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1. GIRIS

Adenozin Deaminaz (ADA 3,5,4,4) adenozinin inozine ve
deoksiadenozinin deoksiinozine hidrolitik ~ deaminasyonunu
katalizleyen bir enzimdir (Sekil 1). ADA tarafindan katalizienen
reaksiyonun irreversible olmasindan dolayl bu enzim reaksiyonu
adenozin degradasyonunda oran kisitlayict basamaklardan biri

olarak goriilmektedir (Lizuka ve ark 1981; Oosthuizen ve ark 1993)

Insan ADA enziminin Ug¢ izoenzimi oldugu saptanmistir.Bunlar
ADA1 (35000 Dalton), ADA1+cp (2800000 Dalton), ADA2 (1000000

Dalton) ‘dir. ADA2 sadece monositlerde bulunurken, ADA1 ve

ADA1+cp bircok dokuda bulunurlar (Ungerer ve ark 1992).

Yapilan calismalarda memelilerin tim dokularinda ADA’nin
yaygin olarak bulundugu saptanmistir.Sirasiyla en fazla olarak
bulundugu organlar; serebral korteks, karaciger, bobrek, timus,
dalak ve lenf nodulleridir. ADA2’nin blylk bir kismi hicrelerin
sitoplazmasinda, ¢ok az bir kismi nikleusta bulunmaktadir.
Lenfositlerde eritrositlere oranla on kat daha fazla bulunmaktadir
(Chotfiner ve ark 1987; Dissing ve Kaudsen 1972; Baganha 1986).

ADA bazi arastirmacilar tarafindan pirin yolu enzimi olarak
kabul edilirken, bir kisim arastiricilar ise ADA’nin pirin salvage
yolunun bir enzimi oldugunu disinmektedirler (Balis 1985; Dornand
ve ark 1982; Murray ve ark 1986; Poplack ve ark 1981; Ratech ve
ark 1988; Vives ve ark 1988).
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Kanser doku ve hiicrelerindeki bazi enzim aktiviteleri ile
karsinojenik proses arasinda oOnemii iliskilerin  bulundugu
bilinmektedir. Kanser hicrelerinde 6zellikle DNA ve purin-pirimidin
enzim aktiviteleri yeni dizenlemelere ugramaktadir. Normal
sahislarla karsilastirildiginda kanserli hastalarda ADA enziminin
yeni regulasyonuna bagh olarak aktivitesinde artma - azalma
olmaktadir. Bazi kanser turlerinde ise ADA’ nin total aktivitesi
degismemektedir. DNA enzim aktivitesinin kanser hicresinin
enzimatik degisim bicimini yansitmasi ac¢isindan blyik &énemi
vardir., Bu durum Ozellikle kanser-enzim iligkisi ac¢isindan
arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (Canbolat ve ark 1996; Durak ve
ark 1993; Durak ve ark 1994; Akyol ve ark 1995) .

Kanserli hicrede veya dokularda ADA aktivitesinin degisimi
bu metabolizmayi anlamanin yanisira hastaligin teshisi, tedavisinin
takibi veya prognozun degerlendiriimesinde klinisyene yardimci

olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Adenozin Deaminaz

ADA (ADA, adenozin aminohidrolaz,EC,3,5,4,4) esas olarak
purin katabolizmasinda goérev alan bir enzim olup, adenozin ve
deoksiadenozinin sirasiyla inozine ve deoksiinozine irreversible
hidrolitik deaminasyonunu katalizleyen bir enzimdir. insanda 20
no’'lu kromozomdaki tek bir genetik lokus tarafindan ADA sentezi
kontrol altinda tutulmaktadir (Grever ve ark 1983; Ho ve
Ganeshaguru 1988; Ho ve ark 1986; Trangas ve ark 1989; Tritsch
ve Niswander 1985; Ooosthizen ve ark 1993)

Serbest adenozinin deaminasyonu ilk kez 1927 yilinda Gyérgy
ve Rothler gozlemlemis ve 1928 yilinda Schmitd enzim aktivitesini
tavsan kasinda géstermistir. Mc Elroy ve Mitchell ise 1946 yilinda
neuraspora’da ADA varhigini goéstermislerdir (Sumner ve Myback
1951).

2.2. izoenzimleri

ADA insanlarin ve memelilerin tim dokularinda yaygin olarak

bulunan bir enzimdir. Enzimin G¢ izoformu bulunmaktadir

ADA1 : Molekiiler kitlesi 35 kDa olan bir proteindir.
ADA1+cp : Molekuler kitlesi 100 kDa
ADA 2 . Molekuler kitlesi 100 kDa



ADA1, ADA1+cp ve ADA2 tamamen ayni pH, Km ve substrat
affinitelerine sahiptirler. ADA1 ve ADA1+cp km’si dlsuk, optimal
pH’s1 7.0-7.5 olan ve deoksiadenozine karsi ayni affiniteyi gosteren
bir izoenzim olup, tim dokularda mevcuttur. ADA2 ise substratina
karsi yliksek Km’ye sahiptir ve optimal pH’si1 6.5'tir. Deoksiadenozin

disuk affininite gosterir (Bondy ve ark 1980).
2.3. izoenzimlerin Doku Dagilimi

Hizla ¢ogalan hiicreler bdlunmeyen hiicrelere oranla daha
yliksek ADA aktivitesi icerirler. ADA'nin buyuk bir kismi hiicrelerin

sitoplazmasinda, ¢ok az bir kismi da nikleuslarinda bulunmaktadir

ADA izoenzimlerinin oranlar dokudan dokuya farklihk gosterir.
ADA1+cp karaciger, akciger, kas ve pankreas dokusunda bulunan

dominant formdur. Bobrekte ise sadece ADA1{+cp bulunur, diger
izoenzimler bulunmaz. ADA1 ise dalak, lenfositler, monositler ve
notrofillerde yiksek miktarda bulunur. ADA1 ve ADA1+cp birgok

dokuda ol¢ulebilir miktarda iken, ADA2 sadece monositlerde bulunur

(Bondy ve ark 1980).

Serumda artrmig ADA aktivitesinin gozlendigi tim durumiarda
dominant olan form ADA2'dir. Akut lenfositer 16semi (ALL) bu

duruma uymayan tek hastaliktir. Normal serum ADA1 icermez
sadece ADA1+cp ve ADA2 igerir. Monositlerdeki total ADA

aktivitesinin %82’sini ADA1 olusturdugu halde serumdaki dominant



formun neden ADA2 oldugu hala arastiriimaktadir. ADA{’in serumda
olmayisi seruma gegen ADA4¢'in cp ile birlesip ADA1+cp
olusturmasiyla agiklanirken, serumdaki ADA2’nin neden dominant
oldugu ile ilgili Gc¢ olasihk disunidimektedir. Birincisi ADA2'nin
monositlerden aktif olarak salgilandigi, ikincisi ADA2’nin vyari
omrinin ADA1'den daha uzun olabilecegidir. Uclincl olasilik ise
monositlerin belli subpopllasyonlarinin degisik izoenzim profiline
sahip olabilecekleridir. Serumda ADA1{’in cp ile birlesip ADA1+cp'ye
doénisumdi eritrosit lizati ile serum inklbe edildiginde lizattaki ADA1
ile serumdaki serbest cp’nin birlesmesi sonucu ADA{+cp olusumu
gbzlenmesi ile kanitlanmistir. Serumda ADA1 sadece total ADA
aktivitesinin ¢cok yliksek oldugu birka¢ ALL'li hastada gézlenmistir.
Bunun nedeninin serumdaki serbest baglayici proteinin tiikenmesi

oldugu dasltnulmektedir(Bondy ve ark 1980).
2.4. Adenozin Deaminaz Stabilitesi

ADA aktivitesinin o6l¢luldigu orneklerde enzim stabilitesi
hakkindaki bilgiler ¢esitlilik géstermektedir. 25 0C de en az bir gun
aktivitesini korumaktadir. Kismi saflastiriimis ADA preperasyonlari
4 0C de birka¢ hafta, donduruldugunda birka¢ yil stabildir. 65 0C ve
70 de 5 dakika, isitmaya tabi tutulursa, aktivite sirasiyla %100 ve
%36'ya duser. Enzim 25 0C’de 30 dakika 1mM’lik P-
klorocivabenzoat ile muamele edilirse aktivitede % 30'luk kayip

gozlenir (Colowick ve ark 1978)



2.5. Adenozin Deaminazin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

ADA bir tek polipeptit zincirinden olugur (Colowick ve ark
1978). Dana duodenumu ve dalagindan elde edilen ADA'nin
aminoasit icerigi asidik Ozellik gosterir ve izoelektrik noktasi 4.85 -
5.0 civarindadir (Boyer 1971). Dana duodenumundan elde edilen
ADA'nin molekiler agirhgi 31000-35000 arasinda degismektedir
(Giusti 1974). Dana duodenal ADA’s| 8M Ure veya 2M guanidin HCL

ile denatire, performik asit ile okside olur (Boyer 1971).

2.6. Adenozin Deaminazin Kinetik Ozellikleri

6-8 arasinda genis bir pH'ya sahip olan adenozin deaminaz
icin Ellis ve arkadaslari optimum pH’yr 7.5 olarak bulmuslardir
(Colowick ve ark 1978 ; Ellis ve Coldberg 1970).

Cesitli insan dokularinda olglilen ADA’nin Km degerleri,
dalakta 0.060 mmol / L, bébrekte 0.046 mmol / L, karacigerde 0.045
mmol / L, serumda 2.03 mmol / L, l6kositlerde 0.044 mmol / L ve

eritrositlerde 0.026 mmol / L’dir.

Adenozin deaminazin  kinetik  Ozelliklerini  gdsteren
parametreler homojen preparatlar icin tabloda (Tablo 1) verilmistir
(Boyer 1971).



Tablo 1:

0

Enzim Km Vmax st C | Optimum
Preperasyonu | (MX10 5) | (Mmol/Dak/mg) pH

Dana 3-5 - - 7.0-85
Duodenumu

Dana Dalagi |44 240 - 6.3
Dana Serumu | 3.3 1.1 38 6.5-85
Tavuk 1.3 26 38 6.5-8.0
Duodenumu

2.7. Adenozin Deaminaz Aktivatérleri ve inhibitorleri

ADA'nin highir kofaktori belirlenemezken enzim katalizi icin
fosfatin gerektigi disuntlmektedir (Oosthuizen ve ark 1993 ;
Colowick ve ark !978). Bakir (Cu), gimis (Ag), krom (Cr) ve daha
az olarak g¢inko (Zn), kobalt (Co), nikel (Ni) gibi elementler enzimi
inhibe ederler (Giusti 1974).

Adenozin deaminaz, kendi katalizledigi reaksiyonun urlinleri 0
ve c¢esitli analoglar tarafindan inhibe edilebilir. En potent inhibitorier
ENHA (Ki, 1.6 x 10-9M), koformisin (Ki 10-11 M) ve



deoksikoformisin (Ki 2.5 x 10-12M)’dir. Adenozin monofosfat (AMP),
deoksiadenozin monofosfat (dAMP), siklik adenozin monofosfat
(cAMP), deoksiadenozin di fosfat (dADP), adenozin trifosfat (ATP)
gibi  bilesikler inhibisyon gostermezier. 4-amino-5-imidazol
karboksamid riboniikleozid, 4-amino-5-imidazol karboksamid-HCL,
6-kloroptirin, iodoplrin ve adenin % 15-60 arasinda inhibisyona yol

acarlar (Colowick ve ark 1978).
2.8. Adenozin Deaminaz ve Kanser

Kanser hucreleri, deg@isime ugramis hiicrelerdir ve
biyokimyasal programlari normal hicrelere gére farkhilik
gbstermektedir. Bunun sonucunda, devamli olarak buylr ve hizla
cogalirlar. Bu kontrolsiz blyime ve ¢ogalma, kanser hicrelerinin

kendi konakgilarinin 6limine yol agar (Welsch 1985).

Kanser hiicresinde DNA turn-over’ inin ¢ok yiiksek olmasi,
salvage arayoluna gerekli olan substratlarin ¢cok fazla miktarda
tesekkil etmesine yol acar. Gergcekten kanser hiicresinde metabolik
yolda gérev alan enzimlerin aktivitelerinin de bilyluk oranda arttigl
tespit edilmigtir. Bu ara yolda gorev alan enzimlerin en
onemlilerinden biri de Adenozin Deaminaz’ dir (Durak ve ark 1996;
Durak ve ark 1994).

Kanser hiicrelerinin biyokimyasal yapisi normale gore farklidir.
Deneysel olarak yapilan ¢alismalarda kanser hiicrelerindeki genetik

programda degisiklik oldugu ortaya konulmustur. Bunun sonucunda,
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sentetik ve katabolik yollart kontrol eden anahtar enzimierin
aktivitelerinde degisiklikler ortaya gikmaktadir (Welsch 1985; Durak
ve ark 1993; Akyol ve ark 1995)

ADA aktivitesi, hizli bélinen htcrelerde bélinmeyen hiicrelere
oranla daha fazladir. Tumdrd bulunan hayvanlarda ve bronsial
karsinomlu hastalarda serum ADA aktivitesinin  ylkseldigi
gOsterildikten sonra malign hastaliklarda serum ADA aktiviteleri
calisiimis ve malign grupta ADA aktivitesinin belirgin yiksek oldugu,
fakat nonspesifik oldugu gézienmistir. Ozellikle [6semi ve lenfomada
ADA aktivtesinin arttigi tespit edilmistir(Goldgerg 1965; Maeda ve
ark. 1992).

Adenozin Deaminaz 6zellikle adenozin yikilisinda yol aldigi ve
salvage yola substrat sagladigi i¢in bazi yazarlar tarafindan pdriin
salvage yolu enzimi olarak dastntlmustir. Ozellikle hiicre siklusu
hizlanmig olan kanser hlcresinin DNA sentezi i¢in normal hicreye
gore daha fazla nikleotide ihtiya¢ vardir. Pdrin nukleotidlerinin
yeniden elde edilmesinde ise en avantajli yol purinlerin salvage
yoludur . Kanser hilicresinde bu yolu kontrol eden esas enzim olan
hipoksantin ~ guanin fosforibasil transferaz enziminin yani sira 5’
nikleotidaz ve ADA’ nin aktivitesinin normale gore arttii bir ¢ok
arastirmada gosterilmistir. Buna karsilik bazi arastiricilar ise ADA’ yi
yikim yolunun bir enzimi olarak degeriendirmektedir. Kanser
hicresinin karakteristik davranigt purin yikim yolunun baskilanip
salvage yolunun arttinimasidir. Degisik kanser tlirlerinde ADA

aktivitesini duslik olarak bulan arastiricilar ise bu durumu yikim
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yolunun baskilanmasi cabasina bir érnek olarak disUnmektedirler

(Durak ve ark. 1993).

Bunun yani sira ADA o6zellikle kanser kemoterapisi agisindan
da 6nemli bir enzimdir. Bir kemoterap6tik ajan olan ve ADA’ yi
inhibe eden deoksiformisinin kullanildiginda kanser hicresinin bu

durumdan etkilendigi gozlenmistir (Bemi ve ark 1998).

ADA’ nin deoksiformisin ile inhibisyonu durumunda ortamda
biriken molekll ADA’ nin substrati olan adenozindir. Artan adenozin
6zellikle hucre icerisinde ATP ve dATP’ ye cevrilmektedir. Artan
dATP duzeyleri ise hlcre icerisinde ¢cok dnemli yere sahip olan ve
nikleotidlerin deoksi formunu katalizleyen ribontkleotid reduktazi
inhibe etmektedir. Bu olay da dogrudan DNA sentezini

etkilemektedir.

ADA inhibisyonuna bagh olarak artan adenozin ayrica s-
adenozil hidrolaz enzimini bloke etmekte ve bu durumdan hicresel
metilasyon reaksiyonlan etkilenmektedir. Bahsedilen bu ki
mekanizma Ozellikle hicresel siklusu hizlanmis olan kanser

hiicresinin kontrolli ve kanser kemoterapisi agisindan dnemlidir.

ADA aktivitesinin arastirildigi kanser doku ve hicrelerinde ¢ok
farkli sonuglar vardir. Koizomi ve ark. (1985) cilt kanserlerinde
yuksek ADA aktivitesini rapor etmislerdir. Yine Sufrin ve ark. (1978)
safra kesesi kanseri olan hastalarin kanser dokularinda tespit

ettikleri yuksek ADA aktivitelerini bildirmiglerdir. Bunun yani sira



12

Durak ve ark. (1993) insan larinks kanserlerinde ADA aktivitesini

komsu saglam dokuya gore daha dlslk tespit etmislerdir.

Daha Once de belirtildigi gibi malign hiicredeki gen yapisinin
yeniden dizenlenmesi sonucu normal hucredeki enzim profili
degisime ugramaktadir. Kanserli hicrelerdeki enzim aktivitelerinin
olclilmesi, degisime ugrayan malign hicredeki yeni programlar
hakkinda bizlere bilgi vermektedir. Bu enzim aktivitelerinin artisi
veya azaligt, kanser hdcresindeki yeniden programlanmis genetik

bilginin bir gostergesi olmasi agisindan 6nemlidir..
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Calismamizda Saghk Bakanhgi Demetevier Onkoloji
Hastanesi K.B.B Kliniginde yatan ve tedavi amaciyla opere edilen 8
larinks kanserli ve 7 maksilla kanserli hastadan operasyon sirasinda
alinan kanser dokusu ve cerrahi sinira ait saglam kontrol dokusu
kullanildi. Bu iki hasta grubu haricinde Ankara Universitesi Dis
Hekimligi Faklltesi, Agiz, Dis, Cene Hastaliklari ve Cerrahisi
Anabilim Dali poliklinigine kronik total protez irritasyonu sonucu
gelismis oral mukozaya ait fibr6z hiperplazik kitlelerin eksizyonu i¢in
bagvurmus 10 hastadan elde edilen dokular kontrol grubu olarak
kullanildi.

3.2. Secilen Hasta Gruplari

Larinks kanserlilerin olusturdugu gruptaki 8 hastanin yaslari
40 ile 83 arasinda degismektedir. Hastalarin hepsi erkektir ve 25-30
yilhk 1 paket/glin sigara ve nadiren de alkol kullanicisidir. 8
hastada yassi hucreli kanserdir. Kanserlerin besi orta diferansiye,
ucl iyi diferansiyedir. Hastalarin hicbiri daha 6nce cerahi tedavi

gérmemistir.

Maksilla kanserlilerin olusturdugu gruptaki 7 hastanin doérdi
erkek, ¢l bayandir ve yaslari 35 ile 72 arasindadir . Dért hasta 1

paket/glin gun sigara ve nadiren de alkol kullanicisi iken ¢ hasta
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sigara ve alkol kullanmamaktadir. Hastalarin G¢l yassi hicreli
kanser, ikisi malign lenfoma ve ikisi de adenokistik karsinomadir.
Hastalarin hicbiri daha dnce cerrahi tedavi gérmemis fakat malign
lenfoma hastalari operayona karar verilmeden &Once kemoterapi

gérmuslerdir. Hastalarin hepsine hemimaksillektomi uygulanmistir.

Uclincii grup ise total protez kullanan ve oral mukozalarinda
kronik protez irritasyonuna bagl olarak gelismis fibréz hiperplazik
dokularin eksizyonu icin basvuran 10 hastadan olusmaktadir.
Yaslari 42 ile 66 arasindadir. Hastalarin besi erkek ve besi de
bayandir. Hastalarin vyedisi 20-25 vyildir 1 paket/gin sigara
kullanmakta ve nadiren de alkol almaktadir. Ug hasta ise alkol ve

sigara kullanmamaktadir.
3.3. ADA Aktivitesinin Tayini

Literatirde ADA aktivitesinin tayini icin degisik metodiar
kullaniimistir.Bunlardan bazilarinin prensipleri asagida verilmistir

1. Adenozinin C14 ve H3 gibi radyoaktif maddelerle
isaretlenip, isaretli adenozinin ADA etkisiyle inozine donusimun
radyokimyasal olarak &l¢ilmesi (Grever ve ark 1983; Ho ve ark
1986; Koya ve ark 1981; Renouf ve ark 1987; Weyden ve ark 1976).

2. ADAnin katalizledigi reaksiyonda adenozinin inozine
degismesi esnasinda meydana gelen optik dansite (265 mm)
azalisinin spektrofotometrik olarak takip edilmesi (Edwards ve ark
1979).
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3. ADA'nin katalizledigi reaksiyon sonucu olusan NH3

miktarinin dlgulmesi

Calisma sartlarimiza uygunlugu ve tekrarlanabilirligi acisindan
Giuseppi Giusti 1974 tarafindan tarif edilen metod secilmigtir. Bu
metodun prensibi ortamda olugsan NH3 miktarinin Olgtilmesine

dayanmaktadir.

3.4. Metodun Prensibi

ADA asagida gosterildigi sekilde adenozinden inozin
olusumunu katalize eder. Bu esnada amonyak aciga ¢tkar. Agiga
cikan amonyak, sodyum hipoklorid ve alkali ortamda fenol
¢cozeltisiyle mavi renkli indofenol bilesigine cevrilir. Bu reaksiyonda
sodyum nitroprussiyat katalizér olarak gdérev yapar. Amonyak

konsantrasyonu olusan indofenol ile orantihidir.

ADA
Adenozin + Hp — Inozin + NH3

NH3 + 0CI + 20H ——» Na[Fe(CN) 3NO]

3.5. Reaktifler

Reaktiflerin hepsinin amonyaksiz su ile hazirlanmasi gerektigi

icin tridistile su kullantimistir.
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1. Fosfat Tamponu (50mM, pH=6.5) 4.73 gr NaH2PO4 . H20
ve 5.62 gr NaHPO4 . 12 H20 tridistile ¢ézulir ve hacim 1000 ml'ye

tamamianir.

2. Adenozin ¢dzeltisi (21 mM Adenozin, 50 mM Fosfat
Tamponu Ph 6.5 ): 25’lik bir balon jojeye 140 mg adenozin konulup
uzerine 15 ml. fosfat tamponu ilave edildikten sonra sicak su
banyosuna yerlestirilir. Ara sira karistirilarak tamamen ¢oéziliinceye
kadar sicak su banyosunda bekletilir. Sonra musluk suyu altinda
sogutulur. pH’si 6.5’a ayarlanir ve Fosfat tamponu ile 25 ml'ye

tamamianir.

3. Amonyum Silfat stok ¢dzeltisi ( 15 mM ): 1982 g anhidr
amonyum slifat, tridistile su ile c¢o6zilerek hacim 1000ml'ye

tamamlanir.

4. Amonyum Sulfat Standart ¢ézeltisi ( 75 mM, 0.15 mmol/ml
NH3): 0.5 ml. amonyum silfat standart ¢ézeltisinden alinip fosfat

tamponuyla 100 ml’'ye tamamianir.

5. Fenol-Nitroprussiyat ¢ézeltisi ( 106 mM Fenol, 0.17 mM Na
nitroprussiyat ) : 10 gr fenol ve 50 mg Na nitroprussiyat 500ml

tridistile suda ¢ozillir ve hacim 1000 ml’ye tamamilanir.

6. Alkali Hipoklorit ¢bzeltisi (11mM NaOCI, 125 mM NaoH):
125 ml 1N NaOH ve 16.4 ml % 5 hipoklorit ¢ézeltisi karistirilip hacmi
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1000 ml'ye tamamlanir. ( Kullanilan ticari hipoklorit ¢ozeltisi yaklasik

% & w/v NaOCl ihtiva etmektedir. Bundaki klor miktari tayin edilerek

% 5 Klor bulunduran ¢dzelti hazirlanmis ve bu ¢ézelti kullaniimistir.

3.6. Deneyin Yapilisi

ADA aktivitesinin

uygulanmis ve reaktifler sirayla ilave edilmistir.

tayini

icin asagidaki

deney semasi

Reaktifler (ml)

Standart

Koru

Standart

Numune

kord

Numune

Fosfat

tamponu

1.0

Tamponlanmig
Adenozin

cozeltisi

1.0

1.0

Amonyum
Stlfat
Standart

Cozeltisi

1.0

Numune

0.5

Tridistile Su

0.05

0.05

0

Tapler karigtinlip agizlar parafinie kapatilir ve 37 C su

banyosunda 60 dakika inklibe edilir.
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Reaktifler (ml) | Standart Kérii | Standart | Numune Numune
koru

Fenol 3.0 3.0 3.0 3.0
nitroprussiyat

Cozeltisi

Numune - - 0.05 -
Alkali 3.0 3.0 3.0 3.0
Hipoklorit

Cozeltisi

0
Tupler kanistirthp 37 C da su banyosunda 30 dakika inkibe

edilip 628 nm. de distile suya karsi1 okunur

0
Bitin codzeltiler 0-4 C muhafaza edilmelidir. 3 ve 5 nolu

reaktifler kahverengi sisede saklanmalidir. 5 nolu reaktifin rengi
yesil veya kahverengiye ddénerse yeniden hazirlanmalidir.
Absorbans 1.00’in lstine c¢ikarsa tridistile su ile 2-5 kez

seyreltilerek deney tekrarlanmalidir.
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Hesaplama

OD (Numune) - OD (Numune Koéri)

ADA Aktivitesi = x 50 =U/L
OD (Standart) -OD (Standart Kérii)

Enzim Aktivitesi (U/L)
Spesifik Aktivite (SA) =

mg protein x 1000

Butin aktivite c¢alismalari bekleme sirasinda meydana

gelebilecek hatalar gézontline alinarak hemen yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Maksilla Kanseri Grubu Sonuglari

Maksilla kanseri olan ve bu nedenle opere edilen yedi

hastanin kanser numunelerinde o&liculen ADA enzim aktivitesinin

spesifik aktivite (U/mg Protein) cinsinden degerleri
verilmistir.
Tablo 2:

No |isim |Yas/Cinsiyet | ADA Spesifik Aktivite

(U/mg Protein)

1. |A.O. |50/E Aktivite yok

2. |T.C. |35/B 0.009114

3. |[MEE |55/E 0.015995

4. |HS. |63/B 0.061097

5. |AK. |63/E Aktivite yok

6. |AD. |72/E 0.003485

7. |FE. |71/B 0.070263

Tablo 2'de
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4.2. Maksilla Kontrol Grubu Sonugclar

Maksilla kanseri nedeniyle opere edilen hastalarin cerrahi
sinirindan alinan saglam kontrol dokularinda odicilen ADA enzim
aktivitesinin spesifik aktivite (U/mg protein) cinsinden degerleri

Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 3:

No |isim |Yas/Cinsiyet | ADA Spesifik Aktivite

U/mg protein

1. A.O. 50/ E 0.000366

2. T.C. 35/B 0.024543

3. M.E 55/E 0.059242

4, H.S. 63/8 0.002408

S. A.K. 63/E Aktivite Yok

6. A.D. 721 E Aktivite Yok

7. F.E. 71/ B 0.003649
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4.3. Larinks Kanseri Grubu Sonuglari
Larinks kanseri nedeniyle opere edilen sekiz hastadan alinan

kanser dokusuna ait numunelerde Olgcilen ADA enzim aktivitesi

spesifik aktivite cinsinden degerleri Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4:

No |isim Yas/Cinsiyet | ADA Spesifik Aktivite
( U/mg protein)

1. |A.Q. |45/E 0.037183

2. |D.D. |40/E 0.006226

3. |MA. |50/E Aktivite Yok

4. |CA. |83/E 0.022723

5. |F.U. I65/E Aktivite Yok

6. |S.G. |50/E 0.556872

7. |H.S. |[55/E 0.025857

8. |C.O. |50/E 0.003649
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4 4. Larinks Kontrol Grubu Sonuglar

Larinks kanseri nedeniyle opere olan hastalarin larenjektomi

sonrasi cerrahi sinirlarindan alinan saglam dokulara ait ADA enzim

aktivitesinin spesifik aktivite cinsinden degerleri
verilmistir.
Tablo 5:

No |lisim |Yas/Cinsiyet | ADA Spesifik Aktivite

( U/mg protein)

1. |A.O. |45/E 0.021722

2. |D.D. |40/E 0.015253

3. |[MA. |50/E 0.014062

4. |CA. |83/E Aktivite Yok

5. |FU. |65/E 0.07471

6. [S.G. |50/E 0.019528

7. |HS. |[55/E 0.0064

8. |C.O. |50/E 0.002299

Tablo 5'te
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4.5. Fibréz Hiperplazi Grubu Sonuglari

Kronik total protez irritasyonuna bagh olarak gelisen oral
mukozaya ait fibroz hiperplazik kitlelerin eksizyonuyla elde edilen
dokularin ADA enzim aktivitesinin spesifik aktivite (U/mg protein)

olarak degerleri Tablo 6'te verilmistir.

Tablo 6:
No |isim |Yas/Cinsiyet | ADA Spesifik Aktivite
(U/mgprotein)
1. Y.A. 61/B 0.036032
2. Y.V. 62/ E Aktivite Yok
3. H.Z. 66/ E 0.024899
4. M.i. 61/E 0.001185
5. MY. |42/B 0.001693
6. A.C. 50/ E 0.022081
7. S.S 45/ B 0.040028
8. HC. |50/B 0.003775
9. AU. 50/ E Aktivite Yok
10. | AK. 46/ B 0.00153
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4.6. Gruplar Arasi iligkinin istatistiksel Analizi

Gruplarin Aritmetik Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Gruplar ADA SA (U/mg protein) X+SD
Maksilla Kanseri (I)n=7 0,022851+ 0,02990

Maksilla Kontrol () n=7 0,012887t 0,1135

Larinks Kanseri (lll)n=8 0,081564+ 0,19254

Larinks Kontrol (IV)n=8 0,019247+ 0,02375

Fibréz Hiperplazi (V) n =10 0,013122+ 0,016

Gruplar Arasi lligkinin “Mann — Whitney U’ Testi ile Yapilan
Istatistiksel Analiz Sonugclan

F—1 Anlamsiz
-1V Anlamsiz
|-V Anlamsiz
=V Anlamsiz
H-1v Anlamsiz
-V Anlamsiz
V-V Anlamsiz

Anlamsiz : p>0.05
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5. TARTISMA

Kanser hiicreleri kendi 6zel programlarina sahip, htcresel
metabolizmasini degistirmis 6zellesmis hucrelerdir. Bu 6zellesme
icerisinde, genetik programin degisiminin yansimasinin en iyi
gostergelerinden bir taneside enzim aktivitelerindeki degisimierin

takibidir.

Kanser hicresi 06zellikle niikleik asitlere olan ihtiyacindan
dolay! pirin-pirimidin metabolizmasinida énemli 6l¢ciide degisiklige
ugratmistir. Kanser hicresinin genel davranis bicimlerinden birisi
de-novo ve salvage yolun enzim aktivitelerini arttirirken buna
karsilik yikim yolu enzimierini baskilamaya calismaktir (Weber ve

ark 1983 ; Natsumeda ve ark 1984 ; Natsumeda ve ark 1985 ).

Plrin metabolizmas! agisindan salvage yolun esas enzimi
olan hipoksantin guanin fosforibazil transferaz enziminin aktivitesini
kanserli hucrelerde genel olarak artmis olarak bulunmustur (Camici
ve ark 1990; Weber ve ark 1983 ; Natsumeda ve ark 1994; Prajda
ve ark 1976). Bu davranis bicimi kanser hiicresinin niikleik asitlere

olan ihtiyacinin bir yansimasidir.

Salvage vyolun kullanilarak tek basamakla bazlarin
( Hipoksantin ve Guanin) kendilerine uyan niikleotidlere cevrilmesi
(IMP ve GMP) nikleotid havuzunun korunmasi agisindan kanser

hicresinin bir avantajidir.



27

Genel kabul olarak HGPRT nin salvage yol kabul edilmesine
ragmen bir ¢cok ¢alismada 5'nlikleotidaz (5’NT), Adenozin Deaminaz
(ADA), Pdrin Nukleotid fosforilaz (PNP) enzimleri de salvage yol
enzimi olarak kabul edilmektedirler. Buna karsiik 5'NT, ADA, PNP
enzimlerini yikim yolu enzimi olarak kabul eden c¢alismalara da
rastlanmaktadir. Bu durum hicre tipine veya kanser tipine goére

farkliliklar gostermektedir.

Adenozin deaminaz plrin metabolizmasinda anahtar rold
olan bir enzimdir. Katalizledigi reaksiyon sonucuda adenozin veya
deoksiadenozinden inozin veya deoksiinozin olusturmaktadir. Bu
deaminasyon reaksiyonu tek yoénlii olup bu metabolizma i¢in hiz

kisitlayici olarak gérilmektedir.

Kanserli hicrelerde veya dokularda adenozin deaminazin
aktivitesinin degisimini inceleyen bircok arastirma bulunmaktadir.Bu
caligmalarin sonucunda U¢ degisik sonugla karsilasmak mimkin
olmaktadir. Bir kisim arastiricilar kanser hicresinde ADA
aktivitesinin arttigini ve bunun kanser icin yeni bir diizenleme
oldugunu éne sirmektedirler. (Sufrin ve ark 1978 ; Koizumi ve ark
1984 ; Camici ve ark 1990 ; Durak ve ark 1994; Durak ve ark
1994; Durak ve ark 1997)

Bu aragtirmacilar mesane, cilt ve meme kanserli bazi
hastalarda ADA artigsinin salvage yola substrat saglanmasi
acisindan 6nemli oldugunu éne strmektedirler.Bu kanser turlerinde

artmig ADA aktiviteleri sonucu olusan inozin PNP tarafindan
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hipoksantine c¢evriimekte ve hipoksantin ise HGPRT tarafindan

salvage yola sokularak IMP olusumunda kullaniimaktadir.

Buna karsilik bazi ¢aligmalarda ise bas-boyun kanserlerinde
ve mide kanserli hastalarin lenfositlerinde ve larinks kanserlerinde
ADA aktivitelerinin disglik oldugu tespit edilmistir.(Dasmahapatra ve

ark 1985 ; Kojima ve ark 1985 ; Durak ve ark 1993)

Bu durum yukarida adi gecen kanser tiirlerinde niikleotid
havuzunu korumanin bir yolu olarak disiniimiastir. ADA
aktivitesinin  kanserli hastalarda distkitGgini tespit eden
arastirmacilar bu enzimin pirin metabolizmasinda ksantin oksidaz

gibi bir yikim yolu enzimi olarak ¢alistigini 6ne sirmektedirler.

Bizim c¢alismamizda maksilla kanseri ve larinks kanseri
hastalarinda doku seviyelerinde ADA aktivitesi 6lctimistir.
Galismamizda kanserli hastalarin  dokularinda enzim tayini
yapilirken iki farkli doku kontrol grubu olarak kullaniimistir. Maksilia
ve larinks kanserli hastalarin cerrahi sinirlarindan alinan dokular ve
fibr6z hiperplazi teshisi konmus hastalarin dokulari ¢ift kontrol
olarak kullaniimistir.  Cerrahi uygulamalarin bir kisminda kanserli
doku c¢ikarilirken histopatolojik olarak saglam oldugu tespit edilen
doku ise birakilmaktadir. Kanserli dokuya komsu doku histopatolojik
veya cerrahi olarak benign kabul edilse bile bu dokunun hiicresel
seviyede enzimatik degisiminin ne oldugu hastalijin metabolizmast
agisindan &nemlidir. Ozellikle yapilan bazi ¢alismalarda kanserli

dokuya komsu dokunun pirin metabolizmasi enzimleri agisindan
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kontrol grubuyla Kkarsilactiriidiginda kontrole gére degisiklikier
gosterdigi bulunmustur. Durak (1994) mesane kanserinde kanserli
dokudaki enzim aktivitesinin komsu dokuya gére daha yliksek
oldugu gézienmistir. Bu durum o6zellikle normal, kanser ve kansere

komsu dokudaki enzim aktivitelerini yansitmasi acisindan énemlidir.

Calismamizda maksilla kanserli hastalarin kansere komsu
dokularindaki enzim aktivite degerleri kanser grubuna gére daha
dugstk bulunmasina ragmen bunun istatistiksel bir anlami

bulunmamaktadir.

Larinks kanserinde ise kansere komsu dokulardaki ADA
aktivitesi kanserli dokuya goére yine disuklik gdstermesine ragmen

yine istatistiksel bir anlamhilik bulunmamaktadir.

Kontrol grubu olarak kabul edilen fibréz hiperplazili hastalarin
doku ADA aktiviteleri ile maksilla kanserli hastalarin ve larinks
kanserli hastalarin kansere komsu dokularindaki ADA aktiviteleri
benzer degerler yansitmaktadirlar.Fibréz hiperplazili hastalarin doku
ADA aktiviteleri, maksilla kanserli ve larinks kanserli hastalarin doku
enzim degerlerine goére daha dusiik bulunmustur. Fakat bu iligki

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Buldugumuz bu sonuclar 6zellikle Camici ve arkadaslarinin
(1990) yapmis oldugu kanser ve enzim iligkisini gdsteren
caligmadaki bazi sonuglarla benzerlik gostermektedir. Bu

arastirmada meme kanserinde ADA ve PNP aktivitesini artmis
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olarak bulurken buna karsiiik PNP’yi barsak kanserinde yliksek
olarak ADA aktivitesini ise kontrole gére degismemis olarak

bulmuslardir.

Bu arastirmada ve literatirdeki diger calismalarda da
goérulduagiu gibi kanserde ADA aktivitesi agisindan bir genelleme

yapmak mumkdin degildir.

Bizim calismamizda enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak
anlam ifade etmese bile fibréz hiperplazi hasta grubunda kansere
gore dusutkiuk gostermesi bu iki kanserde ADA’nin bir salvage yol

enzimi olma egilimi tasidigidir.

Kanserli hastalarda ADA aktivitesi agisindan bir genelleme
yapmak yerine ayni kanser tlrlerinde bir genelleme yapmak daha
spesifik bilgiler saglayabilir. Bu konuda yapilan ¢alismalar ile ayni
kanser turlerinde benzer sonuglarin elde edilmesi ve bir genelleme
yapiimasi o kanser tlriinde pilrin metabolizmasinda rol alan

enzimlerin davranis biciminin anlasiimasina yol acacaktir.

Enzimlerle ilgili bilgilerin bu sekilde birikmesi ve genel bir
gorusiin kabul edilmesi klinisyene hastaligin teshisinde, remisyonun
devaminda yardimci olabileceklerdir. Ayrica kanserde enzimlerle
ilgili bu tir genel kabullerin ortaya konulmasi hastahi§in tedavisinde
kullanilabilecek antimetabolitlerin bulunmasina ve bunlarin tedavide

kullaniimasina imkan saglayabilir.
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Bu konuda daha detayli ve daha genis calismalarin yapiimasi

konunun aydinlatimasina katkilarda bulunacaktir.
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6. SONUGLAR

Calismamizda maksilla kanserli ve larinks kanserli hastalarin
doku seviyelerinde ADA enzim aktiviteleri Gictilmistir. Kanserli
hastalarin dokularinda enzim tayini yapilirken iki farkli doku kontrol
grubu olarak kullaniimistir. Maksilla ve larinks kanserli hastalarin
cerrahi sinirlarindan alinan dokular ve fibréz hiperplazi teshisi
konmus hastalarin hastalarin dokulari ¢ift kontrol grubu olarak

kullaniimistir.

Calismamizda maksilla kanserli hastalarin kansere komsu
dokulardaki enzim aktivite degerleri kanser grubuna gére daha
disik bulunmasina ragmen bunun istatistiksel bir anlami

bulunmamistir.

Larinks kanserli grupta ise kansere komsu dokulardaki ADA
aktivitesi kanserli dokuya gore yine dustklik gdstermesine ragmen

istatistiksel bir anlamhilik bulunmamistir.

Kontrol grubu olarak kabul edilen fibréz hiperplazili hastalarin
doku ADA aktiviteleri ile maksilla kanserli hastalarin ve larinks
kanserli hastalarin kansere komsu dokularindaki ADA aktiviteleri

benzer degerler yansitmaktadiriar. Fibréz hiperplazili hastalarin
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doku ADA aktiviteleri, maksilla kanserli ve larinks kanserli hastalarin
doku enzim degerlerine gére daha disik bulunmustur. Fakat bu
iligki istatistiksel olarak anlamli degildir.

Bizim calismamizda enzim aktiviteleri arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlam ifade etmese bile fibréz hiperplazi hasta
grubunda kansere goére disukiik gostermesi bu iki kanserde

ADA’nIn bir salvage yol enzimi olma egilimi tasidigidir.
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7. OZET

Adenozin Deaminaz (ADA), adenozinin veya deoksiadenozin
inozin veya deoksiinozine hidrolitik deaminasyonunu katalizleyen bir
enzimdir. ADA tarafindan katalizienen reaksiyonun irreversibie
olmasindan dolayt bu enzim reaksiyonu adenozin degredasyonuna

oran kisitlayici basamaklardan biri olarak gériimektedir.

ADA bazi arastirmacilar tarafindan purin yolu enzimi olarak
kabul edilirken, bir kisim arastiricilar ise ADA’'nin ptrin salvage

yolunun bir enzimi oldugunu disiinmektedirler.

Bu arastirmada bas-boyun bélgesi kanseréz ve non-kansertz
dokularinda Adenozin Deaminaz enzim aktivitesi incelenmistir. 8
larinks kanserli ve 7 maksilla kanserli hastadan operasyon sirasinda
alinan kanser dokulari ve cerrahi sinira ait saglam dokular
kullanilmigtir. Ayrica ikinci bir kontrol grubu olusturmak amaciyla
10 hastadan elde edilen oral mukozaya ait fibréz hiperplazik dokular

da kultaniimistir,



35

Her iki kanser grubundaki ADA enzim aktiviteleri cerrahi
sinirlara ait kontrol dokularina gére daha yliksek tespit edilmesine
ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamh bulunmamustir. Ayni
zamanda fibréz hiperplazik dokulardaki enzim aktiviteleri her iki
kanser grubuna gére daha disik bulunmakla beraber aralarindaki

farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Bu arastirmada ve literatlirdeki dider calismalarda da
goraldigt gibi kanserde ADA enzim aktivitesi acisindan bir

genelleme yapmak mimkiin degildir.
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8. SUMMARY

Adenosine Deaminase (ADA) is an enzyme catalyzing
hydrolytic deamination of either adenosine or deoxyadenosine to
inosine or deoxyinosine, respectively. Because of the irreversibility
of the reaction catalyzed by ADA, this enzyme reaction seems to be

one of the rate limiting steps in adenosine degradation.

Some researchers believe ADA to be a plrine enzyme and

some others consider it to be a plrin salvage pathway enzyme.

In this study we investigated the activity of Adenosine
Deaminase enzyme in cancerous and non cancerous tissues of
head and neck. We used the cancerous tissues and surgical
margins of 8 larynx cancer patients and 7 maxilla cancer patients.
Second control group consisted of fibrous hiperplastic tissues of 10

patients who had gone under preprosthetic surgery.

The ADA enzyme activities in both cancer groups were found
to be higher than the control group, though this difference was not

statistically significant. Similarly, the ADA enzyme activities of
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fibrous hiperplastic tissues were lower than the two cancer groups

but not statistically significant.

This study and other studies in literature shows that, it is not

possible to generalize the activity of ADA enzyme in the cancer.
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