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OZET ;

Anjiyotensin 1 i anjiyotensin IT ye ;:eviren ve bradikinini inaktive eden anjiyo-
tensin konverting enzim dipeptidil karboksipeptidazdir. Aktivite gosterebilmesi
igin: ozellikle kloriir olmak iizere halujeniirlere ve -2 degerlikli metal iyonlarina
. ihtiyact vardir, Metal +2 iyonlarinin en' énemlbileri Zn*2, CO+2,Mg+2, Mnt2
ve Ca*2 dir. Ancak bunlar arasinla tercih edilen iyon Zn*2 dir. By calismada Zn+2,
Co*2 ve Mn2+ iyonlarimin anjiyotensin konverting ‘enzim aktivitesi tizerine olan
. etkileri incelenmigtir, Sonugta, serum enzim aktivitesinin, ézellikle cinko iyonlar
ile belirgin olmak iizere, metal +2 iyonlar1 tarafindan diizeltildigi ve ¢inko ile
kobalt iyonlarimin belirli bir konrantrasyondan sonra serum enzim aktivitesinde
inhibitor etki gosrdigi gozlendi. Ayrica her i iyonun konrantrasyonlar arttikga
doku enzim aktilfitesini diisiirdiikleri belirlendi,

GIRIiS :

Anjiyotensin konverting enzim (ACE; EC 3.4.15.1) kl6riire bagiml bir dipep-

 tidil karboksipeptidazdir. Oligopeptidlerin karboksil ucundan peptidlerin hid-

rolitik ayrilisim katalize eder (1). Bu etkisi enzimi sivi dengesinin regiilasyonunda
ve dolayl olarak sistemik ve lokal hemodinaminin regiilasyonunda bir anahtar.
enzim haline getirir (2).
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ACE membrana bagl bir enzimdir (2,3,4,5,6). ik defa bobregin mikrozomal
ksmindan ekstrakte edilmis ve konsantre hale getirilmigtir. Daha sonra plazma-
dan saflagtirilmigtir. Akcigerden saflastiriimasi ise 1972 yihnda degisik arastirma
gruplart tarafindan basarilmastir. (2,7,8).

Enzimin aktif merkezinde ¢inko bulunmaktadir (1,2,7,9). Cinko mol bagma 1
" atom gramdir (5,10). Bunun yanisira enzim aktivitesi igin diger + 2 yiiklii iyonla-
ra da ihtiyag vardir (11). Biz bu galismamizda, metal -+ 2 iyonlarinin serum ve
akciger dokusu ACE aktivitesi iizerine olan etkilerini arastirmayi planladik.

i

MATERYAL VE METOD

Cah§mamlzda, kesin primer akciger kanseri teshisi konulmus 10 hasta ile
akciger kanseri olmadig kesinlik kazanmis ve baska bir sebepten dolayr ameli- :
yata alinmis 12 normal akcigerli hastadan alinan serum ve akciger dokusu ornekleri
kullanilarak, serum ve.akciger dokusu homojenatinda enzim aktivitesi ve bu aktivi-
teye Znt2, Co*2 ve Mn*2 iyonu konsantrasyonlarmin etkisi incelenmistir.

Akciger kanserli hastalardan ve normal kabul edilen hastalardan ameliyat
esnasinda alinan kan ve doku ornekleri kuru buz doldurulmus bir termos ige-
risinde laboratuara getirildi. Termos icerisinde 1 saat bekletilen kan 3000 xg de
15 dakika miiddetle santrifiij edilerek serumu ayrldi. Serum hemen deneye tabi
tutuldu ya da deney giiniine kadar -25°C de bekletildi.

Ameliyat esnasinda aliman akciger doku ornekleri derhal ekstraksiyon iglemine
tabi tutuldu. Ekstraksiyon islemi Tani ve arkadaslariin metoduna gore yapll- ,
d1 (5). Kiigiik pargalara kesilen doku ornegi 55 misli soguk tampon ile (50) mM
potasyum fosfat, pH:8,3) homojenizator igerisine homojenize edildi. iki kat gazll
bezden tromp yardimiyla siiziildii. Elde edilen siiziintiiye Triton X-100 (%02
v[v) ilave - edilerek, 1 saat 4°C de- calkalamak suretiyle ¢Ozinir hale getirildi. ';
Sogutmali santrifiijde 4°C de 1 saat 10000 X g de santrifi}j edildi. Elde edilen
berrak homojenat ekstraksiyon tamponuna (50 mM potasyum fosfat, pH: 8,3)
kars1 4°C de 24 saat miiddetle dializ edildi. Boylece elde edilen homojenat deney-
lerde kullanilir hale getirildi.

Serum ve doku ACE aktivitesi Neels ve arkadaslarinin metoduna gore tayin
edildi (6). Serumda enzim aktivitesi 1 litre serum basimna dakikada 1 pmol hip-
purik asit agiga ¢ikaran enzim miktar1 (U/L) olarak, doku homojenatinda ise
spesifik aktivite (Ufgr protein) olarak tarif edildi. : :

Metal +2 iyonlarinin aktiviteye etkisini incelemek igin, serum ve doku homor
jenat Srnekleri deneye tabi tutulmadan once degisik konsantrasyonlarda (10‘3
—10-10) Zn+2, Co*2 ve Mn*2 cozeltileriyle 1 saat miiddetle 37°C de inkiib?
edilerek aktivite tayinleri yapildi.
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BULGULAR

Kontrol ve hasta grubunun serum ve doku homojenat1 ACE aktivitesi deget-
leri ile dokuya ait protein ve spesifik aktivite degerleri tablo 1 de gosterildi. Has-
ta grubun serum ACE aktivitesi kontrola oranla digiik bulunmasina ragmen
(p<<0.01), doku ACE aktivitesi ve spesifik aktivite hasta grupta 6nemli derecede
yiiksekti (p<<0.01). :

Tablo 1: Incelenen parametrelerin serum ve doku homojenat degerleri.

Kontrol } Hasta
Materyaller Parametreler n=12 _n=10 S|P
’ X SD X SD
Serum ACE(U/L) 293 29 | 243 53 p<0.01
Protein (%gr) 12,6 | 2,6 18,2 1,7 —
Doku Hom. | ACE (U/L) 367 73 1221 455 —
SP. Aktivite 29 6 67 28 p<<0.01
(U/gr prot.) -

Ayrica metal +2 iyonlarindan Zn, Co ve Mn nin serum ve doku enzim ak-
tivitesine olan etkileri incelendi. Zn+2 iyonlar: tarafindan 10-7 M konsantras-
yonunda kanserli hastalarin serum enzim aktivitesini diizelttigi ve bu artigin nor-
mallerin degerinin iizerine de ¢iktif1 ve bu konsantrasyondan sonra siiratli bir in-
hibisyon olustugu gézlendi. Ay sekilde, ¢inko ile oldugu kadar bariz olmasa
da, hasta grupta serum ACE aktivitesine Co*2 ve Mn*2 jyonlarmin da diizeltici
etkisi bulundu. Co+2 ile 10-4 konsantrasyondan sonra hizli inhibitér etki olma-
sina ragmen, Mn*2 iyonunun degisik konsantrasyonlar1 serum enzim aktivitesinde
6nemli bir sapma ortaya ¢ikarmadi. Dokuya ait spesifik aktivitede, her li¢ metal
+2 iyonun konsantrasyonlar: arttikca her iki grupta diisme saptandi. Biitiin bu
sonuglarimiz sekil 1,2 ve 3 de gizgisel grafiklerle 6zetlendi. :
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Sekil 1: Zn+2 iyonlarinin serum ve. akciger dokusu ACE aktivitesine etkisi, -
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Sekil 2: Co-2 iyonlariin serum ve akciger dokusu ACE aktivitesine etkisi.
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Sekil 3: Mn--2 iyonlarimn. serum ve akciger dokusu ACE aktivitesine etkisi.

TARTISMA

Akciger kanserli hastalarda serum ACE aktivitesi, diger ¢aligmalarla para-
(6,11,12,13), normallere gore diisiik bulundu (p<0.01). Doku
orneklerinde ise tam tersi gozlenerek, norma

lellik gostererek,
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1 doku aktivitesinin kanserli doku-
dakinden 6nemli derecede diisiik oldugu tespit edildi ve dokuya ait spesifik ak-
tivite normale oranla anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.01). Literatiir ta-




ranmasinda kanserli akciger dokusuna ait ACE aktivitesi ile ilgili bir ¢alisma tes-
. pit edilmemis olup, normal akciger dokusu igin bulunan enzim aktivitesi ortalama
degerimiz Lenzillo ve arkadaslarmin sonuglarina uygunluk géstermekteydi (14).

Kanserli akciger dokusu enzim aktivitesindeki bu yiikselmenin sebebi, dokuda
iiretilen veya toplanan, enzimin hiicresel fonksiyonlardaki bozukluk dolayisiyla
* pulmoner dolagima verilemeyisi olabilir. Serum enzim seviyesinin aym1 hastalarda
diisiik olugsu da bu sonucu desteklemektedir.

‘Incelenen biitiin metal +2 iyonlar1, belirli bir konsantrasyona kadar enzimin
serum aktivitesini artirmakta, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise inhibitor et-
ki gostermektedir. Kanserli doku 6rneklerinde ise zaten yiiksek seviyede olan en-
zim aktivitesinde bir artis olmaksizin belirli iyon konsantrasyonun dan sonra
inhibitér etki olustugu gézlenmektedir.

Enzimin, kofaktor olarak metal iyonuna doyduktan sonra déniim noktasinin
baglamasi gerekir. Sonuglarimiza gére, bu doygunluk noktas: 107 M Zn+2, 10-6
M Co+*2 ve 10-5M Mn*2 ile elde edilmekte ve ortama 10-3M Zn*2 ve Co+2
ilave edildi§i zaman aktivite yarisina hatta daha asagiya inmektedir. Bu deger-
ler, enzimin aktivite gosterebilmesi 191n metal iyonlarma ihtiyact oldugunu
gostermektedir.

SONUC :

Bu sonuglarimiz, kanserli -hastalardaki diisiik serum enzim aktivitesinden
sorumlu bir etkenin de kanserli hastalardaki ¢inko eksikligi olabilecegini akla
getirmektedir. Ayrica, kanserli hastalarin serumlarindaki diisiik enzim aktivite-
sinden tiimor dokusu tarafindan enzimin sentezme bir inhibisyonun olmadig:
ortaya ¢ikmaktadir.

Bu konuda yapllacak olan galigmalarla akciger kanserli hastalarda serum en-
zim seviyesinin diisiik, dokuda ise yiiksek olmasinin nedeni ve ACE -aktivitesi ile
brong kanseri arasindaki iliskinin daha iyi belirlenebilecegi kanaatindeyiz.

THE EFFECT OF METAL -2 IONS ON THEACTiVITYOF ANGIOTENSIN
CONVERTING ENZYME IN SERUM AND TISSUE OF PATIENTS
WITH PRIMARY LUNG CANCER

Summary

Angiotensin converting enzyme is a dipeptidyl carboxypeptidase that con-
verts angiotensin I to angiotensin II and inactivates bradykinine. For the enzyme
to be activated, halides (especially chlorides) and metal -2 ions are need. Metal
ions include Zn*2, Co+2, Mg*2, Mn*2, and Ca+2. Of these, of Zn+2, Co*2,and
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Mn+2 on the enzyme activity was studied. The results show the more ion concent-
rations, the higher activity in serum, but this was not linear, i.e., any more enhan-
cement in Zn*2 and Co™2 resulted in lowered activity, an inhibitor effect. Also,
the increase in three ions caused inhibition in tissue enzyme.
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