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SERUM PROLIDAZ I AKTIVITESININ KEMIK YAPIM-YIKIM
INDEKST OLARAK DEGERLENDIRILMESI*
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OZET

flerleyen yasla ve menopozal dénemin baglamasiyla birlikte kemik yapiminda azalma olugiu-
gu, buna bagli olarak osteoporotik kiriklarin arttigi bilinmektedir. Menopozdan sonra osteopo-
rozun orfaya ¢ikiigl ve kemik yapim-yikimina ait biyokimyasal parametrelerin degisiklige ug-
radit birgok galigma ile gdsterilmistir. Prolimin glisil ile yaptigs peptid bagim yikan bir enzim
olan prolidaz aktivitesinin kollajen yikim hizyla direkt olarak iligkili olmasi beklenir. Bu ne-
denle galigmamizda bu enzimin serumdaki aktivitesinin kemik yikim1 gostergesi olarak kabul
edilip edilemeyecegini aragtirmak istedik.

Deneysel agamada, gesitli yag gruplanndaki saghkl kadinlarda ve erkeklerde serum prolidaz
aktivitesi diger kemik yapim-yikim géstergeleriyle birlikte $lg@ldi. Saglikli kadinlar premeno-
pozal ve postmenopozal olmak tizere iki grupta, erigkin erkekler ise tek grupta (median yag:
30) degerlendirildi. Osteokalsin (BGP) diizeylerinde #i¢ grup arasinda anlaml fark bulunmadi.
Total alkali fosfataz {TALP), prolidaz I ve tartarat direnglt asit fosfataz (Tr-ACP} aktivitelerin-
de ise postmenopozal grupta premenopozal gruba gére anlambi artig saptandi. Erigkin orta yag
gruplarinda ise Prolidaz I.ve Tr-ACP aktivitesinde cinsiyete baglt bir farklilik gbzlenmedi.
Erigkin erkek grubunda BGP degerlerinin normal sinirlar iginde kaldigi ve TALP aktivitesinde
kadinn grubuna gore bir artig oldugu gdriildi. '

Serum prolidaz I aktivitesinin Slgiimiiniin kolay uygulanabilir olmasi ve enzim aktivitesinin
saglikli erigkinde gok biyiik varyasyonlar géstermemesi, bu enzimin rutin laboratuvarda bir
indeks olarak knllanabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenle osteoperozu diger klinik ve la-
boratuvar yontemlerle kanitlanug olan hastalarda tedavi &ncesi ve sonras: prolidaz [ aktivitesi
Slgiimleri yapilarak bu konuda kesin bir degerlendirmeye gidilmesi uygundur.

Anahtar Kelimeler: Menopoz, osteokalsin, osteoklastik aktivite, osteoblastik aktivite, proli-
daz 1.

SUMMARY

Evaluation of serum prolidase I activiiy as an index for osteoclastic aetivity. The relation-
ship between age or menopausal status and bone formation has been extensively studied, and
it was revealed that postmenopaunsal bone loss and subsequent osteoporosis are major causes
of bone {raetures. In the present study;-currently known biochemical indices of bone formation
and resorption such as osteocalcin (BGP), alkaline phosphatase (TALP) and tarfrate resistant
acid phosphatase (Tr-ACP) were measured in sera of women in order to examine the early ef-
fects of menopause on bone status. Serum prolidase 1 activity was also studied, since this enz-
yme is involved in the last step of collagen degradation.

BGP levels did not show any difference between the groups studied. TALP, Prolidase I and
Tr-ACP activities were found significantly elevated in postmenopausal group when compared
to those of premenopausal group. On the other hand, there was no difference in the activities
of both prolidase I and Tr-ACP with regard to sex. Prolidase I aetivity was slightly correlated
with Tr-ACP aetivity in postmenopausal group. Although prolidase I aetivity seemed to be a
potential index for osteoporosis, further studies are needed in osteoporotic patients before and
after medical therapy. These biochemical parameters should also be evaluated together with
the radiodiagnosfic fmdings.
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GIRIS

Ilerleyen yasla ve menopozal dénemin bag-
lamasiyla birlikte kemik yapiminda azalma
olugtugu, buna bagh olarak osteoporotik ki-
riklarin arttifn bilinmektedir. Menopozdan
sonira osteoporozun ortaya ciktigi ve kemik
yapm-yikimma ait biyokimyasal parametre-
lerin degigiklife ugradig bircok ¢ahgma ile
gosterilmistir @3), Bu parametrelerden osteo-
kalsin (BGP), total alkali fosfataz (TALP;
EC 3.1.3.1) ve alkali fosfatazin kemik izoen-
zimi, prokollajen 1 karboksiterminal uzanti
peptidi (PICP)nin serumdaki 6lciimleri ke-
mik yapiminin; serumda tartarat direngli asit
fosfataz (Tr-ACP; EC 3.1.3.2) aktivitesi, 24
saatlik idrarda piridinolin ve piridinolinli
peptidler, deoksipiridinolin igeren peptidler,
hidroksiprolin (Hyp), hidroksilizin glikozid-
leri ve kalsiyum diizeyleri kemik ylklﬁnnm
biyokimyasal gostergeleri olarak degerlendi-
rilmigtir -1,

Prolidaz (EC 3.4.13.9) C__terminalinde pro-
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nan siganlarin karacigerlerinde prolidaz 1
aktivitesinin arttig1 belirlenmigtir (19},

Osteokalsin osteoblastlarda sentezlenen, ke-
mik dokusu i¢in spesifik olan nonkollajen
kii¢iik bir proteindir ®), Bu protein, meno-
pozda kemik yapim-yikim hizi ile artar.
Postmenopozal kadmlarda serum BGP dii-
zeyleri normal, diisiik veya yiiksek bulun-
mugtur G4, Menopoz sonrasi ortalama se-
rum BGP artig1, kirik riskinin arttigo gdste-
rir. Osteokalsin diizeyleri sirkadyen bir ritm
gostererck sabahtan 68leye kadar azalir. Ge-
ce yarisindan sonra ise artar (. Ayni gekilde
serum BGP diizeyleri menstruel siklus sira-
sinda degigir @4, Luteal fazda en yiiksek de-
gerlere rastlanmagtir, TALP enzimi kemik
yapinin biyokimyasal dlciitlerinden biridir.
Hiicre membranlarinm ekstraseliiler yiize-
yindeki glikozil-fosfatidilinozitol kalintilari-

na baglanan bir glikoproteindir. Enzim
~ membrana baghyken tetramer, dolagimda

iken dimerdir. TALP'in ¢esitli izoformlar

lin {Pro) veya hidroksiprolin (Hyp) bulunan
dipeptidlere spesifik bir hidrolazdir. Kollaje-
nin yapsinda yiiksek miktarda (%25 Pro ve
Hyp) bulundugu igin bu enzim kollajen ve
prokollajen yikiminda onemli rol oynar.
Ancak prolidazm kemik yikiminin biyokim-
yasal gostergesi olarak degerlendirildigi bir
calismaya literatiirlerde rastlanmamigtir.
Fibroblastlardan ekstre edilen prolidazm iki
formu oldugu ve bunlardan prolidaz I diye
adlandirilan formun mol agirliginm 105000
ve prolidaz II diye adlandirilan formun mol
agirhgimin 151000 oldugu bildirilmistir (18,
Bunlardan sadece prolidaz I formunun insan
plazmasinda bulundugu, Mn2+ iyonlan ile
uzun siireli preinkiibasyonun prolidaz Il ak-
tivitesini inhibe etti3i bilinmektedir <0,

Daha onceki ¢ahgmalarda serum prolidaz
aktivitesinin karaciger sirozunda ve hasarin-
da artt181 bildirilmigtir 2, Kronik etanol ve
selenium verilen siganlarin karacigerlerinde
prolidaz T aktivitesi kontrollere oranla artmig
bulunmugtur @1, Ay gekilde CCI4 uygula-

vardir ve aktivitesinin yaglanma ile dzellikle
postmenopozal kadmlarda arttif gosteril-
migtir &,

TR-ACP osteoklastlarda dnemli miktarda
bulunan ve kemik yikimi sirasinda agiga ¢1-
kan lizozomal bir enzimdir. TR-ACP'in ke-
mikten izole edilmig izoenzimi tip 5 asit fos-
fatazdir. Bu izoenzim kemik yikam gosterge-
si olarak kabul edilmigtir ve aktivitesinin
metabolik kemik hastaliklan olan kisilerde
artt1f1 bilinmektedir (16.24),

Calismamizin amaci, kemik yapim-yikim
parametreleri olarak kabul edilen BGP,
TALP, TR-ACP'min menopoza ve cinsiyete
bagh olan degigimlerini incelemek ve proli-
daz I' in serumdaki aktivitesinin kemik yiki-
mu gostergesi olarak kabul edilip edilemeye-
cegini aragtirmakir,

MATERYAL ve METOD

Caligma gruplar:: Bu caligmada; saghklh
ve herhagi bir ilag kullanmayan 11 premeno-




pozal (Yag 25-39, median 29), 16 postmeno-
pozal (Yag 38*59, median 49) kadin ve 9 er-
kek (Yag 25-41, median 30 ) araghrma grup-
larini olusturdu.

Biyokimyasal éiciimler: Her iic gruptan da
sabah 9-10 saatleri arasinda (premenopozal
grupta menstruel siklusun 5,-8.giinlerinde
olacak sekilde) aclik kan drnekleri alinarak
serum ayrildi ve dl¢timler yapilincaya kadar
-700 C' de donduruldu.

Prolidaz I: Serum prolidaz I aktivitesi glisin
L-prolin' in substrat olarak kullamildigi
spektrofotometrik yontemle caligildr (™,
Maksimum enzim aktivasyonunu saglamak
icin, serum 1:5 oraninda Tris-HCI-MnCl,
tamponuyla seyreltilip 370C'de 24 saat pre-
inkube edildi. Enzim aktivitesi TU/Lolarak
ifade edildi.

Osteokalsin: Saglam insan osteokalsinine
kargi gelisen antikor kullanarak yapilan ya-
ngmali Radioimmunoassay (RIA) ile OSCA
test osteokalsin (Insan BGP’e kars:1 toplan-
mug tiip sistemi) B.R.A.H.A.M.S5 Diagnosti-
ca Berlin GMBH kiti ile galigildi. Osteokal-
sin konsantrasyonu ng/mL. olarak ifade edil-
di.

TALP: Total alkali fosfataz aktivitesi Tech-

Iyidogan Y. O., Giirddi F., Oner P.

nicon Otoanalizor 24 ile calisildi. Enzim ak-
tivitesi IU/L olarak ifade edildi.

Tr-ACP: -700C'de dondurulan serum 1:4
(1mlL serum+4 mL bidistile su) ile sulandiri-
larak Lau ydntemine gore ¢alisildl (19), De-
gerlendirme p-nitro fenol standart egrisine
gore yapildi. Enzim aktivitesi IU/L olarak
ifade edildi.

Biyoistatistik: Istatistiksel analizler Stu-
dent's t-test ve Spearman-Rank sira bagint
yontemi kullamilarak yapildi.

BULGULAR

Ug deney grubunun biyokimyasal paramet-
releri ve bunlarin kargilagtirilmas: Tablo 1'
de goriilmektedir.

1. Osteokalsin diizeylerinde ii¢ grup arasinda
anlamli fark bulunamadi. Erkek grubundaki
6.2+1.3 ng/ml ile premenopozal gruptaki
5.0£1.5 ng/ml. ve postmenopozal gruptaki
6.2:+3.8 ng/ml. degerleri arasinda stabil bir
dagilim gozlendi.

2. Total alkali fosfataz aktivitelerinde erkek-
lerden ve postmenopozal kadinlardan elde
edilen ortalama degerlerin premenopozal
gruba gire (p<0.01) anlaml olarak yiiksek
oldugu goriildil.

Tablo 1. Saghkll kigilerde osteokalsin (BGP) degerlerinin, TALP, Tr-ACP ve Prolidaz I aktivitelerinin karsilagtiril-

nast
ERKEK KADIN
Premencpozal Postmenopozal
Vst n=11 n=16
(Yag median:30) (Yas median:29) (Yas median:49)

Yag (yil) 32,28+8.54 51.5247.33 < 0.001%*
Osteokalsin {(ng/mL) 62413 5.041.5 6.243.8
TALP (IU/L) 75.3+18.1%* 54.3+13.9 77.4+17.3%*
Tr-ACP (IU/L) 18.0+4.1%* 13.8+1.6% 22.245 4%k
Prolidaz I (TU/L) 10614237 9331208 12314208

* p<0.001 Postmenopozal grup ile karsilastirma
#=# p<(L0] Premenopozal grup ile karsilagtirma
ek pe( 05 Erkek grubu ile kargilagtirma
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3. Tartarat direngli asit fosfataz aktivitelerin-
de erkeklerden olusan grupta premenopozal
gruba gore p<0.01 diizeyinde; postmenopo-
zal grupta erkek grubuna gore p<0.05 diize-
yinde, premenopozal gruba gire ise p<0.001
diizeyinde ileri derecede anlamli fark saptan-~
du.

4. Prolidaz I aktivitesinde postmenopozal
grupta premenopozal gruba gore p<0.001
diizeyinde ileri derecede anlaml fark bulun-
du. Ancak aym yag grubundaki farkl cinsler
arasinda bir fark gozlenmedi.

Korelasyon analizleri: Prolidaz 1 aktivitesi-
nin serumda 6lgiilen diger parametrelerle ba-
gintist aragtinlldiginda premenopozal kadm-
larda ve erkek grubunda herhang anlamli ko-
relasyon goriilmedi. Postmenopozal grupta
ise Tr-ACP ile prolidaz I arasinda r=0.4 ora-
ninda anlamh olmamakla birlikte pozitif bir
bagint1 goriildii (r=0.39; n=16).

leri premenopozal kadinda 5.0£0.4 ng/mL,
postmenopozal kadinda 8.7+0.5 ng/mL. ola-
rak belirlenmigtir *3), Harris ve arkadaglari-
nin ¢aligmasinda ise 6.4£1.3 ng/mL bulun-
dugu bildirilmistir 1V, Bizim uyguladiimiz
RIA yonteminde 30-60 yag arast kadin ve
erkeklerde normal simirlar, 4-12ng/mL ara-
sindadir ve dagilimin normal sinirlar i¢inde
oldugu goriilmektedir ), Bu bulgulara gore
BGP degisiminin yaga ve cinsiyete bagh ol-
madig1, degisim olabilmesi i¢in yaglanma ve
cinsiyet diginda hastalik veya toksik faktdr-
lerin olugmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

TALP akiivitelerinin postmenopozal dénem-
de menopoz 6ncesi degerlere gore daha yiik-
sek olmasinin dnceki ¢aligmalarda bulunan
sonuglarla uyumlu oldugu ve bu artisin oste-
oblastik aktivitenin hizlanmasiyla iligkili bu-
lundugu s6ylenebilir ). Literatiirde erigkin
kadin ve erkeklerde TALP aktivitesinin alt
ve iist simirlan kadinlarda 40-190 IU/L, er-
keklerde 50-190 [U/L olarak verilmistir. Bu-
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TARTISMA

Dolagimdaki osteokalsinin kisa bir yarilan-
ma siiresi oldugu ve kolayca bobrekten atila-
bildigi gosterilmigtir ¢7), Serum BGP kon-
santrasyonlan gelisme ddneminde kemik bii-
yiimesine bagh olarak artar. Bununla birlikte
kemik yapim-yikimmmnn arttif1 primer ve se-
konder hiperparatiroidizm, hipertiroidizm,
Paget hastalhigi ve akromegali gibi durumlar-
da artig gosterdigi bilinmektedir. Hipotiroi-
dizmde, hipoparatiroidizmde, glukokortiko-
idli kigilerde, multipl myelomda ve ilerlemis
kanserlerde ise BGP diizeylerinin diigtiigi
belirlenmigtir ). BGP diizeylerinin klinik
tamda diger kemik parametreleriyle birlikte
degerlendirilmesi gecerli ve 6nemli bir in-
deks olarak kabul edilmektedir ). Ancak bu
degerler kullanilan yonteme ve laboratuvara
gore degisim gosterir; 6rnegin Kelley ve ar-
kadaglan RIA ybdntemiyle ¢alisnusglar ve se-
rum osteokalsin referans degerlerini 3-18
vg/L bulmuglardir (4), Takahashi ve arka-
daglarinin ¢aligmasinda BGP referans deger-

na gore erkeklerde alt smur kadinlara gére
daha yiiksektir 13), Bizim caligmamizda
erigkin erkek grubuna ait ortalama deger,
erigkin kadin grubunun sonucuyla kiyaslan-
diginda anlamh yiiksek bulunmugtur. TALP
aktivitesinin 20 ve 50 yaglan arasindaki er-
keklerde kadinlara gore yiiksek oldugu bildi-
rilmistir. Bu fark iskelet kiitlesinin kadinlara
oranla erkeklerde daha biiyiik olmasma bag-
lidir. Daha 6nceki bir galigmada her iki cin-
siyette de 50 yag tlizerinde TALP aktivitesi-
nin arttig1 ve kemik ALP aktivitesinin post-
menopozal kadinlarda premenopozal kadin-
lara gore daha yiiksek oldugu gozlenmigtir
(©), Bizim bulgularimiz da literatiirle uyum-
ludur,

Asit fozfataz kemikte, prostatta, trombosit-
lerde, eritrositlerde ve dalakta bulunan lizo-
zomal bir enzimdir. Degisik izoenzimleri
elektroforetik metodlarla ayrilabilir, Prosta-
tik izoenzimin L(+) tartaratla inhibe olmasi-
na ragmen, kemik asit fosfataza L(+) tartara-
ta direnglidir. Normal plazmada Tr-ACP,



plazma izoenzim 5 olarak bilinir ve osteok-
lastlarda sentezlendigi i¢in kemik kaynakl
kabul edilir. Plazma Tr-ACP aktivitesinin
kemik yapim-yikimmun hizlandig1 metabolik
kemik hastaliklarinda ve ostoporozda arttig1
bildirilmistir ('5.162%, Tr-ACP aktivitelerinin
postmenopozal grupta premenopozal gruba
gére yilksek olmast; kemik yikiminin arttii-
nin bir gistergesidir. Tr-ACP aktivitesi kul-
lanilan ydnteme gore degisim gosteren bir
dlgiimdiir 1. Bizim g¢aligmamizda her de-
ney grubu i¢in elde edilen degerler kullandi-
gimiz yontemin referans degerlerinin biraz
iistiinde bulunmusgtur. Prolidaz enziminin
genetik eksikliginin sonucunda, mental geri-

lik, tekrarlayan infeksiyonlar ve deri lezyon-

lar1 ile karakterize bir klinik tablonun ortaya
ciktiga bildirilmigtir (1.22}, Prolidaz eksikligi
olan kisilerde, prolidaz I aktivitesinin deri
fibroblast kiiltiirlerinde ve kan hiicrelerinde
azaldig1 gdsterilmigtir O}, Prolidaz aktivitesi
birgok dokuda ve amniotik sivida belirlen-
migtir 1912, Amniotik sividaki prolidaz ak-
tivitesinin fetal gelisim indeksi olarak kulla-
nilabilecegi ileri siiriilmiistiir (1, Kollajen
sentezinin hizlandidi yara iyilesmesi esna-
sinda da bu enzimin énemli roliiniin oldugu
diigiiniilmektedir @9, Bununla beraber kolla-
jen katabolizmasmin iiriinii olan deoksipiri-
dinolin kemik yapim-yiknnmda bir gdsterge
olarak kullanildig1 halde, rutin laboratuvarda
6lgiimii oldukga kolay olan prolidaz aktivite-
sinin degerlendirildigi bir caligmaya rastlan-
mamustir.

Serum prolidaz I aktivitesinin &lgiimiiniin
kolaylikla uygulanabilir olmasi ve enzim ak-
tivitesinin saglikli erigkinde gok biiyiik degi-
simler gdstermemesi, bu enzimin klinik la-
boratuvarda bir indeks olarak kullanilabile-
cegini diigiindiirmektedir. Calismamizda
prolidaz I aktivitesinin postmenopozal d6-
nemdeki kadinlarda premenopozal kadinlara
gore artig gdstermesinin menopoz sonrast
olusan kemik yikimiyla bagintili olabilecegi
diigiiniilse de, bu konuda kesin bir degerlen-

iyidogan Y. 0., Giirdél F., Oner P.

dirmeye girebilmek i¢in osteoporozu diger
klinik ve laboratuvar yontemlerle kamtlan-
m§ olan hastalarda tedavi dncesi ve sonrasi
prolidaz I aktivitesi Glgiimleri yapilmas: ge-
rekmektedir.
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