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Tarihce

® Bergman ve Fruton, bilinen
dipeptidazlardan farkh olarak glisin-prolini
hidrolize eden bir enzimi 1937 yilinda
tanimladilar.

® Bu enzim Prolidaz olarak isimlendirildi ve
bircok hayvan dokusunda varlig gosterildi.



Prolidaz,

karboksil terminal pozisyonda prolin veya
hidroksiprolin iceren imidodipeptidlerin ve
imidotripeptidlerin (X-Pro, X-Hidroksiprolin)
peptid bagini hidrolize eder.

Manganeze bagimli, metalloproteinazdir.

Serbest prolin temin eder.




® Prolidaz, hiicre icinde, prokollojen, kollojen ve

prolin veya hidroksiprolin iceren proteinlerin
katabolizmasinda rol oynar.

HeHl—, P
o Prolicass H ﬁ\
d Yy - HM. J\ + <"‘“r OH
QOH |
D.—";'#LH N
O
Glyoylproling iGlyrino Praling

Figure 2 The prodidase meaction Freghing the dpeptde Gl-Fro inefidh the amide Dond = highbphied



® Prolin yeniden
donguye girer
ve yeni protein
sentezinde

kullanilirken
hidroksiprolin
idrarla
atilmaktadir.

Synthasis

Symihess




Klinik onemi
Kollojen 6zellikle bag dokusunda olmak lizere ¢ogu dokuda

bol miktarda bulunur.

Prolidaz, Kollajen metabolizmasinda, yeni matriks
oluSumunda ve hucre buyumesinde rol alir.

Kollajen yapisindaki amino asitlerin ¢ogu prolin ve
hidroksiprolinden olusur.

Kollajen esansiyel prolin rezervuaridir.

Hem prolidazin hem de kollajenin genis doku dagilimi, bu
enzimin birgok klinik durumla iligkili oldugunu
dusundurmugtur.




Olciim Yontemi

® Prolidaz enzim aktivitesi
olgumu yontemi i¢in en sik
olarak Chinard tarafindan
tanimlanan Ninhidrin rxn
kullanilmaktadir.

Bu rxn daha sonradan
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Myara ve ark. tarafindan
bazi degisjklikler yapilarak
optimize edilmistir.
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Some vears ago Grassmann and von Arnim (1, 2) deseribed in detail a
red reaction product of proline and ninhydrin formed at pH 7; it was
suggrsted that this reaction product might be of use as & measure of the
concentration of proline in biclogical materials. Hydroxyvproline gave a
smilar though not identical reaction product. More recently, Van Slyke
of al. (3), m studies of the ninhydrin meihod for the gasometric estimation
of free amino acids, reported that, at a pH of approximately 1.0, a red
waler-inssluble reaction praduct is formed by proline with ninhydrin; lysine
forms & black product and ornithine a red one. No significant amounts
of color are formed with most other amino acids at a pH near 1.0,



Bu yontemde,

Enzim, MnCI2 ile 2 saat pre-inkubasyon
yapilip aktive edilir (1. asama),

Gly-Pro substrati ile (Km = 2.9 mM) 30
dakika inkube edilir (2. agama),

Aciga cikan prolin miktari olculerek
(Ninhidrin rxn) enzim aktivitesi hesaplanir (3.

agama).




® Prolidaz aktivitesi,

® serum, plazma, eritrosit ve |okositlerde, amniyon

sivisinda

intestinal mukoza, bobrek, karaciger, beyin, kalp,
uterus ve timus gibi ¢egitli dokularda
gosterilmistir.
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Prolidazin Mutlak Aktivitesini Degerlendirmede
Fotometrik Enzim Aktivitesi Olgiim Metodunun
Optimizasyonu

[Optimization of the Photometric Enzyme Activity Assay For Evaluating Real
Activity of Prolidase]
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|. Pre-inkubasyon asamasinin optimizasyonu

Tris tamponun pH’1 dusurulerek MnCI2°nin
¢okmedigi ve preinkiibasyon agamasinin 30
dk’ya digirilebilecegi gorilmus



2. Coktlirme basamaginin ortadan kaldirilmasi
TCA eklenerek saglanan asit ile enzimim
inaktivasyon agamasi Asetik asit ile yapilmistir.

Ayni ph'daki Ninhidrin eklenerek bu agama tek
tupte halledilmigtir.



® Fizyolojik durumda ortamda var olan ve
aciga ¢ikan prolinin enzimi inhibe ettigi
bilinmektedir (Mock ve ark. 1990).



Analiz ortamindaki Prolinin inhibisyonunun

incelenmesi

® Enzim tarafindan Gly-Pro substratinin
parcalanmasi ile agiga ¢ikan prolinin inhibitor
etkisini anlamak igin serum havuzu orneginde
prolidaz enzim aktivitesi 5-30 dk. araligindaki
rxn surelerine gore olgulmustur.

® Sire azaldikca aktivitenin azalmasi aci§a ¢ikan

prolinin a
gosterme

ctivitede dususe neden oldugunu

<tedir.
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® Metod karsilastirmasi

® modifiye metodun klasik metoda gore

SPA’ni anlaml olarak yuksek olgtigu
(ortamdaki prolinin inhibitor etkisi)

® Metodlar arasinda anlaml pozitif korelasyon
oldugu
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Prolidaz eksikligi

® Oldukca nadir karsjlasjlan
otozomal resesif gegis]i kalitsal
bir hastaliktir.

Hastaligin semptomlari cok
degisken olup

Kronik tekrarlayan
enfeksiyonlar, mental
retardasyon, splenomegali ve
cilt lezyonlari
gorulebilmektedir




Guncel yaklagimlar

Prolidaz aktivitesindeki sapmalar, kanserlerde ve fibrozis
ile karakterize bircok durumda yararh bir belirteg olabilir.

Prolin prodrug kullanimi (Anti-kanser ted.)

topikal ve parenteral uygulama (PD)

Proflaktik ve post-exposure tedavi (Org. fosf. Zeh)

Rekombinant mikrobial Prolidaz kullanimi ile ilgili
caligmalar
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Summary

Prolhdase 1% a muoltfenctond emevme thal possessss the umgoe aldlity 1o
degrade pmadodipepndes o which @ proline ar hydrogyproline resides s
locazed ar the C-weomnmal end. Prolidasss lave been solaed from acchaes wied
bacteraa, where ‘.|:u-:_|-' arc ‘.|:|l.|ug]|.l Lix par‘.:n.'i:.lulf.' ir |.1r|.1|:||:||.' rt'-.}'-:]i:u.j.;. I mutisnana-
ban species, prolidases are found o the cvtoplsmn and funcior primanly o
lilseraze prolioe o the Faal stage of provewe catabaliss, sarticularlly durng the
biosyithesss and degradanon of colligen. Collyger comarises nearly one-thind
of the el proten: n che body, and o0ods essental inomaioiainieg Ussoe sbouc-
Lure and aategrity. Prolidase defiaency (PL), o see autosomal recessave disor-
der i whach muiions i the PEPD geee alfect probidase funcaenalivy, tends
Lo bave seraows aed sometises e-threatenmg dincal symploms, Becambiniel
vralidases lave many aoolicatioes and lave beer avestieared nor only as
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