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OZET

Bu ¢alismada, renin anjiyotensin sisteminde gérev alan ve anjiyotensin I den
Anjiyotensin II olusturan anjiyotensin konverting enzimin Erzurum ve Cevresi igin
normal degerleri teshit edilmisti. 123 Normal sahistan alman serum dSrneklerinde
subsrat olarak hippuril glisilglisin (HGG) kullamlarak Neels - ve arkadaglarmn
kolorimetrik metoduna gére ACE aktivitesi tayin edilmistir. ACE aktivitesi 296.6
+ 69 U/L olarak bulunmugtur. Aktivite seviyesinin yas ile iliskisi arastilnus
hichir iliski bulunamanmustir.

GIRisS

Anjiyotensin konverting enzim (ACE; E.C.: 3.4.15.1) veya Kininaz II birdi-
peptidil karboksipeptidazdlr. Anjiyotensin I ve Bradikinin C-terminal ucunu
parcalar. i_lk defa 1954 yihnda Skeggs ve arkadaglari tarafindan kesfedilmis ve
- konverting enzim ad1 verilmistir (1,2). Asidik bir glikoproteindir. izoelektrik nok-
tast yaklasik 4,5 molekiil agirhg 150.000 kadard:r (3). Pulmoner vaskiiler yatak-
taki endotel hiicrelerin vakuollerinde lokalize olmustur. Az miktarda plazmada
bulunur. En fazla akcigerde bulunur. Belkide en 6nemli iiretim veri akcigerdir.
Bur-dan baska, karaciger, bobrek ince barsak, dzlak, adienaller ve pankreas gibi
organlarin damar endotellerinde de sentezienir (3,4,5,6,7).
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Bir  amino asit zincirinden ibaret olan enzim %, 8-26 kadar karbonhidrat
bileseni tastmaktadr (8). ACE membrana baglt bir enzimdir (9). Aktif merkezinde
¢inko bulunur (2,6,10.11). Ginko mol basina A Atom gramdir (12). ACE biyo- -
sentezinin 3 ana sebebi vardir (13). 1) Glikokortikoid tedavisi 2) Makrofaj akti-
vasyonu 3) ACE inhibitorleri. :

En 6nemli fonksiyonu, anjiyotensin I'in C-ucundan h1st1dm-Los1n amino
asidlerini kopararak, merkezi sinir sisteminde etkili olan arteryal kan basmcim
ve su alintmini artiran, antidiiiretik hormon (ADH), oksitesin veya adrenokortiko
tropik hormon (ACTH) salg11anmas1m stimiile eden anjiyotensin II yi meydana
getirmektedir (11,14).

Serum doku ACE aktivite seviyelerinin tayini, ile birgok hastaliklarm teshis
ve tedavisinin gidisini takip yoniinden onemlidir. Aktif sarkoidozlu hastalarda
artmis enzim seviyeleri tesbit edilmistir (15). Hipertroidizmde yiiksek, hipotroi-
dizmde diisiik aktivite seviyeleri elde edilmistir (16,17). Ayrica diyabetlilerde de
yiiksek seviyeler tesbit edilmis ve diyabetik retinopati ile paralellik gosterdigi
aciklanmigtir (18). '

MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada toplam 123 saglam sahistan 2 ml vendz kan alanarak .enzim
aktivitesi tayin edildi. Alnan kanlar, alimr alinmaz kuru buzla dolu termos ige-
risene konularak pihtilagmast igin 1 saat bekletildi - ve 3000 x g de 15 dak. santri-
fiij edilerek serum ayrildi. Serum ornekleri ya hemen deneye tabi tutuldu yada
1 haftadan fazla olmamak kaydiyla -25°C de bekletildi.

Kullanilan Gozeltiler:

Tamponlanmis Substrat Cozeltisi: 20 ml lik bir balon jojeye su maddeler
kondu : 0.238 gt HEPES, 0,351 gr NaCl, 1,136 gr Na;SO4 ve 0, 179 gr Hippurilg-
lisilglisin. Bir miktar redistile su ve 50 mikrolitre doygun NaOH ilave edildi.
Coziildiikten sonra pH’1 NaOH ile 8.15 ¢ ayarlandi. Hacmi 20 ml ye tamamlandi.
0.5 ml lik kisimlar halinde kullanilacagi giine kadar -25°C de sakland1

Siilfirik asit: (0.33 M): 18.3 ml d- HZSO4 (d: 1.841, % 96, MA : 98) alinarak
hacmi 1 litreye tamamlandi.

Sodyum Tungstat Cozeltisi: (100 gr/L): 100 gr Na-tungstat 1 litre suda ¢ozii-
lerek ha21rland1

Glisilglisin. Cozeltisi: 52.9 mg glisilglisin 10 ml redistile suda ¢ozillerek 40 .
mM lik stok standart hazirlandi. Bu stok seyreltilerek bir seri (0.4, 0.3,0.2,0.1,
0.08, 0.06, 0.04, 0.02 mikro mol/10" mikrolitere) diiiie standartlar elde edildi.

Trinitrobenzensiilfonik asit ¢ozeltisi (TNBS, 60 mM): 406 mg TNBS 20 m]
redistile suda ¢oziildii, 0.5 er ml lik kisimlar halinde -25°C de saklandk
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Borat Tamponu (0.1M) 3.812 gr N,B407.10 H20 bir miktar suda ¢oziildiik-
ten sonra hacmi 100 ml ye tamamlandi. pH 1 doygun NaOH ile 9.6 ya ayarlandl.

Aktivite Tayini:

" Serum ACE aktivitesi Neels ve arkadaslari tarafindan gelistirilmis hassas
bir kolorimetrik metod (19) yardimiyla tayin edildi. Deney prosediirii tablo I
de goriildiigu gibidir.

Deneyin Prensibi:

Serum hippuril glisil-glisin ile 30 dak. inkiibe edilir. Folin-Wu deproteini-
zasyonundan sonra (Na tungstat + H,SO,), serbest birakilmis glisil glisin, borat
tamponu ile (pH: 9.6) tampone edilmis trinitrobenzen siilfonik asid ¢ozel-
tisi ile trinitrofenilglisil glisin olusturacak sekilde reaksiyona sokulur. Olusan
renkli kompleksin absorbansi, numune  koriine karst okunur.

Tablo I. Serumda ACE aktivitesi tayini

Reaktifler TUPLER

, Kor Numune Standart
Tampon-Reaktif Karigimi - 100 100 100
Sodyum Tungstat Cozeltisi 100 — 100
H,S0, 100 — 100
37°C de 5 dakika inkubasyon e
Serum : 10 10 10

Gly-gly Standardi i — —

Karstirihir. 37°C de 30 dakika inkubasyon dplhr

Sodyum Tungstat Cozeltisi — 100 o

H,SO4 — 100 —

10 saniye karigtirthir

Redistile su 1000 1000 990

Karstirtlir. Santrifiijle ¢okelek ayrilir

Berrak Suparnatan 750 550 - 750

Borat Tamponu - 1000 1000 1000
- TNBS Cozeltisi ' 50 50 50

Karistirilir. 37°C de 15 dakika inkubasyon yapilir 405 nm de absorbanslar oku-
nur. ‘

Not : Hacimler mikrolitre cinsindendir.
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Kalibrasyon Egrisinin Cizilmesi:

Kalibrasyon egrisi glisil glisin standard: yardimiyla hazirlandi. Hazirlanan
stok standarttan 0.4,0.3,0.2,0.1,0.08,0.06,0.04,0.02 pmol/10. uL lik bir seri stan-
dart hazirlandi. Bunlarda deney protokoliine gore aktivite tayin edildi. -Hazirla-
nan bu standartlara tekabiil eden aktivitelerle kargilagtirild. |

Sonuglarin Hesaplanmas :
“Serum ACE aktivitesi

, _ AAx106x1310x 1.8x 10-3
ACE (UL) = 13200 x 1 x 30 x 10-5x 750

= AA x 794

Formiiliine gére hesaplandi. A; Numune absorbansi-Kér absorbansi, 106; Beer
kanunundaki mol/L biriminden ACE iinitesi elde etmek icin doniisiim' faktorii,
 750/1310; Renklendirme basamaginda arilasyon igin alinan miktar, 1.8 x 10-3,
son dilusyon hacmi, 13200 ; €405 trinitrofenil glisilglisin (Molar absorbstivite,
L mol-1 cm-1), 1; kiivet mesafesi (em), 30; inkubasyon siiresi, 10-5 deneyde kul-
lanilan serum hacmi (L).

Enzim Unitesinin Tarifi:

1 iinite ACE aktivitesi, 1 litre serum bagina dakikada 1 umol hippurik asit -
agiga cikaran enzim miktar: olarak tarif edildi.

BULGULAR

Bolge normal degerlerini tesbit etmek amaciyla yapilan bu ¢alismada, toplam
123 saghikli (36 Kadin, 87 erkek; yas araligr 27-70; ortalama 56,7) kisiden alinan
kan 6rneklerinde ACE aktivitesi tayin edilmistir. Ortalama ACE aktivitesi, kadin-
lar igin 284,3 --'47, erkekler icin 299 4 74 U/L olarak tesbit edilmistir. Biitiin
galisma grubuna ait ortalama ACE aktivitesi degeri ise 296.6--69 U/L olarak
bulunmustur. Kadm-Erkek ACE aktivite seviyeleri istatistiki yonden analiz
edilmis ve énemli. bir fark bulunamamugtir. Yas ile enzim aktivitesi arasinda da
istatiki bir 6nemlilik tesbit edilememistir. ‘

TARTISMA

Calismamizda Neels ve arkadaslariiin kolorimetrik metodunu kullandik.
ACE aktivitesi tayin igin biyoassay, radyoizotopik, florometrik, yiiksek basing
likid kromatografisi ve likid kromatografisi gibi metodlar kullaniimistir. Ancak
bu metodlarin hepsinin pahal ekstraksiyon ve yeniden ¢6zme (20), radyoizotopik
- substratlara gerek duyulmasi (19), zararli reaktiflerin kullanilmas: ve &zel ekipman
ve pahali aletler gerektirmesi gibi (19,21). dezavantajlar1 vardir. Bu dezavan-
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tajlar ACE tesbitlerinin klinikte rutin uygulamalarin sinirlamakta ve yaygmlik
kazanmasini engellemektedir. Kullandigimiz metod kiiglik bir klinik laboratu-
varda kolaylikla uygulanabilecek ve 10 pL serumla uygun ve dogru sonuglar vere-
bilecek kadar hassastir. '

Kullanilan metodla elde edilen aktivite deBerleri, bir tarama metodu olan

Lieberman’in metoduna (20) gore elde edilen aktivite degerlerinden 10 kat daha -

yiiksektir.Bu hidroliz hizi, basit bir parcalanma islemi yardimuyla yeterli miktarda
peptidin ayrilmasina miisade etmesi yoniinden Snemlidir. Boya maddesi olarak
pept'd ve amino asidleri boyamak igin 1-flro, 2,4 dinitro benzen kullanilmasina
ragmen biz 2,4,6-trinitrobenzensiilfonik asid kullandik. Ciinkii dinitrotiirevlerinin
aksine alkoller, sekerler ve lipidlerle reaksiyon vermez. Optimum pH 9.3 e ayar-
lanmustir. Ciinkii daha diisiik degerler reaksiyonu yavaslatir. Deneyin lineerlik

- sturt oldukea genistir (4-900 U/L).

* Serum enzim aktivitesi igin bulunan deger daha 6nce yapilan benzer calisma-
larla (19,21,22) tamamen uygunluk icerisindedir. Bulunan bu aktivite seviyesi

~daha sonra yapilacak olan calismalar igin referans teskil edecegi inancindayiz.

Hastalik hallerinin ayirict tamisinda dnemli bir parametre olan ACE aktivite se-
viyeleri konusunda ¢alismalarimiz devam etmektedir.

THE LEVELS OF SERUM ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME
INHEALTHY SUBJECTS IN ERZURUM AND SURROUNDING

SUMMARY

In this study, the normal values of angiotensin converting enzyme' (ACE)
that functions in renin-angiotensin system and converts angiotensin I to angio-
tensin II were determined in serum samples from 123 healthysubjects. ACE ac-
tivity was determined by Neels and co-workers’ colorimetric method using hippur-
ylglycylglycine as substrate. ACE activity was found to be 296. 669 U/L. The
relationship between age and activity levels were inustigated and was found no
correlation.
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