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OZET

Prolidaz, prolin iceren dipeptidlerin (X-Pro) peptid bagini koparan ve kollajen
metabolizmasinda yer alan dnemli bir enzimdir. Prolidaz aktivitesi genellikle pro-
lidaz tarafindan agiga ¢ikarilan prolinin miktarinin fotometrik olarak dl¢iildiigii
yontemlerle belirlenir. Calismada amacimiz, bu prolidaz aktivitesi 6lglim yon-
teminin mutlak aktiviteyi yansitip yansitmadigini arastirmaktir. Yontemdeki man-
gan iyonlariyla yapilan aktivasyon islemi, proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve okuma
basamaklari incelenmistir. Analiz i¢i ve analizler arasi % varyasyon katsayist %
10’un iizerinde olan yontem ile bir test i¢in 6-8 saat zaman harcanmaktadir. Mangan
igceren aktive edici reaktif inkiibasyon siiresince stabil kalmamaktadir ve derisimi
enzim aktivasyonu i¢in uygun degildir. Bu nedenlerle, fotometrik yontemin, man-
gan derisimleri, 6n inkiibasyon soliisyonunun pH’st degistirilmis, proteinlerin
¢oktiiriildiigii basamak kaldirilmis ve substratla inkiibasyon siiresi kisaltilip nin-
hidrin tepkimesi pH’st en uygun hale getirilmistir. Ortamda var olan ve prolidaz
enzimi ile serbestlestirilen prolinin prolidaz enzimini inhibe edebilecegi ve yon-
temin analitik performansinin etkilenebilecegi gosterilmistir. Sonug olarak proli-
nin inhibisyonundan en az etkilenecek hale getirilen modifiye (optimize) prolidaz
6l¢lim metodunun mutlak aktiviteyi daha iyi yansitabilecek bir yontem olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Prolidaz; fotometrik yontem; prolin inhibisyonu

ABSTRACT

Prolidase cleaves the bonds of dipeptides containing proline (X-Pro) and an im-
portant enzyme in collagen metabolism. Prolidase activity is generally determined
by photometric methods based on the measurement of proline levels produced by
prolidase. We aimed to investigate the measured prolidase activity is suitable for
the assessment of its physiological activity. Effects of manganese on the enzyme
activation, protein precipitation and reading steps of the photometric method, and
inhibitory effect of proline on the enzyme were analyzed. The intra- and inter-as-
say CVs % were higher than 10 % for photometric method and turnaround time
was 6-8 hours/test. The activation reagent containing manganese was not stable
and its concentration was not optimal for enzyme activation. Thus we modified
the photometric method by changing manganese concentrations and pH of acti-
vating solution, eliminating protein-precipitating step, arranging the pH of color
reagent to the pH optimum for ninhidrin reaction and shortened incubation time
with substrate. The inhibitory effect of proline on the prolidase activity even in the
physiological and produced proline concentrations during enzymatic analysis may
limit the analytical performance of prolidase assays. In conclusion, the modified
photometric method presented in this study seems to be more reliable than the clas-
sical photometric method and measured prolidase activity may not reflect the true
physiological activity of enzyme due to proline inhibition.
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GIRIS

Prolidaz enzimi (EC 3.4.13.9) protein katabolizmasinda
son basamakta olusan prolin ve hidroksiprolini C-ter-
minalinde bulunduran dipeptidlerin (X-Prolin veya X-
Hidroksiprolin) yikiminda gorevlidir (1,2). Bu enzimin
aktivitesinin eksikligi durumu, oldukc¢a nadir karsilagilan
otozomal resesif gecigli kalitsal bir hastaliga yol
agmaktadir. Hastaligin semptomlari ¢ok degisken olup
kronik tekrarlayan enfeksiyonlar, mental retardasyon,
splenomegali ve cilt lezyonlar1 goriilebilmektedir (3).
Prolidaz enzimi ile agiga ¢ikan prolin ve hidroksi pro-
lin amino asitleri, kollajen dokusunun yaklasik %
25’ini olusturmakta ve bag dokusunun devamliliginin
saglanmasi i¢in ise gereklidirler (4). Prolidaz enzimi;
intestinal mukoza (5), bobrek (6), karaciger (7,8), beyin
(9,10,11), kalp (12), uterus (12), timus (13), eritrositler
(14), 1okositler (15,16), fibroblastlar (17) ve plazma (18,19)
gibi pek¢ok dokuda bulunmaktadir. Genis doku dagilimi
olmast prolidaz enzim aktivitesindeki degisimlerin
pekcok hastaligin gelisiminde ve sonucunda Onem
kazanabilecegini diisiindiirmektedir.

Prolidaz enzim aktivitesi Ol¢limii yontemi i¢in en
stk olarak Chinard tarafindan tanimlanan ninhidrin
tepkimesi kullanilmaktadir (20). Bu tepkime daha
sonradan Myara ve ark. tarafindan bazi degisiklikler
yapilarak optimize edilmistir (18). Bu yontemde MnCl,
ile 24 saat 6n inkiibasyon yapilip aktive edilen enzim,
Gly-Pro substrat1 ile (Km = 2.9 mM) (21) 30 dakika
inkiibe edilip, a¢iga ¢ikan prolin miktar1 OSlgiilerek
enzim aktivitesi hesaplanmaktadir.

Prolidaz enzimi aktivitesi Ol¢iimlerinde gozden kagan,
ortamda var olan ve substratin parcalanmasi ile de
aciga ¢ikan prolin amino asidinin enzimi inhibe etme
riskinin varligidir. Ciinkii prolinin prolidaz enzimini se-
rumda fizyolojik olarak bulundugu konsantrasyonlarda
gliclii bir sekilde inhibe ettigi kanitlanmistir (22). Bu
caligmada hem spektrofotometrik dl¢iim yontemini op-
timize etmek hem de prolin kaynakli inhibisyonu azalt-
mak amacglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calisma grubu

55 adet rastgele se¢ilmis serumda prolin diizeyi 6l¢tildii.
Ayrica 108 adet saglikli veya cesitli derecelerde
karaciger fibrozisi olan 30-50 yas araligindaki 60 erkek
ve 48 bayandan 12 saatlik aclik sonrasi alinan kan
orneklerinde prolidaz enzim aktivitesi 6l¢tildi.

Prolidaz enzim aktivitesi ol¢iim yontemi

Myara ve arkadaslarinin tanimladigr yontem kiiciik
degisiklikler yapilarak kullanildi. Kisaca; 100 pL serum
ile 500 pL 6n inkiibasyon soliisyonu (I mmol/L GSH, 5
mmol/L MnCl,, % 0.1 Triton-X100 igeren 50 mmol/L
Tris HCI tamponu pH 7.8) ile 37 °C’de 3 saat inkiibe
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edildi. Karigimin 100 uL’si alinip iizerine 144 mmol/
L Gly-Pro igeren 6n inkiibasyon ¢ozeltisinden 100 pL
konup 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi. Karisima 0.45
mol/L TCA’dan 1 mL eklenerek reaksiyon durduruldu.
Karisim 10 dk 1500 x g’de santrifiij edilip siipernatanlar1
ayrildi. Berrak 0.5 mL silipernatanin iizerine 1 mL
glasiyal asetik asit ve 1 mL modifiye Chinard ¢ozeltisi
(glasiyal asetik asit/6 mol/L ortofosforik asit, % 55 / %
45; v/v igersinde 3 g/dL ninhidrin eritilip hazirlanir)
eklendi. Karisim 90 °C’de 20 dakika inkiibe edildikten
sonra buz ile sogutulup beklemeden orneklerin 515
nm’deki absorbanslar1 substratin bulunmadigi 6rnek
koriine karsi spektrofotometrede (Beckman Coulter DU
530 UV/VIS Spektrofotometre, USA) okutuldu. Olgiilen
prolin konsantrasyonlar1 standart olarak kullanilan
5 mg/dl’lik L-prolin ile karsilastirilarak hesaplandi.
Prolidaz enzim aktivitesi birimi olarak, enzimin Gly-
Prolin substratint pargalayarak prolin olusturdugu
basamaktaki 1 dakikada olusan umol/L cinsinden prolin
olarak tanimlandi. Ninhidrin tepkimesindeki prolinin
sogurma katsayis1 27.2°dir (23).

istatistiksel analizler

Tim istatistiksel analizler SPSS for Windows (versiyon
11.0) kullanilarak yapildi. Metod karsilastirmalari igin
lineer regresyon analizi ve korelasyon analizi kullanildi.

BULGULAR

On inkiibasyon basamaginin optimizasyonu

MnCl, ile uzun siireli 6n inkiibasyon hem pratik olarak
gli¢ olup hem de MnCl,’nin ¢okmesine yol agmaktadir.
Buproblemi ¢6zmek amactyla MnCl, 'nin bulundugu Tris
tamponun pH’sin1 disiiriilip tepkimenin performansi
incelendiginde, pH 7°de MnCl, nin ¢okmedigi ve
tepkimenin performansinin etkilenmedigi goriilmiistiir
(Sekil 1). Bu sayede MnCl,’nin derisimi daha yiiksek
tutularak inkiibasyon zamanimin kisaltilabilecegi
distinilmistiir. Degisik derisimlerdeki MnCl, ile 30
dakikalik 6n inkiibasyonun tepkime absorbansi {izerine
etkisi Sekil 2°de goriilmektedir. En uygun ortam igin 50-
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Sekil 1. MnCl, derisimi 50 mmol/L olan pre-inkiibasyon ¢dzelti-

sinin pH’sinin prolidaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 2.  20-100 mM derisimi araligindaki Mn ile 30 dakika Sekil 3. Prolidaz enzim aktivitesi ilizerine substrat derisiminin

siiresince 6n inkiibasyonun prolidaz enzim aktivitesi tizerine etkisi.
50 mM’dan fazla MnCl, derisimi prolidaz enzim aktivitesini fazla
degistirmemektedir.

100 mmol/L araligindaki Mn derisimi ile 30 dakikalik
inkiibasyonun yeterli oldugu goriilmiistiir. Hangi MnCl,
konsantrasyonunun uygun oldugunu anlamak igin
yapilan tekrarlanabilirlik ve dogrusallik calismasinda en
iyi analitik dogrulugun 50 mmol/L’lik MnCl, derisimi
ile saglandig1 goriillmiistiir.

Coktiirme basamaginin ortadan
kaldirilmasi

Klasik yontemde bulunan prolidaz enzimi aktivitesini
sonlandirmak i¢in kullanilan TCA ile deproteinizasyon
yapilmasi islemi, hem diliisyona hem de ortamda
Olgiilecek olan prolinlerin de ¢okmesine yol acgtigi
icin tepkimeyi durdurmak amaciyla ortam pH’sini 1’e
getirecek kadar asetik asit konulmugtur. Daha sonra ayni
pH’daki ninhidrin ¢ozeltisi eklenmistir. 90 °C’de 30 dk.
bekletildikten sonra spektrofotometrede absorbanslar
okutulmustur. Bdylece hem deproteinizasyona bagli
problem ortadan kalkmis hem de ydntem tek bir deney
tlipii icersine tamamlanmistir.

Ninhidrin reaksiyonu i¢in optimal pH 1, 2.5 ve 4.7’dir
(24). pH’y1 1’e getirdigimizde tepkime siddetinin ¢ok
daha fazla oldugu ve ayni serumdan daha fazla absor-
bans alindig1 tespit edilmistir.

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivite-
si lizerine etkisi

Prolidaz enziminin substrati olan glisin-L-prolin
derisiminin enzim aktivitesi iizerine olan etkisini
gormek ve en uygun derisimi tespit etmek amaciyla; pro-
lidaz enzim aktivitesinin yiiksek oldugunu bildigimiz bir
hastanin serumu kullanilarak farkli substrat derisimleri
denenmistir. Bu caligma sonucunda Michaelis-Menten
grafigi ile uyumlu hiperbolik bir egri elde edilmistir
(Sekil 3). Km ve Vm degerlerini tespit etmek amaciyla
bu egri Lineweaver-Burk grafigine doniistiiriilmiistiir
(Sekil 4). Sonugta kullanilan substrat derigiminin Km
degerinin yaklagik 100 kati olan 144 mmol/L’ye esit
oldugu ve bu diizeyde reaksiyonun substrat miktarindan
bagimsiz hareket edecegi goriilmiistiir.
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etkisini gormek i¢in yapilan Michaelis-Menten grafigi
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Sekil 4. Kmdegerinielde etmeki¢in Michaelis-Menten grafiginden

elde edilen Lineweaver-Burk egrisi. Km degeri 1.49 mmol/L olarak
bulunmustur.

Analiz ortamindaki prolinin inhibisyonunun
incelenmesi

Serumda bulunan prolin diizeyi rastgele secilmis 55 kan
orneginde ol¢iiliip ortalama degeri 270 umol/L (100-700
umol/L araliginda) olarak bulunmus ve dagilimin nor-
mal dagilima uymadig1 goriilmistiir. Bu degerler proli-
nin prolidaz enzimini inhibisyon sabiti (Ki) degeri olan
400 pmol/L’ye yakin bazen de {izerinde oldugu igin in-
hibe edebilecegi diisiindiirmektedir.

Enzim tarafindan Gly-Pro substratinin parcalanmast ile
aciga cikan prolininin inhibitor etkisini anlamak i¢in se-
rum havuzu 6rneginde prolidaz enzim aktivitesi 5-30 da-
kika araligindaki reaksiyon siirelerine gore ol¢iilmiistiir
(Sekil 5). Siire uzadikca aktivitenin azalmasi aciga
¢ikan prolinin aktivitede diisiise neden oldugunu gos-
termektedir.

Yeni optimize prolidaz 6l¢iim metodu

Yontemde, 100 puL serum ile 100 pL serum fizyolojik
karistirtlip bu karistmdan 25 pL alinip 75 pL 6n
inkiibasyon soliisyonu (I mmol/L GSH, 50 mmol/L
MnCl, i¢eren pH:7°de 50 mmol/L Tris HCI tampon) ile
37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Karigim tizerine
144 mmol/L Gly-Pro igeren 6n inkiibasyon ¢6zeltisinden
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Sekil 5. Prolidaz aktivitesinin tepkime siiresine gore degisimi

(pH 7.8) 100 pL eklenip 37 °C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir. Tepkimeyi durdurmak i¢cin 1 mL glasiyal
asetik asit eklenmistir. Karisim tizerine 300 pL Tris HCI
tamponu (pH 7.8) ve 1 mL ninhidrin soliisyonu (0.5 mol/
L’lik ortofosforik asit igersinde 3 g/dL olacak sekilde
ninhidrin eritilir) eklenmis ve karisim 90 °C’de 20
dakika bekletilmistir. Buz ile sogutulup beklemeksizin
spektrofotometrede 515 nm’deki absorbanslar substratin
katilmadig1 6rnek kériine karst okutulmustur. Olgiilen
prolin derisimleri standart olarak kullanilan 5 mg/
dLl’lik L-prolin ile karsilagtirtlarak hesaplanmistir.
Prolidaz enzim aktivitesi, 1 dakikada olusturan pmol/
L cinsinden prolin olarak tanimlanmistir. Yontemin
glin i¢i ve glinlerarast % varyasyon katsayilar1 yiiksek
ve diisiik degerlerdeki serumlar i¢cin % 10’un altinda
bulunmustur.

Metod karsilastirmasi

Modifiye (optimize) metod ile klasik metodun
karsilagtirmasinda modifiye (optimize) metodun kla-
sik yonteme gore prolidaz aktivitesini anlamli oranda
yiiksek olarak olgtiigii (1303 + 373 U/L ve 1172 U/L;
p <0.001) tespit edilmistir. Metodlar arasinda ise pozi-
tif yonde anlamli bir korelasyon oldugu gosterilmistir
(r = 0.544 ve p <0.001) (Sekil 6). Optimize (modifiye)
metodun klasik metoda gore prolidaz aktivitesini daha
yiiksek olarak Slgmesi, yontemin prolin inhibisyonu et-
kisinden daha az etkilendigini gostermektedir.
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Sekil 6. Klasik prolidaz metodu ile modifiye (optimize) prolidaz
metodunun karsilastirilmasi (r=0.544 ve p<0.001)
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TARTISMA

Bu g¢alisma ile prolidaz enzim aktivitesi olglim
yonteminin analitik olarak yeterli olmadig1 gosterilmis
ve tim basamaklar1 optimize edilerek yeni ve daha
duyarli bir metod tanimlanmistir. Ayrica ortamda
var olan prolin ve prolidaz tarafindan agiga cikarilan
prolinin inhibisyona yol acabilecegi gosterilmistir.
Giliniimiizde birgok hastaligin teshis ve takibinde
kullanilabilecek bir belirteg olan prolidaz enzimi igin
rutin laboratuvarlara uyarlanabilecek pratik bir yontem
bulunmamaktadir. Optimize edilen ve analiz siiresi
kisaltilan bu yontemin kullanilmast ile prolidaz enzim
aktivitesinin dogru olarak dl¢lilmesinin basta karaciger
fibrozisi olmak ftizere bircok hastalikta hekimlere
oldukg¢a yararli bilgiler saglayacagi diistiniilmektedir.
Zaman alic1 ve prolin inhibisyonuna agik klasik yonteme
gore analitik giicii daha iyi olan yeni yontem ile saglikli
bireyler ile hasta gruplari sonuglar1 arasinda bulunacak
fark yada farksizliklar daha anlamli olabilir. Bu fark
analitik iyilestirmeden kaynaklanmanin yani sira, klasik
yontemin uzun inkiibasyon siiresi boyunca enzimde
olusacak yapisal degisikliklerden de kaynaklanabilir.
Inkiibasyon siiresini kisaltarak bu etkiyi daha aza
indirmek miimkiin olabilir.

Mangan belli bir derisime kadar enzim aktivitesini
arttirmaktadir (25). Bu derisimden sonra enzim aktivi-
tesinin baskilandigi goriilmiistiir. Hatta literatiirde uzun
stireli inkiibasyonda 100 mmol/L Mn derisiminde inhi-
bisyon oldugu gosterilmistir (26). Bu nedenle Mn enzim
tizerinde uzun siirede gelisen yapisal bir degisiklige neden
olabilir. Ayrica, kisa siireli inkiibasyonda sagliklt serum-
larda daha az aktivasyon olurken patolojik serumlarda bu
aktivasyon daha fazla olabilir. Belki de, patolojik serum-
larda prolidaz enzimi yapisinda olabilecek bir degisiklik,
Mn ile kisa siireli inkiibasyonda enzimin daha fazla
aktive olmasina neden olmaktadir. Bu nedenlerle kisa
stireli yontem daha iyi bir ayrim giicli saglayabilmektedir.
Yontemin siiresinin kisalmasi, sonuglar1 2-3 saat iginde
verebilme imkan1 da saglamistir.

Prolidaz tizerine olan inhibitdr etkisi iyi bilinen L-pro-
linin enzim aktivitesi ile analiz ortamina serbestlesmesi
ile aktiviteyi azaltmasi reaksiyon siiresinin en aza in-
dirilmesi gerektigini gostermektedir. Manuel kosullarda
en az 5 dakikaya indirdigimiz tepkime siiresi, eger oto-
matize bir yontem gelistirilebilirse daha da kisaltilabilir.
Boylece prolinin inhibisyonu en aza indirmek miimkiin
olacaktir. Yeni yontemle yapilan dl¢timlerin eski yon-
temle dlciilen enzim aktivitelerine gore belirgin olarak
yiiksek ¢ikmasi prolinin inhibisyon etkisinin oldukca
6nemli oldugunu yansitmaktadir.

Klasik yontemde var olan ¢oktiirme basamaginin
kaldirilmis  olmasi  yontemin tekrarlanabilirligini
artirmis ve daha pratik bir hale getirmistir. Son basamak
olan ninhidrin tepkimesinin optimum pH degeri olan 1’e
ayarlanmasi ise daha dogru 6l¢iim yapilmasina olanak
saglamistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile simdiye kadar kullanilan
fotometrik prolidaz 6l¢iim yontemlerinin pek ¢ok prob-
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lemli basamaginin bulundugu, fazlaca vakit aldig1 ve
tekrarlanabilirliginin iyi olmadig1 gosterilmistir. Ayrica
enzim aktivitesi 6l¢iiliirken tepkime siiresinin ¢ok kisa
tutulmasinin olusan ve ortamda var olan prolinin in-
hibitor etkisini en aza indirecegi ve bdylece enzimin
mutlak aktivitesini daha iyi yansitabilecegi anlasiimistir.
Yeni tanimlanan bu prolidaz enzim aktivitesi dlgiim
yonteminin kollajen metabolizmasi ve diger pekgok il-
gili hastaligin incelenmesinde daha dogru yaklagimlar
yapilmasina yardimci olabilecegi diistintilmektedir.
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