
  ------ 2005، 61-53اص بعلوم الحياة، صخ، 6، العدد16 مجلة علوم الرافدين، المجلد------ 

53 

  دراسة إمكانية استخدام انزيم الأدينوسين دي امينيز في تشخيص مرض التدرن
  

  صبحي حسين خلف           محسن أيوب عيسى

  قسم علوم الحياة  
    كلية العلوم

  جامعة الموصل
  

 )28/4/2002، تاريخ القبول 12/1/2002تاريخ الاستلام (

  

  الملخص

   ADAفعاليـة أنـزيم الأدينوسـين دي أمينيـز     تناول هذا البحث إمكانية الاسـتفادة مـن قيـاس      

(Adenosin Deaminase)     لتشخيص مرض التدرن وبينت النتائج أن فعالية هذا الأنـزيم تـزداد عنـد  

أقل  ) Pulmonary Tuberculosis(الإصابة بالتدرن وأن زيادته في المصل عند الإصابة بالتدرن الرئوي 

 Pleural effusion( عند الإصـابة بتدرن ذات الجنــب مما في حالــة سائـل الانصبـاب الجنبي 

Tuberculosis (              ووجد أن القيم العالية للفعالية في حالة تدرن ذات الجنب تجعله فحصاً متخصصاً مقارنة

بفحوصات البروتين الكلي وتعداد كريات الدم البيض التي أكدت النتائج على أنها فحوصات مفيدة ولكنهـا                

 . المجالغير متخصصة في هذا

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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Department of Biology 
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ABSTRACT 

This research deals with the possibility  of assaying the activity of adenosin 
deaminase (ADA) for Tuberculosis diagnosis. Results indicated that its activity increases 
by Tuberculosis  infection though its level in serum is lower than in pleural effusion 
samples due to infection by pleural effusion Tuberculosis. The high values of ADA 
activity on pleural effusion infection, makes this a specific  test  for Tuberculosis 
infection rather than total protein test and leucocyte differentiation number  which are not 

specific tests for this case.  
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  المقدمة

 Adenosin Amino ويـسمى كـذلك   ADA (  Adenosin Deaminase( الأدينوسين دي أمينيز

Hydrolase                هو أحد الأنزيمات المعروفة الذي يحفز الإزالة الأمينية غير العكسية ذلك من خلال تفاعـل 

  .التحلل المائي للأدينوسين وتحويله إلى الأينوسين مع تحرر الأمونيا

 من الأنزيمات واسعة الانتشار في خلايا اللبائن وقد عزل كذلك من بعـض الأحيـاء                ADAوأنزيم  

المجهرية والخمائر وطفيليات الملاريا وينتشر في معظم السوائل الجسمية للإنسان سواء فـي المـصل أو                

  ).1996ميكائيل، (البلازما أو سائل النخاع الشوكي والانصبابات الجنبية 

 يلعب دوراً مهماً وأساسياً في تمايز الخلايا اللمفية خاصة نـوع            ADAدراسات أن   وقد أوضحت ال  

(CD4) T     لذا فإن نقص هذا الأنزيم في الإنسـان عن المعـدل الطبيعـي يـؤدي إلـى عـــدد مـن 

 ;Hutton et al., 1981; Farrari  et al., 1993; Cortan et al., 1994(أمـراض العـوز المناعـــي   

Michael et al., 1995(  ولا يقتصر تأثير الخلل في مستوى الأنزيم على الأمراض المناعية فحسب بـل ،

إن زيـادة أو نقصـان مستوى فعاليتـه يكون متزامنـاً مـع عدد مـن الأمــراض الأخـرى أيـضاً          

   ).Casanova et al., 1992; Cortan et al., 1994; Michael et al., 1995 ؛ 1996ميكائيل ، (

تعلق بالتدرن فقد أجريت العديد من الدراسات خلال عقد السبعينات حول الموضـوع كـان               وفيما ي 

 حيث درسوا خمسة مجموعات     1978 وجماعته عام    Pirasأهمها النتائج التي توصل إليها العالم الإيطالي        

 ـPleural Effusionمن المرضى الذين يعانون من تجمع سائل الإنصباب الجنبي  ين  لأسباب مختلفة ، تب

 لدى المجموعة التي تمثل تدرن ذات الجنب هي أربعة أضعاف           ADAمن خلال الدراسة أن فعالية أنزيم       

  ).Pirase et al., 1988(فعاليته في المجاميع الأخرى

كما تـم التركيز علـى دراسـة فعاليـة هذا الأنزيم في سائـل النخـاع الـشوكـي ودوره فـي                

 وأثبت إمكانيـة تشخيـصيـة جيــدة لهــذا المــرض     Meningitis Tuberculosisتدرن السحايا 

   ).; Segura et al., 1989 Donald et al., 1986 ؛ 1996ميكائيــل، (

كما أن زيادة فعالية الأنزيم في مصل المرضى المصابين بالتدرن الرئوي خاصـة فـي الحـالات                 

دم قد نال اهتمام عدد من البـاحثين        الفعالة أو خلال الإصابة الثانوية وعند وصول الجرثومة إلى مجرى ال          

إلا أن التداخل الذي يحصل بين تركيز الأنزيم في المصل وما يتحرر منه من كريات الدم الحمراء خلال                   

عمليات تحضير عينات الدم للحصول على المصل يحتاج إلى دقة كبيرة في عملية إعداد العينـة وقيـاس                  

يصياً داعماً وليس أساسياً لتشخيص هذه الحالات مـن التـدرن           الفعالية الأمر الذي جعله يعد اختباراً تشخ      

  ).Segura et al., 1989 ؛ 1996ميكائيل، (

   وتكمن أهمية الاختبار في دعم التشخيص عندما تكون نتائج الفحص المجهري والزرعـي سـالبة              

SNCN)  Sharma and Mohan, 1996.(  
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 فعالية الأنزيم وهذه الطرق تكـون سـريعة         وعادة تستخدم طرق لونية لإجراء هذا الاختبار وبيان       

وسهلة الإجراء عند توفر مستلزمات العمل لذا فهذا الاختبار يستخدم حالياً في المناطق الموبوئة لتشخيص               

 Berger(حالات تدرن ذات الجنب بشكل خاص وكاختبار داعم في تشخيـص حـالات التدرن الأخـرى 

and Mijia, 1978 ; Pirase  et al., 1988 ; Sharma  and Mohan, 1996 ;.(  

  

  المواد المستعملة وطريقة العمل

  العينات. 1

 مريضاً وعينات سائل الانصباب الجنبـي       (58)لغرض إجراء هذا الاختبار سحبت عينات الدم من         

 مريضاً شخصت حالاتهم من قبل مركز مكافحة التدرن والأمراض الصدرية على أنهـا تـدرن                (25)من  

عينة من حالات تدرن ذات الجنب لغرض اختبار        ) 12( الجنب على التوالي وتم اختيار       رئوي وتدرن ذات  

 . العدد التميزي لخلايا الدم البيض

  

  طريقة العمل. 2

 مايكروليتر من المصل أو راشح سائل الانصباب الجنبي إلى أنبوبة اختبار نظيفة معقمة              (100)أخذ  

ووضعت الأنابيب في حمام مائي بدرجة      ) الأدينوسين  ( س   من محلول المادة الأسا    3 سم (1)وأضيف إليها   

 دقيقة لغرض حصول التفاعل الأنزيمي وتحرر الامونيا ، بعـدها أضـيفت كواشـف               (60) م لمدة    (37)

 من محلول الفينول إلى خليط التفاعل السابق كمـا  3 سم(3) ذلك بإضافة Marbach’s Reagentsمارباخ 

ورات الصوديوم ومزجت بصورة جيدة ووضعت الأنابيب بعدها فـي       من محلول هايبوكل   3 سم (3)يضاف  

بعـدها اسـتخدم جهـاز المطيـاف        ) يتحول اللون إلى الأزرق     (  دقيقة   (30) م لمدة    (37)الحمام المائي   

  . نانومتر(630) لقياس شدة الامتصاص عند طول موجي Spectrophotometerالضوئي 

 الأمونيوم لأجل التعبير عن الفعالية النوعيـة للأنـزيم          وتمت الاستعانة بمنحني قياسي من كبريتات     

  ).نانومول من الأدينوسين المتحول لكل دقيقة لكل ملغم بروتين ( والتي تمثل 

  

  قياس بروتين المصل وسائل الانصباب الجنبي وتحضير المنحى القياسي للبروتين. 3

ل الطريقة وتحـضير الكواشـف   تفاصي) ( John et al., 1974(استخدمت طريقة لاوري استناداً  

A,B,C    من المصل وسائل الانصباب الجنبي في       3 سم (1)لهذا الغرض حيث أخذ     )  مبينة في هذا المصدر 

 (10) ومزج المحلول جيداً وتـرك لمـدة         C من كاشف    3 سم (5)أنبوبة اختبار نظيفة معقمة وأضيف له       

يداً وترك لمدة دقيقة واحدة بدرجة حرارة  كاشف الفولين ومزج ج  (0.5) م ثم أضيف له      (25)دقائق بدرجة   

 (750)الغرفة ثم قيست شدة امتصاص اللون الناتج باستخدام جهاز المطياف الـضوئي بطـول مـوجي                 

  . ماء مقطر3 سم(1) بإضافة الكواشف أعلاه إلى Blankنانومتر ، وحضر البلانك 
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 BSA المـصل البقـري      ولتحضير المنحى القياسي للبروتين أخذت تراكيز متدرجة من البـومين         

 وأضفيت له كواشـف طريقـة       3 سم (1) وأخذ من كل تركيز      3سم/  مايكروغرام   (0-1000)تتراوح بين   

لاوري أعلاه وقيست شدة الامتصاصية بنفس الطريقة وتمت الاستعانة بهذا المنحنـى القياسـي لمعرفـة                

  .تركيز البروتين في المصل وسائل الانصباب الجنبي

  

  Differential WBC Count لخلايا الدم البيض العدد التمييزي. 4

-15) لمـدة  ( g 3000 )أجريت عملية طرد مركزي للعينات المختارة من سائل الانصباب الجنبي 

 دقيقة وازيل الراشح ووضعت قطرة من الراسب على شريحة زجاجية وفرشت ثم جففت في الهـواء                 (10

ففت الصبغة على الشريحة بإضافة حجم مساوٍ مـن         وغمرت الشريحة بصبغة كمزا لمدة دقيقة واحدة ثم خ        

 دقائق بعدها غسلت الشريحة بالماء وجففت وفحصت تحت العدسة الزيتيـة            (8)الماء المقطر وتركت لمدة     

 خلية دم بيضاء وحددت نـسبة الأنـواع المختلفـة مـن هـذه الخلايـا خاصـة                   (100)حيث تم تعداد    

(Neutrophiles) العدلة و (Lymphocytes)مفية الل.  

  

  النتائج والمناقشة

 النتائج المستحصلة من دراسة علاقة فعالية أنـزيم الأدينوسـين دي أمينيـز        (2,1)توضح الأشكال   

ADA                في مصل المصابين بالتدرن الرئوي وتدرن ذات الجنب على التوالي حيث يلاحظ حصول زيـادة 

 من العينات الكلية ويلاحظ أن جميع       51.7% مريضاً أي بنسبة     (30)في الفعالية النوعية للأنزيم في مصل       

 حالة أظهرت زيادة فـي      (19)والبالغة  ) الموجبة للفحص المجهري المباشر     ( الحالات الفعالة من التدرن     

 حالة سالبة للفحـص المجهـري       (11) بينما كانت هذه الفعالية مرتفعة في        100%فعالية الأنزيم أي بنسبة     

 فعالية الأنزيم الملاحظة خاصة في الحالات الفعالة من التدرن قـد            ، إن الزيادة في    28.2%المباشر بنسبة   

 David(يعزى إلى أن الإصابة الرئوية عادة ما تؤدي إلى تلف وتخريب في الأنسجة المصابة من الرئة 

and Frank, 1996 ; Tax  and Veerkamp, 1978  ( والمعروف أن أنزيمADA   موجود فـي معظـم 

 ;Tax  and Veerkamp, 1978( عن كريات الدم الحمراء والخلايا اللمفية وغيرها الخلايا النسيجية فضلاً

Dons, 1981 ( وبالتالي فإن الأنزيم وبسبب الضرر النسيجي سوف يتحرر ويصل إلى مجرى الدم وتزداد

 ذلـك أن    100%فعاليته هناك عن الحد الطبيعي لذا كانت هذه الزيادة في الحالات الفعالة مـن التـدرن                 

  )David  and Frank, 1996(رر النسيجي في هذه المراحل من الإصابة يكون في أعلى مـستوياته  الض

من جهة أخرى فإن هذا الأنزيم يدخل في تحفيز وتمايز الخلايا البيضاء وإذا ما علمنا أن معظم الاستجابة                  

فيمكن من جانب آخر ) Michael et al., 1995(المناعية تجاه الإصابة بجرثومة التدرن تمثل مناعة خلوية 

  .تفسير زيادة الفعالية لهذا الأنزيم في إصابات التدرن
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 1شكل  ال( من الجدير بالذكر أن الزيادة في قيم الفعالية النوعية للانزيم والملاحظة في حالة المصل               

قريبة من الزيادات الملاحظة في إصابات رئوية وغير رئوية سواء كانت جرثومية كذات الرئة وحمـى                ) 

مما يضعف من   ) 1996ميكائيل،  (مالطا والتيفوئيد والملاريا أو غير جرثومية كالسرطان والربو وغيرها          

ت التـدرن  صفة التخصص لهذا الفحص في حالة المصل وأن أهميته تزداد في دعـم التـشخيص لحـالا    

 ـ( الرئوي عندما تكون نتيجة الفحص المجهري سالبة وتشير نتائج هذه الدراسـة              إن النتـائج    ) 1شكل  ال

 ممـا  ( P < 0.01 )الموجبة لهذا الفحص كانت أفضل مما للفحص المجهري المباشر ويفرق معنوي كبير 

  .الرئوييضعه بمستوى الفحص الداعم لنتائج فحوصات أخرى في تشخيص حالات التدرن 

 والخاصة بعينات سائل الانصباب الجنبي فـيلاحظ        (2)أما فيما يتعلق بالنتائج الموضحة في الشكل        

من العينـات الكليـة وكانـت الزيـادة         ) 68%( حالة أي بنسبة     (17)وجود زيادة في الفعالية النوعية في       

حـالات سـالبة الفحـص    فيما يتعلق بال) 42.8%(بالنسبة للحالات الموجبة للفحص المجهري و    ) %100(

  .المجهري

نجد أن الحالات الموجبة باستخدام هـذا الفحـص          ) 1شكل  ال( وبالمقارنة مع نتائج عينات المصل      

كانت أكبر في هذه الحالة فضلاً عن أن القيم الموجبة للفعالية النوعية كانت أعلى بشكل واضح مما لعينات                  

جنبي المرتفع من الخلايا اللمفية ذات المحتوى العالي        المصل وهذا قد يعود إلى محتوى سائل الانصباب ال        

الذي يسبب انفجارها نتيجة الإصابات بعـصيات التـدرن أو   ) Tax and Veerkamp, 1978(من الأنزيم 

حاجتها لوجود الأنزيم لغرض التمايز والنضوج إلى زيادة فعاليته بشكل واضح فـي هـذا الـسائل عنـد                

رشح عن الأنسجة المتضررة القريبة وبالمقارنة مع الإصابات الأخـرى          الإصابة بالتدرن فضلاً عن ما يت     

التي تؤدي إلى تجمع هذا السائل كالأورام الخبيثة للرئة والإصابات الجرثومية كذات الرئـة أو إصـابات                 

الجهاز الهضمي وغيرها فإن فعالية الأنزيم تزداد حوالي أربعة أضعاف الزيـادة الملاحظـة فـي حالـة                  

الأمر الذي يجعل هذا الفحص متخصصاً في قيمه العالية فـي  ) Pirase  et al., 1988(خرى المسببات الأ

فضلاً عن أن إجراء هذا الفحص بعد توفر مستلزماته يعـد           … دعم تشخيص إصابات تدرن ذات الجنب       

كثـر  سهلاً وسريع النتائج كما أظهرت نتائج الدراسة أن النتائج الموجبة التي ظهرت بهذا الفحص كانت أ               

  .( P < 0.05 )وبفرق معنوي  ) 2شكل ال( مما لوحظ في حالة نتائج الفحص المجهري المباشر 

إن الخصائص الإيجابية للفحص في حالة عينات سائل ذات الجنب المذكورة آنفاً قد تجعله فحصاً متميـزاً                 

 والعدد التفريقـي    مثل تقدير البروتين الكلي    ) 1جدول  ال( مقارنة بفحوصات أخرى تستخدم لنفس الغرض       

لكريات الدم البيضاء والتي تستخدم بشكل روتيني في تشخيص هذا النوع من التدرن وأن العينـات فـي                  

وحيث أن المجموعة الأخيرة قد لا تمثـل        ) كل مجموعة أربعة عينات     ( الجدول مقسمة إلى ثلاثة مجاميع      

   نسبة الخلايا اللمفاوية فلا يمكنحالات تدرن ومع ذلك فقيم البروتين الكلي لها عالية مع ارتفاع
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. في مصل المشتبه إصابتهم بالتدرن الرئويADAالفعالية النوعية لأنزيم : 1الشكل 
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    58  عدد العينات الكلي

  العينات التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم نسبة للعينات الكلية 

 حص المجهري التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم العينات موجبة الف

  العينات سالبة الفحص المجهري التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم

 *Cut-Off Level  : يمثل المستوى الطبيعي لفعالية الانزيم في المصل  
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ات  في عينات سائل الانصباب الجنبي للمشتبه إصابتهم بتدرن ذADAالفعالية النوعية لأنزيم : 2الشكل 
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  الفحص المجهري للقشع  سالب

  الفحص المجهري للقشع موجب

Cut-Off* 
Level 
(44.3 

nM/min/mg 
protein) 

   25  عدد العينات الكلي

  ة للعينات الكلية العينات التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم نسب

  العينات موجبة الفحص المجهري التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم 

  العينات سالبة الفحص المجهري التي أظهرت زيادة في فعالية الأنزيم

 *Cut-Off Level  : يمثل المستوى الطبيعي لفعالية الانزيم في سائل الانصباب الجنبي  



60 وب عيسىمحسن أي صبحي حسين خلف و

 ,.John  et al(اعتبار هذه الفحوصات متخصصة علماً أن قيمها ترتفع بوجـود مـسببات أخـرى    

لذا يمكن استخدام هذه الفحوصات في حالة وجود نتائج لفحوصات أخرى لدعم التشخيص مقارنـة         ) 1974

دما تكون نتائج    في قيمه العالية وتبرز أهمية هذه الصفة عن        ADAبصفة التخصص في فحص فعالية أنزيم       

  . الفحص المجهري المباشر سالبة ويحصل الشك بوجود حالة تدرن
  

العدد التفريقي لكريات الدم البيض وكمية البروتين الكلي لعينات سائل الانـصباب الجنبـي              : 1الجدول  

  . في تشخيص تدرن ذات الجنبADAمقارنة بالفحص المجهري وفعالية انزيم 
العدد التفريقي لكريات الدم***

  ت  البيض
  رقم العينة*

  الأصلي

ص الفح*

المجهري 

  .Z.Nلصبغة 

الفعالية النوعية لأنزيم *
ADA  

البروتين **

الكلي 
gm/100 

ml   اللمفية% %العدلة    

 4 96 5.7  يوجد زيادة في الفعالية + 4 1

 8 92 5.2  يوجد زيادة في الفعالية + 7 2

 14 86 8.0  يوجد زيادة في الفعالية + 15 3

 20 80 6.5  يوجد زيادة في الفعالية + 22 4

 5 95 4.6  يوجد زيادة في الفعالية - 3 5

 25 75 5.5  يوجد زيادة في الفعالية - 8 6

 60 40 3.1  يوجد زيادة في الفعالية - 16 7

 73 37 4.2  يوجد زيادة في الفعالية - 20 8

 85 15 7.8  لا توجد زيادة في الفعالية - 1 9

 65 35 3.8   توجد زيادة في الفعاليةلا - 5 10

 58 42 6.6  لا توجد زيادة في الفعالية - 19 11

 74 26 6.4  لا توجد زيادة في الفعالية - 23 12

  .2  استندت إلى المعلومات الموضحة في الشكل *
  .(gm/100 ml 3) أعلى مستوى طبيعي لبروتين سائل الانصباب الجنبي  **

  .ة عدد الخلايا اللمفية في سائل الانصباب الجنبي محدود جداً في الحالات الطبيعي***
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