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OZET

Bu caligmada 20 Down sendromlu, 26 sagllkh cocuk ve 20 saflikh erlgkmde eritrosit ADA
aktiviteleri spektrofotometrik olarak ve mikro metodla tayin edilmigtir.

Down sendromlu olgularin ADA degerleri saghkh gocuk kontrollerden anlaml olarak yiik-
sek bulundu. -

Bu durum genel hiicre metabolizmas1 bozukluguna veya gen aiirdnza]_: neticesi artmus bir
eazimia biyjimik etkisiyle ADA aktivitesinin de artmasina baglaada.

GIRTIS

Son yillarda Down sendromlu ¢ocuklarda yapilan immiinolojik aragtir-
malarla, yeni dogan ¢aginda IgG seviyelerinin normal yenidoganlara nazaran
¢ok diisiilk bulundugu saptanmigtir 8  Senelerden beri Down sendromlu
gocuklann tipki immiin yetersizligi olan ¢ocuklar gibi ilk giinlerden itibaren
apir enfeksiyonlara yakalandiklar: ve bu enfeksiyonlarin stk sik tekrarladidn
herkesge bilinen bir gergektir. |

Ilk defa 1972’de Giblett’ tarafindan ortaya atilan Adenozin deaminase
(ADA) eksikligi ile kombine immiin yetmezlik arasinda ki iligki, daha sonra
Dissing® tarafindan da teyit edilmistir. 1973’de ise Jenkins* hi¢bir immiin
yetmezligi olmiyan bir vak’ada ADA eksikligini gostermigtir. Ayrica ADA
eksikligi ve kombine immiin yetmezlikle beraber iskelet sisteminde anoma-
liler bulunan vak’alar da bildirilmistir.

ADA eksikligi ile beraber olan bu hastalik tablolam hiimur_éal_, selliiler

veya kombine immiin yetmezlik tablolaridur.

Down sendromunda hem selliiler hem de hiimoral bir immiin yetmezlik
saptandigina gore ADA eksikliginin de beraber olabilecefi akla gelmektedir.
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Bu qa.hgma:msda geﬁk bu yénden gerekse son senelerde Down sendromlu ¢o-
cuklarda ynplhn eritrostit eugim tetkikleri arasinda ADA’a rastlamamamaz
~ yoniinden Down sendxomlu ¢ocuklann eritrosit ADA aktivitelerini arastir-

may1 ongordu.'k

GEREG VE YONTEMLER

 Spektrofotometrik yéntem ile yapildi

ADA
Adeno-zin_ + H,0 ———> Inozin 4 NH,

Reaksiyon igin gerekli bulunan ADA aktivitesi ortama ildve edilen adenozi-
nin inozine donigmesini saglar.

a) Hemolizann hazrlanmas :

Hastadan alman 5 ml kan tiipte hazir bulunan 1 ml Sitrat - Dekstroz
solusyonu (ACD solusyonu : Sitrik asid 4,4 g 4 sodyum sitrat 13,2 g + bi-
distile su 1000 ml) ile yavag¢a pithtilagsma onlenecek sekilde karistirilir. Daha
sonra 1000 rpm de 15 dakika santrifiije edilir. Ust kistm atilir. Alt kisma aym
miktar soguk serum fizyolojik ilive edilip calkalamadan alt iist edilir ve yine
st kiezm atilir, bu yikama islemi ii¢ kez tekrarlanr.

At kisimdan 0,5 ml alinarak iizerine 0,5 ml bidistile su ve 0,25 ml toluen
eklenip Vorteks karmstiricisinda 30 saniye kanstinlarak busdolabinda 24 saat
bekletilir. Amag¢ hemolizin tam olarak gergeklesmesini saglamaktir. Bekleme
sonunda santrifiij edilerek toluen hemolizattan ayriir. Hemolizatin en uygun
sekilde alinmas: igin, ince uglu bir pipetle santrifiij tiipiiniin ortasina inilip
hemolizat cekilir. Dipteki eritrosit stromalannin ahnmamasina bilyik 6zen
gosterilir. Hemolizatlar - 4°C de saklanarak en ge¢ 48 saat igcinde ADA tayin-
leri yapilmigtir. Kan ahniminda antikoagulant olarak kullanilan ACD, he-
molizatin ADA aktivitesinin - 4-“C de 20 gin bozulmadan muhafazasini

saglar'.
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b) Deneyin yapihs :

Tris - HCL 1 M, EDTA 5mM,pH: 8  Blank -~ Déney |
Hemolizat 1/20 20 » fO »
H,0O ' - 880 » 860 »
Iyice kangtirthr, 37°C’de 10 dakika bekletilir.

Adenozin 4 mM — 20 ul

Ilavesiyle reaksiyon baglatilir. Perkin - Coleman 55 Digital spektrofo-
tometresinde 265 nm dalga boyunda optik dansite okunur. Her vak’a igin
ayr1 bir blank hazirlamir'. 265 nm deki optik dansite azalmast adenozinin
azalmasini verir. Bu azalmanin saptanmasi i¢in deney kogullartmizda optimum
ve yeterli zaman aralifn olarak 10 dakika se¢ilmigtir. Enzim aktivitesi orta-
lama 40 dakika etkinligini siirdiirmektedir’.

¢) Hemoglobin tayini :

Kolorimetrik cyanmethemoglubin metoduyla yépll-é'lj.' Ferrisiyaniiriin
hemoglobindeki demiri okside ederek methemoglobine doniistiirmesi esasina
dayanir.

5 ml renk reaktifi, 0,02 ml 1/20 hemolizat kangtihlardk oda derecesinde
5 dakika bekletilir. 540 nm dalga boyunda bidistile suya kars: optik dansite

okunur.

d) ADA Aktivitest hesabr :

pilmas: gerekmektedir. Adenozm ile inozinin 1 mM ekstinksiyon katsayﬂan
arasindaki fark 8,1 dir. Bu katsay1 hesap formiiliinde (¢) degeri olarak kulla-
nilmaktadir. Agagidaki formiilde E degeri, enzim akuwtesml mternasyonal
iinite/g hemoglobin olarak gostermektedir.

E. 10 (ODD — ODB) X VHb X S

_ " Fug X (Vg, — Vi) ¥ ODsw X & X Vy
ODp : Deneyin optik dansite degigimi (10 daklkahk)
OD : Blank’in dansite degisimi (10 dakikalik)

VHb 10 ml ferrosiyaniir reaktifine ilive edilen hemolizat haomi (0 04 ml)
¥4, : Hemoglobin ¢evirmefaktori (36.77)

- 1IU/g. Hb
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VE, Fanosiyunfir reaktifinin hwmx (10 ml)
Ekstmkaiyﬂn katsaynm (8.1)
V "I ml reaksiyon kerigtrmna eklenen hemﬂhzat hwml (0.02 ml)
S : Kayit mhammn tam skalas (l) -

BULGULAR

Cahamam;lzm ulgulanm

1—0-2 yag aram normal ¢ocuklar,

2 — 2 - 14 yee aras1 normal ¢ocuklar,

3 — 0 - 14 yag aras1 normal ¢ocuklar (1. ve 2. grup),

4 — Nermal exiskinler.

5 — Down sendromlu ¢ocuklar olmak tizere 5 grupta toplayarak ince-
ledik.

1 — 0-2 yag normal ¢gocuk grubumuzda 9 olgu olup, bunlarin yas orta-
lamas: 1 yastar. ADA aktivite dagihm 0.912 - 1.181 IU/g Hb arasinda, or-
talama deger 1.034 1U/g Hb ve standart sapma T 0.080 IU/ge Hb (1.034 F
0.080 IU/g Hb) (Tablo 1).

Tablo 1. 0-2 yag normal cocuk grubu

Adenozin Deaminag

e No. Adz Soyads Yag Cins Aktivitesi IU/g Hb
1 Z.C 4/12 K 1.003
2 F.K 8/12 K 1.056
3 S.T 9/12 K 0.956
4 MY 11/12 E 0.912
5 . H.E 1 K 1.181
6 M.A 1 E 1.003

K B D.S 1 3/12 K 1.029
8 M.D 1 6/12 E . 1.056
9 N.T 2 K 1.114

" Degilia o 0.912-1.181

Om 1.034
-~ 3[) 0.080
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2. 2 - 14 yas normal ¢ocuk grubumuzda 17 olgu olup, bunlarin y'ag or-
talamas1 7 6/12 yagtir. ADA aktiviteleri dugﬂlml 0.872 - 1.337 IUfg Hb
arasinda, ortalama deger 1,034 IU/g Hb ve standart sapma $ 0. 106 IUjg Hb

dir. (1.034 ¥ 0.106 IU/g Hb) (Tablo 2).

Tablo 2. 2 --14 yas normal gocuk grubu

T il Py S

Sira No. Adi1 Soyad: Yag
1 D.C 2 6/12
2 Y.C - 3
3 R.Y 3
4 A.D 3 6/12
5 B.K S
6 H.T 9
(] B.T 6
8 0.B T
9 0.0 T

10 S.U 7
11 M.A 8
12 S.K 9
13 H.E 11
14 - EY 12
15 AK 12
16 E.XK 13
17 K.B 14

Dagihim

Ortalama :

+ SD

1008
1.056
0956

1.003
0.956
1.114

070

1.114

 1.337

0.956
0.872
0.891
1.003
1.115
1.056
1. 056

0. 372 1.337
L0034
0.106

il

Adenozin’ Deaminas
* Aktivitesi 1U/g Hb

- ']

Bu iki grubun istatistik kargilagtiriimasinda t : 0.0022 ve p>0.05 olup,
anlamh bir fark bulunamad: (Tablo 6). -

3. 0- 14 yas normal ¢ocuk grubumuz 1 ve 2. gruplarin toplami olan 26
olgudan olusmakta olup bunlarin yag ortalamalar: 5 yagtir. ADA aktiviteleri
dagahmi 0.872 - 1.337 1U/g Hb arasinda, ortalama deger 1.034 1U/g Hb ve
standart sapma ¥0.096 IU/g Hb dir (1.034 ¥ 0.096 IU/g Hb) (Tablo 3).
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Table 3. 0-14 yap mormal gocuk grubu

Swa No.  Adi Soyah Yy  Aktivitesi TU/g Hb

!

1.003
1,056
0.956
8.912
1.181
1.003
1.029
1.056
1.114
1.029
1.003
1.056
0.956

1 Z.C. 412
2 HEK 8/12
3 8.7 9/12
4 MY 11/12
5 - HE 1
6 M.A 1
7 D.8 1 3/12
8 M.D 1 6/12
9 NT 2
10 D.C 2 6/12
11 YC 3
12 RY 3
13 AD 3 6/12

P i — P ey o —— — |

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

25

- BK
R

B.T

0.8

0.0
S.U
M.A

SK -
"H.E
EY
0K

EK

o 90 =~ -3 =3 O N

11
12
12
13

HHHHMHHHHNHMHNHHHHHP’.HHHHHH?

1.003
0.956
1.114
1.070
1.114
1.837
0.956
0.872
0.891
1.003
1.115

1.056
1.056

26 T.B 14

i

0.872-1.336
1.334
0.096

- Dafihm
Ortalama
F 8D

MR, e | i O - i ——.

arn sl

. 4, Normal erigkin grubumuzu 20 elgu olusturmakte olap, bunlann
yag ortalamalan 27 yagtir. ADA aktiviteleri dagahmm 0.912 - 1.337 1U/g Hb
arasinda, ortalama deger 1.170 IU/g Hb ve standart sapma +0.135 IU/g Hb
dir, (L.170 ¥ 0.135 IU/g Hb) (Table 4). o
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Tablo 4.. Hmnl mgkin urubu -

o — _—
i ———— . il - = e e

Adenomn Daamu:m:

Sira No. Adi Szn_yadi_ Yag ~ Cins Aktiwtesi 10 /g Hb
1 N.M 21 K 0.912
2 S.0 22 E 1.337
3 M.E 22 K 1.232
4 N.Y 22 E 1.003
5 K.A 23 E 1.003
6 H.B 23 E 1.337
7 " H.D 23 E 1.295
8 U.K 23 E 1.239
9 HK 24 E 1.274
10 1.X 24 E 1.070
11 G.0 26 K 1.337
12 G.0 27 K 1.114
13 ¢.0 29 E 1.255
14 0.1 29 E 1.337
15 A.O 29 E 1.163
16 N.S 30 E 1.056
17 N.XK 30 E 1.181
18 AG 30 E 1.115
19 Z.F 42 K 1.029
20 M.H 48 K 1.079
Dagihm  : 0.912 - 1.337
Ortalama 1.170
T SD . 0.135

1
A — —

Bu grubun 0 - 14 yag normal ¢ocuk grubu ile yaptigiomz mtatlstlk kargl-
lagtirmasinda anlamh bir artigs saptanda.

t: 3.976 ve p<0.0001 (Tablo 6).

5. Down sendromlu gocuk grubumuzu 20 olgu olugturmakta olup
bunlarin yas ortalamalar:t 4 yagtir. ADA aktviteleri dagihm 0.956 - 1.327
IU/g Hb arasinda, ortalama deger 1.382 I1U/g Hb ve standart sapma ¥ 0 415
IU/g Hb dir. (1.382 F 0.415 1IU/g Hb) (Tablo J). -

Bu grubun 0 - 14 yag ¢ocuk grubu ile yaptifimiz istatististik karsmlagtir-
masinda anlamh bir artis saptandi. t: 3.672 ve p<0.001 bulundu {Tablo 6).
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1
. 2
3
3
5 .U
6
1
8
"
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Tablo 5.

’ bl gl o

iy,

10

A e —

O 0O ~J O UYL e s N

Down sendromlu ¢ocuklar

ey

Hnmunmﬁmwmn-ﬁmmnnrﬂhmtﬂ_

e

Aktivitesi IU/ Hb

1.825
2.168
1.239
1.181
2.327
1.393
1.672
1.255
1.232
0.956
2.129
1.125
1.056
1.003
1.181
1.115
1.114
1.114
1.454
1.114

gl

1.382
0.415

gy

~ Tablo 6. Gmplmn Istatistik Dé@ﬂ&ndﬁheﬁ |

T

. 214 Yag
Coeuk Grubu

Nﬁr_mai Erigkin

.-.—_*

0-2 Yag
Cocuk Grubn

t: 0.0022
p> 005

0-14 Yag
Cocuk Grubu

o

—

t:
p < 0.0001

|

3.976

0.956 - 2.327

3.672

i e .
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IRDELEME

Beutler’in erigkinler i¢in bildirdigi normal Adenozin deaminase degerleri
1.11 ¥ 0.23 IU/g Hb olup, bizim ¢ahgmamizda buldugumuz normal erigkin
degerlerine 1.17 ¥ 0.13 IU/g Hb’e uymaktadur. :

Down sendromlu olgularin ADA aktivitelerini normal gocuk kontrolle-
rimiz ile karsilastirdigimizda istatistik yonden anlamh derecede farkhhk tes-
bit ettik. Down sendromlu vak’alanmzdaki bu ADA aktivitesi artigi bizim
immiinolojik yénden bekledigimiz neticelere aykir1 ise de yayinlarda rastla-
digimiz bu olgulardaki eritrosit enzlmlermm artiglarina - uygunluk goster-
mektedir. o

1973 de Schicarzmeier ve ark’. Down sendromunda eritrosit enzimle-
rinde piruvat kinaz, glikoz - 6 - fosfat dehidrogenaz, 6 - fosfoglukodehidroge-
nazda asikar aktivite artislar1 oldugunu tesbit ettiler.

Bu aragtincilar enzimlerdeki aktivite artiglarim :

1. Down sendromundaki kromozomal diizensizligin, yani trisominin
gen - doz - effekt geklinde direkt etkisine,

2. Geng eritrosit popiilasyonunun varhgna,

3. Down sendromunda genel olarak mevcut olan geriligin hematopoetik
sistemde de bulunmas: ve saglam g¢ocuklarda ilk ayda eritrositlerde
relatif olarak yiiksek bulunan enzim aktivitesinin Down sendromlu
gocuklarda daha uzun siire yiiksek kalabilmesine baglamaya c¢alis-

miglardar.

1977 de Mattei ve ark.” Trisomi 21 vak’alarinda eritrosit hekzokinaz,
fosfofruktokinaz, 3 - fosfogliserokinaz, piruvat kinaz, aldolaz, glutation
rediiktaz ve glikoz - 6 - fosfat dehidrogenaz enzim aktivitelerinde artig; gliser
aldehit - 3 - fosfat dehidrogenaz, fosfogliseromutaz aktivitelerinde ise azalig
saptadilar. | '

Bu yazarlar enzim aktivitelerindeki bu degisikliklerin :

1. 21 numarali kromozomun trisomik olugunun direkt neticesi yani
gen surdozajinin etkisi,

2. Hiicre metabolizmasinin genel bozuklugunun indirekt neticesi ola-
bilecegi kamsindadirlar.

Bizim kanaatimize gore, Trisomi 21 olgularindaki ADA’nin artig1 bu ¢o-
cuklardaki trisomik kromozom sonucu genetik dengenin bozulmas: neticesi
hiicre metabolizmasindaki genel diizensizlige bagh olabilecegi gibi, gen1 21
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_n-iimarah kromozom iizerinde bulunan bagka enzimlerin direkt genetik etki
ile artipy, kati olarak bilemedifimiz baz1 biogimik reaksiyonlar sonucu diger
eritrositer enzimleri ve bu arada ADA aktivitesini de arttirmg olabilir.

SUMMARY

THE ERYTHROCYTE ADENOSINE DEAMINASE ACTIVITY IN HEALTHY CHILD-
REN AND ADULTS AND CHILDREN WITH DOWN’S SYNDROME

Adenosine deaminase (ADA) is an aminohydrolase which catalyses the deamination of
adenosine to inosine. The enzyme is widely distributed and many of its biochemical properties
have been studied previously. Increased ADA activities were observed in patients with miliary
tuberculosis, rheumatic fever, haemolytic anaemia, haemochromatosis, hepatitis, prostatic
carcinoma and cirrhosis.

A genetically determined deficiency of the enzgyme «red blood celln adenosine deaminase
has been reported to be associated with a syndrome of combined immuno - deficiency in several
families. We couldn’t find published data about ADA enzyme in Down syndrome.

In this present work red blood cell Adenosine deaminase activities were determined in
Down syndrome, Spectrofotometric determination of ADA activity is based on the conver-
sion of adenosine to inosine. 25 healthy children and 20 healthy adults were used as controls.

ADA activities were significantly higher in Down syndrome compared control values.
There may be two different interpretations for increased ADA activity in Down syndrome;
it may orginate from a distrubed cell metabolism or may be a resuit of biochemical interaction
of another regulatory enzyme increased by gene - surdosage.
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