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Deneysel Siroz Olusturulmus Ratlarda Serum Adenozin
Deaminaz (ADA) Aktivite Diizeyleri

Serum Adenosine Deaminase Activity Levels in Rats With
Experimentally - Induced Cirrhosis
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Deneysel olarak karaviger sirozu olusturulan ratfarda,
pilrin metabolik yolunun dnemli bir enzimi olan, Adenozin
Deaminaz'im (ADA, E.C.3.54.4.) serum aktivite dilzeylen
algilerek sirozdaki tnemi incelendi.

Cabgmady 180-240 gram agirhginda Swiss-Wistar
Albino cinsi  toplam 30 adet erkek rat kollamld, Ratlar
kontral grubu (n:l3) ve Siroz olusiurulacek grup (nol35)
olarak ikive aynlkh, Uygulama grubuneg 0.15 ml /100 g
alacak sekilde 34 v/v zeytin yafanda hazrlanmg Karkon
tetraklorir (CCI) hattada 3 glin derialtna enjeksivon sek-
linde toplam & hafta uygulands. Kontrol grubuna ise aym
oranda serum fizyolojik wygulandi. Serum ADA aktivire
duzeyleri Guisti Metodu ile kolorimetrik olarak alguldi,
Caligma sonucunda kontrol grobu  serum ADA aktivite
dizeyleri (7,92 £ 1,51 UW/L) ve sirotik grup serum ADA
uktivite duzeylen wasinda (16,38 £ 2,79 U/L) istatistiksel
olarak anlamb bir farkhbgin oldugu gozlendi (p<0.001),
Histopawlojik incelemede karacigerde sirozun lam olarak
pelismis oldugu belidendi. Serum AST, ALT ve alkalen
fostataz  enzim  dizevierinde de  kontrol  grubu e
kargilagtinldifinda, anlaml bir yvilkselme oldufu tespit
edildi (p<0 01, p<0.01, p<0.0S),

Sonug olarak denevsel karaciger siroxunda serum ADA
aktivite dilzeylerinin dnemli Blgide arif, meveut veriler
ile karacifer sirozu ve benzeri karacifer hastahiklannda

Be Tl P

yeni bir marker olarak kullamlabilecedi dilsuniilerek, bu
durumun yapilacak daha ilen galiymalara desteklenmesi
sonucuna varld,

Anahtar kelimeler:  Kamciger simew, Adenczin deaminaz
(ADA), Karbon wetraklomir (CCl)

Ahstract

Adenosine Deaminuse (ADA) is known 1o be an ime-
portant constiuent of punne metabohe pathway. The level
of serum ADA activity was measured inorats with expeni-
mentally-induced cirrhosis and s significance in cirrhosis
was investigated,

In this study, thiry Swiss-Wistar Albine male rats
weighing 180 to 240 g were used. The rats were divided into
bwo groups s contiol (nol5) and experimentally-induced
cirrhosis group (n:15). Diluted Carbon wirachlonde i olive
ol us @ (W) UL mi SO0 g was injected subcutancously o
experimental group, three times weekly for six weeks.
Similar amounts of saline was injected 10 the contral group

I'he level of serum ADA activity was measurad coloe-
imetrically by Cuisti method, A statistical difference con-
ceming the level of serum ADA activily was observed be-
tween cirthotic (16,38 £ 2,79 UML) and control groups (7,92
+ 1,51 LML) (p<0u001). Histopathological examination re-
vealed  extensive liver cirrhosis Serum aspartate trans

aminase, alanine transaminase and olkaline phosphatase ag-
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tivities were significantly increased in experimental group as
compared with contrals (p<0.01, p<0.01, p<0.05).

In summary, the level of serum ADA enzyme activity
was observed 10 be increased in the experimentallyfiinduced
liver cirrhosis. The present findings suggest that serum ADA

enzyme levels may be a new marker for cirthosis and similar
liver diseases. Further clinical and basic research is needed

o clarify and support our findings.

Key words: Liver Cirrhosis, Adenosin deaminase{ADA).
Carbon tetrachloride (CCI4)

GIRIS

Adenazin deaminaz; (E.C.3.5.4.4. ADA, Adenozin
aminohidrolaz) pirin nikleotidlerinden  adenozinin,
geri déniigiimsiiz bir hidrolitik deaminasyon ile tiriin-
leri olan inozin ve amonyaga cevrilmesini katalize et-
mektedir (1,2). Memeli dokularinda en fazla T len-
fositlerinde olmakla beraber, vaymn olarak cesitli do-
kularda da bulunan ADA'mim bilinen iki izoenzimi
vardir ve piirin nikleotidlerinin metabolizmasinda
dnemli bir rol oynamaktadir (3). Immiin sistemin
fonksiyonlar ve gelisiminde lenfosit matlirasyonu ve
aktivasyonu aracihiiyla ctkili oldufu  siganlar fize-
rinde  yapilan galigmalarda ortaya konulmug olan
Adenozin deaminazin genetik olarak eksikliginde sid-
detli kombine immiin yetmezlik durumlan gériilmekte
ve immiin yetmezlik, T hiicreli 1semi, lenfoma ve bazi
virtitik hastahklarda adenozin deaminaz akoivitesinin
ve izoenzimlerinin olgiilmesinin faydal hir parametre
olarak kullanilabilecegi bildirilmektedir (3,4). ADA
izoenzimleri (ADA] ve ADAZ ) hemen hemen biitdn
insan dokulaninda sitoplazmada ve bilyiik oranda da
lenfoid dokularda bulunmakiadie,  ADAL ana izo-
enzim olup, tzellikle lenfoid organlarda, critrositlerde
ve serumda bulunmaktadir, ADAZ ise dijier dokularda
da olmakla beraber temel olarak serumda goriliir,
ADA aklivitesinin hematolojik malignansilerde, ka-
raciger hastaliklannda ve infeksiyon hastaliklannda
serumda dnemli Slgide antui@ bildirilmekiedir (3.5).
Tiiberkillozlu hastalarda serum ve plevral sivida ant-
mig ADA aktivitesinin hilcresel immiinite ile iligkili
olarak anlamh bir artig ghsterdigi, vine tiberkiloz pe-
ritonit gelismis hastalarda asit sivida ADA akiivite
diizeylerinin karaciger sirozu varlifinda daha anlaml
olarak degistifi ve bu hastalarda ADA aktivite 6l-
gumiinin faydah oldugu rapor edilmekiedir (6). Ya-

pilan difer caligmalarda dzellikle immiin sistem ye-
tersizlifii ve kronik karacifer hastabklannda, Hepatit
B, Halotan ile olugan hepatit ve parsiyel hepatekiomi
sonrasinda ADA aktivitelerinde degigiklikler oldujiu
gizlemlenmistir (6,7).

Bu sebeple defisik etyolojik nedenlere baZh ola-
rak orlava gikan kronik hir karacifer hastahf olan
karaciger sirozunda ADA akuvitesinin belirlenmesi,
hastaligin tamsindaki Gnemini aragirma amaciyla
vapugmmiz bu gahigmada deneysel karaciger si-
rozunda ADA aktivite dizevlerindeki degigimier
incelendi.

MATERYAL VE METOD

Caligmamizda 180-240 gram agirhfinda Wistar
albino cinsi toplam 30 adet rat kullamldi. Ratlar én-
celikle kontrol grubu (n:15) ve siroz olugtulacak grup
(n:15) olarak ikiye aynldi, Uygun ortamlarda diizenli
glin @ alan ratlar standart rat yema ile beslendiler.

Sirez olusturulacak gruptuki ratlara, yaygin ola-
rak deneysel karaciger sirozu olusturmak amaciyla
kullantlan karbon tetrakloris (CCI4 ), 344 v/v zeytin
yagi iginde olacak sekilde hazirlanmy solusyondan,
0.15 mi/ 100 g olarok haftada 3 gin denalo en-
Jeksiyon yontemiyle uygulandi ve bu uygulama top-
lam & hafta sirdirulda (8). Kontrel grubuna ise aym
sekilde serum fizyolojik uygulandi Uygulamalar
sonunda ratlar bir pece dneceden ag birakilarak, ertesi
gin sabah dekapitasyon iglemi 1le kesilerek kanlar
alindi. Alinan kan drmeklert 2300-3000 devirde 10
dakika gevrilerck clde edilen serum Srneklerinde bi-
yokimyasal parametreler ile ADA aktivite diizevleri
Blguldii.

Biyokimyasal parametrelerden aspartar ami-
notransferaz (AST, E.C.2.6.1.1.} ve alanin ami-
notransfernz  (ALT, E.C26.1.2) aktivite di-
zeylerinin tayininde Bergmeyer ve ark. (%) tarafindan
medifive edilmig metoda dayal olarak calisan AST
ve ALT kideri (UV-Kinetk élciim, AST ve ALT
kitleri, Technicon Corp., New York, U.S.A) kul-
lamibirken, alkalen fosfataz  (ALP, E.C. 3.1.3.1.) ise
Bessey ve ark. (10) tarafindan modifiye edilmis me-
todla caligan ALP kiti (Kolorimetrik-kinetik, subs-
trat: p-nitrofenil fosfal, ALT kin, Technicon Corp,
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New York, U.S.A) ile Technicon RA-XT oto-
analizirde (Technicon Corp, New York, U.S.A) tayin
edildi, Serum Adenozin deaminaz aktivite dizeyleri
ise Guisti metodu (11} ile kolorimetrik olarak Schi-
madzu UV-1201 spekirofotometre (Schimadzu Corp.,
Japan) ile blgiildi ve degerler U/L olarak verildi.
Enzim aktivitesi tnite olarak, 1 dakikada, 1 mik-
romol adenozini, pH 7.1 ve 37 °C gibi optimal gart-
larda inozin ve amonyaga doniigtiiren enzim miktar
olarak tammlandi (5).

Histopatolojik incelemeler igin ratlardan alinan
karacier doku Ornekleri %6 10'uk formalin igerisinde
fikse edilip, rutin takipten sonra parafine gomildi.
Parafin bloklardan 4 mikrometre kalinhginda alinan
kesitlere Masson Trichrome ve Hematoksilen Eozin
hoyalan uygulandiktan sonra, 151k mikroskobu ile
degerlendirildi (12},

Kontrol grubu ve siroz olugturulan gruplann bi-
yokimya degerleri ve serum ADA aktivite duzeyleri
arasindaki farkliliklar Student-t testi kullanilarak de-
erlendinildi. Veriler ortalamatSD , (standart de-
viasyon} olarak verildi.

SONUCLAR

Uygulamalar sonunda kesilen ratlardan alman
karaciger dokulannda yamlan histopatolojik in-
celemeler sonunda CCL, uygulanmug ratlarda, ka-
racigerde portal alanlarda fibrike doku arlim ve mo-
noniikleer hiicre infiltrasyonlar ile képriilesme nek-
rozu goriildi (Resim 1), Aynea karacigerde yogun
yagh dejenerasyon alanlarin varhjn  saptandh
(Resim2).

Le : S b
. o i £,
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Resim 1. Karbon terrakloritr uygulanmiy ratlarda, ka-
racigerde portal alanlarda yofun baf dokusu ar-
tinmit (Masson Trichrome x 100)

Resim 2. Karbon terrakloriir uygulanmig ratlarda, ka-
racigerde yagh dejenerasyon  (Hematoksilen
Eozin x 100)

Biyokimyasal ¢ahsmalar sonucunda  sirotk
grupta  [AST (3984211925 U/L), ALl
(6121549821 L/L) ve ALP (56.1(#12,836 U/L)|
deferlerinin kontrol grubuna [AST (97,20£10,53 LY/
L). ALT (218,45+28,33 U/L) vc ALP (18,77£3,27
UML) gire anlamb  olarak yikseldigs gorildil
(p<0.01, p=<0.01 ve p<0.05 ) (Table 1), Enzim di-
zeyleri ve histopatoloji bulgularl, karacifer sirozu
tablosunun tam olarak yerlestiZini giistermekiedir,

Tablo 1. Kentrol ve CCL, uygulanan rallarda ka-

racifer enzim dizeyleri

Kontrel CCL, Uygulanan Grup

AST (SGOT) {UL) 472021051 388.42+18.25"
ALT (SGPT) (WAL} 218.45:26.33 612.15+98.21*"
Adalen Foslataz (ALPYUL)  18.7723.27 56.10+12.83°

* p<0.05 (Kontral-CCL, uygulanan grup) (Student-1 testi)
** p<0.01 (Kontrol-CCL, Uyguianan grup) (Studant-1 testi)

Gruplardan elde edilen serumlarda Guisti metodu
ile kolorimetrik dlglimler sonunda elde edilen kontrol
grubuna ail adenozin deaminae  aktivile degeren
7.92 + 1.51 UL iken, CCL,; uygulanmis sirotik rat
grubunda 16,38 £ 2.79 U/L olarak dlgiildd. Bu ik
grup arasinda oldikea anlamli bir farkhhifin oldugu
griilmekiedir (p<0.001) (Tablo IT).  Elde edilen
ADA aktivite diizeylerinin karaciger siroeundaki di-
agnostik degerlendirlemelerde kullamilabilirli3i agi-
sindan vapilan spesifite, dzgiillik, poziuf predikuf ve
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negatif prediktif degerler agisindan bakildiginda,
Cut-of defieri olarak 12 U/L alindifinda deneysel
siroz oluglurdugumuz grupta  duyarhihk % 80, &z-
gillik % 90,9 olarak dlgiiliirken pozitil predikuf
defer % ¥4.8 ve negatif predikuf deger % 81,8 olarak
belirlendi (13).

Tablo 1LKontrol ve CCL, uygulanan grup scrum
ADA akuvite degerleri.

Kontrol CCL, Uygulanan Grup
(n:15} {n:15)

Adenazin Deaminaz

(ADAJLLY 7.82+1.51 16.38:2.79"

* p<0.001 (Kontrol-CCL, uygulanan grup) (Student-t testi)

TARTISMA

Birgok aragnrmaciva giire dzellikle immin sis-
temin ve T hilcrelerinin ¢alismasimin bir gostergesi
olarak kabul edilen ve son zamanlarda iizerinde
yopun gahsmalar yvapilan Adenozin deaminaz cn-
zimi, insan vilcudunda en fazla T lenfositlerinde
olmak izere bir ¢ok dokuda yaygin olarak bu-
lunmakta olup farkl  hastahklarda  serum  dii-
zeylerindeki artigla immiin sistem modiilatérl olan
bir marker olarak degerlendinlebilecegi ileri sii-
rilmektedir (4,14,1516). ADA aktivite diizeylerinin
hiicresel bafigikhifin stimiile oldugu bir gok has-
lalikda yiiksek oldugu baldirilmektedir. Zira, piirin
niikleotidlerin metabolizmasinda Gnemli bir rol oy-
nayan ve adenozinin deamianasyonunu katalizleyverck
inosine déniiglimind saglayan adenozin deaminazin
lentosit proliferasyonu ve farklilasmasi ile ihskili
oldugu bilinmekiedir (4). Bu yitaden immiin sistem
ile yakm iliskili olmasi, etyolojisinde difer etkenler
yamunda immin sistemin de suglandifn kronik sis-
temik hastaliklarda incelenmesini Snemli hale ge-
tirmigtir.  §iddetli kombine immiin yetmezligin go-
riildii, dogustan veya sonradan kazamilmig gesitli
hastahklarda; serum, eritrosit ve diger vilcut s-
vilanimin - ADA aktivitelerinin - helirlenmesi  has-
taliklarin tani ve tedavisinin takibinde Gnemli bilgiler
saflamaktadur (3,14,17), Bu konuda yapilnug diger

gahigmalarda ADA enziminin iki ayr izoenziminin
oldufu ve ADA 1 izoenzimin biiviik kismuimin hiicre
igi ADA aktivitesine bagh oldugu, diger izoenzim
olan ADA 2 aktivitesinin ise perifer kan dolasiminda
aktive olmusg lenfositlerden ve kronik karakierli akif
sistemik hastaliklarda immiin sistem kaynaklh oldugu
gisterilmistir (2,3,7). Bandyopadhyay ve ark. (18)
tarafindan ratlar Gzerinde yapilan, ADA aktivitesi
ve kortikosteron dizeyleri ile immiin cevap ilis-
kisinin incelendiggi gahgmada diistik doz teofilin uy-
gulamass ile dalak ve karaciferde ADA aktivitesinin
artmasima karsihk karacifer dokusunda bir artisin
olmamasina karsihik vitksek doz ve uzun siireli ola-
rak teofilin uygulamasinda dalak ve karacigerde
ADA aktivitesinin azaldigi, timusda ise ADA ak-
tivitesinin artif1 gézlenmistir. Bu sonug uzun siireli
teofilin uygulamasimin farkll dozlarda vilcuuak
mmmiin cevaln  potansiyalize veva supresse ede-
bilecegini  gostermekte olup, ADA  aktivitesinin
immin sistemle gok yakin iligkide oldugunu ve
immin sistem ile iliskili hastahklarda ADA ak-
tvitesinin  diagnostik  anlami  olacafim  giis-
termektedir (18). Blackbum ve ark. {19} tarafindan
vapilan ve ADA cksiklifiinin deneysel olarak ilk kez
genetik diizeyde yapldifn ¢alismada ise farelerde
ADA peninin gastrointestinal tractus disinda biitiin
dokularda belirli bir oranda ADA aktivitesi sagladiin
ve bunun neticesinde Szellikle timus dalak ve ka-
raciger gibi dokularda doku spesifik metabolik etkiler
ortaya cikugin bildirmektedirler (19).

ADA aktivitesinin akut viral hepatit, romatoid
artrit, psitakkoeis, brusella, sarkoidozis gibi bir cok
hastalik yaminda kronik bir karacifer hastalign olan
ve maalesel gittike artan sikhikta gérillen karaciger
sirozunda da artig gésterdigs bir ¢ok aragtirmact ta-
rafindan ilen siirilmektedir (20,21). Aynca kronik
karakterli tiiberkiilloz gibi bazi hastaliklarda plevra
sivisinda artmig ADA aktivite duzeylerinin yam sira
Hillebrand ve ark (22) wrafindan vapilan bir ¢a-
liymada kronik bir karacifer hastalifi olan sirozda
komplikasyon olarak gelisen asit sivida da ADA ak-
tivite dizeylerinde artig oldugu ve bu artisin di-
agnostik hir parametre olarak kullamlabilecegi ileri
siriilmektedir. Bu yiizden karbon tetrakloriic kul-
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lanarak pergeklestirdigimiz deneysel karaciger si-
rozunda serum ADA aktivite diizeylerinin bu has-
taliktaki &nemini aragtirdifimiz galismamizda, siroz
olugturdufumuz gruptaki ratlardaki serum ADA dii-
2eylerinin (16,38 £ 2.79 U/L), kontrol grubu ratlar ile
kiyaslandiginda (7.92 £ 1.51 U/L) istatistiksel olarak
anlamhb bir yiikselmenin (p<0.001) oldufunu tespit
ettik. Calisma yapugmmz ratlardan  abinan  se-
rumlardaki enzim gabgmalannda karacifer hiicre
hasrimin bir gostergesi olan hiicre ii enzimlerden
tzellikle ALT ve AST diizeylen, kontrol grubuna
gore anlamh olarak (p<0.001 ve p=0.001) artarken
serum ADA akiivite dilzeyleri de kontrol grubuna
goire anlaml olarak artmigtir (p<0.001). Dolayisiyla
artmig olan bu enzim diizeyleri karacigerde meydana
gelen hicre hasanm gdstermekte ve bir parallelik
gostermektedir. Clink{i gerek ALT ve AST, gerekse
ADA  aktivitesindeki bu artiy zedelenmis  he-
patositlerden kaynaklanmaktadir, Nitekim ALP dii-
zeyleri kontrol grubuna gire hafif artg gistermekle
(p<0.05) beraber fazla artmamigur. Enzimlerde gi-
rilen bu artig karaciferde meydana gelmis olan
hiicre harabiyetini ve nekrozunu giisterdifi gibi ya-
pilan histopatolojik ¢aliymalarda da  ratlarn ka-
raciger doku incelenmesinde, karaciferde portal bol-
gede yogun [brosis ve mononikleer hiicre in-
filrasyonlarimin - olugtufu  ve karacigerde  he-
patositlerin zedelendifi gbrilmektedir, Bu bulgular
karaciger sirozunun tam olarak gergeklestigini giis-
termekiedir.

Kobayashi ve ark. (23) dzellikle akut ve kronik
kurakterli karacier hastalan iizerinde yapuklan ga-
ligmalarinda saglikli kontrol grubunda ADA aktivite
dizeylerini 14,6 £ 0.9 U/L olarak 6lgerken, alkolik
sirozda 49,842 8U/L, kronik aklif hepatitde 30,7+1,0
WAL ve primer bilier sirozlu hastalarda 20,141,5 U/L
olarak  Slemiiglerdir ve bu ADA  aktivite dii-
oldugunu  bil-
dirmiglerdir. Yapugimiz ¢ahsmada kontrol grubu

zeylerindeki  arugin  anlamh
ratlara gore artmig olan ADA aktivite diizeylerinin
gergeklesen karacifier hiicre nekrozunun siddeti ile
iligkili oldufunu dilsiinmekteyiz. Kobayashi ve ar-
kadaglanmin da (23) degigik clyolojik nedenli ka-
raciger hastaliklan incelediklerinde en fazla arugin

alkolik siroz wve akut hepatitde oldufunu gis-
termelerine ragmen primer bilier sirozlu hastalarda
gok fazla artigin olmamasi da bu fikrimizi des-
teklemektedir. Ellis ve arkadaglan da (24) karaciger
hastaliklarinda, sirozda gorilen sanhigin ayirdedici
tamsinda artmig olan serum ADA aktvitesinin fay-
dah olabilecegini bildirmektedir. Aynca bu konuda
yapilan gegitli gahigmalarda da dzellikle karaciger
sitozu ve hepatoseliiler karsinomada ADA  ak-
tivitesinin artmig oldugu bildiriimistir (5,7).

Daha Gnce yapilmig gahigmalar ve bizim ¢a-
liygmamizda elde erigimiz sonuglar karaciger has-
taliklarinda ve Szellikle karaciger sirozunda ADA
aktvilesinde dnemli bir arug  oldufunu  giis-
termektedir, Buradan  hareketle serum ADA ak-
tivitesinin  karacifer hastaliklarimin tamsinda ve
drzellikle geligebilecek olan asit (22), idem (25) gibi
komplikasyonlar ile verilecek immiin supresif ilag-
lanin etkinliginin degerlendirilmesi yoluyla yeni bir
parametre olarak kullamlabilecegzini Gnermekie ve
ADA izoenzim dizeyinde daha ileri ¢alismalar ya-
piimasi gerektigini disunmckicyiz,
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