
Dermatol.24(10):626-9, 1197

96- Chamson A, Voigtlander V :Collagen Biosynthesis Anomalies in Prolidase
Deficiency.Effect of Glycl-L-Proline on the Degradation of Newly Synthesized
Collagen.Clin Physiol Biochem. 7:128-136,1989



