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Summary: Measurement of pleural adenosine deaminase activity (ADA) is a useful diagnostic tool for tubercu-
lous pleurisy, but false-positive findings from non-tuberculous effusions have been reported. In order to improve
diagnostic value of ADA it is recommended to estimate activity of both ADA1 and ADA2 izoenzymes or 2’-
deoxyadenosine/adenosine activity ratio.

In order to evaluate ADA as a diagnostic parameter total ADA, with adenosine as a substrate, and 2’-deoxyadenosine/
adenosine activity ratio were measured in tuberculous and malignant pleural effusions. Altogether, 26 pleural exudates
(11 tuberculous and 15 malignant) were selected. ADA either with adenosine or 2’-deoxyadenosine was determined
by colorimetric method of Giusti. Each pleural fluid sample was diluted prior to the assay (1:8) to avoid enzyme
inhibition which was observed in nondiluted pleural effusions. The ADA level reached the diagnostic cut-off set for
tuberculous effusions (40 U/L) in every 11 tuberculous exudates with the mean value of 85,3+47,1U/L; in 9 of these
the 2’-deoxyadenosine/adenosine ratio was less than 0,45. In the malignant group of patients, no one ADA level ex-
ceed 40 U/L, being estimated at 10,6+7,7 U/L (p<0,001). In 10 of these 15 exudates the 2’-deoxyadenosine/adenosine
ratio was undetectable, in four it was less than 0,45 and only in one it was over 0,45.

We concluded that ADA measured by the Giusti method proceeded by the dilution 1:8 of the pleural effusion
samples very good differentiates tuberculous from malignant pleurisy, without the necessity to determine the
2’-deoxyadenosine/adenosine ratio The investigation needs to be continued on the more numerous groups of

patients.
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Aktywno$¢ deaminazy adenozyny (Adenosine
Deaminase Activity — ADA) jest parametrem przy-
datnym w rozpoznaniu gruzliczego wysickowego
zapalenia optucnej. Wysoka ADA w plynie opluc-
nowym moze potwierdzaé proces gruzliczy, podczas
gdy niska ADA z wysokim prawdopodobienstwem
go wyklucza (8). Podwyzszona aktywno$¢ nie jest
jednak swoista 1 moze wystgpowac takze w nie-
ktorych wysigkach nowotworowych, w ropniaku
optucnej czy reumatoidalnym zapaleniu optucnej
(11). Zdecydowanie wyzsza swoisto$¢ uzyskuje si¢
zawezajac badania do wysigkow limfocytarnych (1).

Znane sa dwa izoenzymy deaminazy adenozy-
ny, ADAI1 i ADA2, rézniace si¢ locus genowym,
wlasciwos$ciami (masa czasteczkowa, optimum pH,
wzgledna swoistoscia substratowa, wrazliwoscia na
inhibitory) oraz wystgpowaniem w r6znych komor-
kach. ADA1, izoenzym wystepujacy powszechnie
w komorkach, charakteryzuje sig¢ zblizonym powi-

nowactwem do adenozyny i 2’-deoxyadenozyny
(5). Izoenzym ADA?2 ma czterokrotnie nizsze powi-
nowactwo do 2’-deoxyadenozyny niz do adenozyny
oraz nie wystepuje we wszystkich rodzajach komo-
rek. ADA2 towarzyszy ADA1 w monocytach-ma-
krofagach, z ktorych ten izoenzym jest uwalniany
do plynéw biologicznych pod wplywem zakazen
mikroorganizmami wewnatrzkomorkowymi (3, 15).
Gakis i wsp. (4) oraz Valds i wsp. (13) wykazali,
ze na wysoka ADA (mierzona wzgledem adenozy-
ny) w gruzliczych wysigkach optucnowych sktada
si¢ aktywnos$¢ obu izoenzymdw z przewaga ADA2.
Autorzy zaproponowali, zeby niski stosunek aktyw-
nosci wzgledem 2’-deoxyadenozyny do aktywnosci
wzgledem adenozyny (ponizej 0,45), wskazujacy
na wigksze zaangazowanie ADA?2, przyja¢ jako
kryterium réznicujace wysigki gruzlicze od innych
wysiekdéw optucnowych z wysoka catkowita ADA
mierzona wzgledem adenozyny.
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W pracy oznaczano catkowita ADA (wzgledem
adenozyny) i stosunek aktywno$ci wzgledem 2’-
deoxyadenozyny do adenozyny w gruzliczych
1 nowotworowych wysigkach optucnowych, w celu
dokonania wiasnej oceny wartosci diagnostyczne;j
tego parametru.

Metoda i material

U wszystkich chorych, u ktérych na podstawie badan obra-
zowych stwierdzono obecnos$¢ pltynu w jamie optucnej prze-
prowadzono wstgpne rozroznienie pltyndéw przesigkowych
od wysigkowych na podstawie oceny parametréw fizykoche-
micznych. W tym celu postuzono si¢ kryteriami Light’a (11).
U chorych z plynem wysigkowym wykonano badanie ogolne,
cytologiczne i mikrobiologiczne ptynu optucnowego, a w razie
potrzeby — iglowa biopsj¢ oplucnej i/lub torakoskopig. Inne
badania dodatkowe planowano i przeprowadzono w oparciu
o dane kliniczne. Nalezaly do nich m.in. badanie mikrobiolo-
giczne plwociny, badanie bronchofiberoskopowe z badaniami
mikrobiologicznymi, cytologicznymi i histologicznymi ma-
terialow pozyskanych podczas zabiegu, badania obrazowe
dotyczace ptuc i optucnej, sutkow, narzadow jamy brzusznej
i serca. Sposrod wysigkow o roznej etiologii do badania wila-
czono wysigki o etiologii gruzliczej i nowotworowe;j.

Charakterystyka badanych grup chorych

Na podstawie w/w badan rozpoznano etiologi¢ gruzlicza
ptynu u 11 chorych, a nowotworowa u 15 chorych. Wsrod
chorych z gruzliczym wysigkowym zapaleniem optucnej byto
9 mezczyzn i 2 kobiety $redniej wieku 49,3+20,7 lat (przedziat
29-851at). U 6 0sOb stwierdzono wysigk w prawej jamie optucnej,
u 5 — w lewej jamie optucnej. Potwierdzenie gruzliczej etiolo-
gii wysigku uzyskano u 9 o0sob na podstawie wyniku badania
histologicznego bioptatdéw z optucnej (obecna ziarnina gruzli-
czopodobna), u 1 osoby stwierdzono obecnos$¢ Mycobacterium
tuberculosis w plynie oplucnowym (mikroskopia, posiew,

identyfikacja materiatu genetycznego) i u 1 osoby — obecnos¢
licznych pratkow M. tuberculosis w plwocinie (mikroskopia,
posiew, identyfikacja materiatu genetycznego), przy jednocze-
snej obecnosci limfocytarnego wysigku w optucne;.

Grupg chorych z nowotworowym, wysigkowym zapaleniem
optucnej stanowito 15 0s6b (6 M, 9K), srednia wieku 67,1£10,0
lat (przedziat 43-83 lat). U 7 0sob stwierdzono wysigk w pra-
wej, u 8 0s6b w lewej jamie optucnej. U 8 0sdb potwierdzono
obecnos¢ ognisk nowotworowych w optucnej (obecnos¢ ko-
morek nowotworowych w ptynie — 4 osoby, obecno$¢ ognisk
nowotworu w bioptatach oplucnej pozyskanych za pomoca
biopsji igtowej lub torakoskopowej — 6 0s6b). U pozostatych
7 oso6b podstawe do rozpoznania nowotworowej etiologii
wysigku stanowit sugestywny obraz kliniczny, wyniki badan
obrazowych, potwierdzenie obecnosci choroby nowotworowej
w lokalizacji innej niz jama optucnej przy jednoczesnym wy-
kluczeniu innej etiologii ptynu.

Poréwnanie niektorych cech fizykochemicznych oraz skta-
du komoérkowego wysigkéw gruzliczych i nowotworowych
przedstawiono w tabeli I.

Oznaczanie ADA

Catkowita ADA oraz aktywno$¢ wzgledem 2’-deoxyade-
nozyny oznaczano kolorymetryczna metoda wg Giusti (6).
W skrécie, 50 pl ptynu (dwie réwnolegle proby) inkubowano
przez 60 min. w 37°C z 1 ml 21 mM adenozyny (albo 21 mM
2’-deoxyadenozyny) w 50 mM buforze sodowo-fosforanowym
pH 6,5. Uwolniony amoniak byt oznaczany w reakcji z 3 ml
106 mM fenolu z 0,17 mM nitroprusydkiem sodu w obecno$ci
3 ml alkalicznego roztworu podchlorynu sodu (11 mM NaOCl
z 125 mM NaOH) przez 30 min. w 37°C. Ekstynkcje (E) mie-
rzono przy dlugosci fali 628 nm wobec wody destylowane;.
W celu wykluczenia amoniaku niepochodzacego z reakcji
deaminacji, rownolegle wykonywano trzy proby kontrolne:
probe odczynnikowq, z buforem fosforanowym zamiast roz-
tworu adenozyny i woda destylowana zamiast ptynu, probe
adenozynowq, gdzie tylko ptyn zastapiono woda oraz probe
Slepq z buforem fosforanowym zamiast roztworu adenozyny.
Jako standard stosowano 1ml 75 pm siarczanu amonowego

Tabela I. Cechy fizykochemiczne oraz sktad komérkowy wysigkow gruzliczych i nowotworowych

Table I. Chemical properties, total and differential cell count in tuberculous and malignant effusions
Wysigk / effusion

Badane parametry / Examined parameters Gruzliczy / Nowotworowy /

tuberculous malignant
Cigzar wlasciwy / Specific gravity (g/L) 1022+2,29 1019+3,25
pH 7,32+0,1 7,34+0,15
Stezenie biatka w ptynie / Pleural fluid protein (g/L) 50,1+7,7 43,3+9,2
Stezenie biatka w ptynie: stgzenie biatka w osoczu / 0.74+0.1 0.66+0.1

Pleural fluid protein : serum protein ratio

Aktywno$¢ LDH w plynie / Pleural fluid LDH (U/L)

1828,1+£1411,0 2164,23+£2843,76

LDH w ptynie: LDH w osoczu / Pleural fluid: serum LDH ratio 2,6+1,66 3,31+4,52
Stezenie glukozy w ptynie / Pleural fluid glucose (mg/dL) 69,10+£27,12 83,92+42 .4
Liczba komorek jadrzastych w ptynie /mm? / Total cell count /mm? 2592+1473,6 1310+784,32
Makrofagi/monocyty (%) 4,95+2.9 13,4249,67
Limfocyty / Lymphocytes (%) 88,3+8,13 64,54+20,67
Neutrofile / Neutrophiles (%) 4,7+6,55 14,38+8,68
Eosinofile / Eosinophiles (%) 1,9+4,46 2,15+4,44
Komorki migdzybtonka (%) / Mesothelial cells (%) 0,15+0,24 2,65+3,33
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w miejsce roztworu adenozyny, z woda zamiast ptynu. ADA
wyrazang w jednostkach aktywnosci na jeden litr {U/L} obli-
czano zgodnie ze wzorem:

Aktywnosé (37°C) =

=50{U/L} x [(E
/ [Es&andard_ odezynnikowal?

gdzie 1U odpowiada uzyskanemu 1 mikromolowi produktu
reakcji w czasie 1 min. w standardowych warunkach tempera-
tury i pH.

Ze wzgledu na zaobserwowane hamowanie ADA w nie-
rozcienczonych ptynach, wszystkie ptyny przed oznaczeniem
rozcienczano o$miokrotnie 50 mM buforem sodowo-fosfora-
nowym pH 6,5.

plyn-Es lepa) - (Eadenozyno\va-Endczynmkowa) ]

Wyniki badan

W serii do§wiadczen stwierdzono, ze dwu- 1 czte-
rokrotne rozcienczanie ptynow oplucnowych nie
powoduje proporcjonalnego spadku ADA, co
ilustruje linia A na rycinie 1, sporzadzonej na pod-
stawie wybranego przyktadu. W celu sprawdzenia
poprawnosci wykonywanego pomiaru, zmierzono
aktywno$¢ komercyjnego preparatu deaminazy
adenozyny o stezeniu wyjsciowym 50 U/L oraz
w rozcienczeniach 1:2 i 1:4. Oznaczona aktywnos$¢
byta proporcjonalna do stopnia rozcienczenia (ryc.
1. linia B). Dodanie 10 pl 5000 U/L ADA do 1 ml
ptynu oplucnowego spowodowato, ze nie obserwo-
wano proporcjonalnego spadku aktywnosci wraz
z rozcienczaniem proby, podobnie jak w przypadku
samego plynu (ryc. 1, linia C). Opisane zjawisko
wskazuje, ze w plynie oplucnowym wystepuje
blizej nieokreslony czynnik hamujacy ADA i by

Ryc.1  Hamowanie ADA w plynie optucnowym

Inhibition of ADA in pleural effusion

pomiar byl poprawny nalezy plyn uprzednio roz-
cienczy¢. (Ryc. 1.)

Dla ustalenia stopnia rozcienczenia wybrano
kilka ptynéw gruzliczych. Dopiero o$miokrotne
rozcienczenie ptynu powoduje proporcjonalnie dwa
razy nizsza ADA niz przy rozcienczeniu czterokrot-
nym. W dalszych oznaczeniach ADA rozcienczano
ptyny oplucnowe buforem sodowo-fosforanowym
w stosunku 1:8. (Ryc. 2)

We wszystkich przypadkach chorych na gruzlice
ADA byta wigksza od 40 U/L, wartosci, ktora wielu
autorOwW uwaza za graniczna (2, 5, 9) 1 wynosila
srednio 85,3+47,1 U/L. Jednoczesnie w zadnym
z ptynéw nowotworowych ADA nie przekroczyta
wartosci 40 U/L, osiagajac $rednio 10,6+7,7 U/L,
co jest r6znica wysoce znamienna, p<0,001 (Mann-
Whitney U-test). (Ryc.3)

W dalszej kolejnosci oznaczano aktywno$¢
enzymu wobec 2’-deoxyadenozyny i wyliczano
stosunek aktywnosci wzglgdem obu substratow:
2’-deoxyadenozyna/adenozyna (ryc. 4). W 9/11
ptynéw gruzliczych stosunek ten byt ponizej 0,45.
W dwoch przypadkach wynosit jednak okoto 0,6.
W wigkszosci ptynéw nowotworowych (10/15)
aktywno$¢ z 2’-deoxyadenozyna jako substratem
byta ponizej czutosci, uniemozliwiajac wyliczenie
wspotczynnika 2’-deoxyadenozyna/adenozyna.
W czterech przypadkach wspotczynnik byt ponizej
0,45, a tylko jeden byt wigkszy od 0,45. (Ryc.4)

rozcieficzenie / dilution

1:1 1:2

1:4

Ptyn optucnowy / pleural effusion (A) 26,8 28,2 18,8
ADA (B) 52,4 23,1 9,2
Plyn optucnowy / pleural effusion +ADA (C) 50,2 49,2 49,1
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Ryc.2  ADA w zaleznosci od stopnia rozcienczenia ptynu oplucnowego
Fig.2  ADA in relation to dilution of pleural effusion
rozcienczenie / dilution
1:1 1:2 1:4 1:8
ADA 29,6 38 20,2 11,2
8

Ryc.3. ADA w wysigkach
optucnowych.

Fig. 3.  ADA in pleural
effusions

Ryc.4.  Stosunek aktywnoSci
2’-deoxyadenozyna/
adenozyna

Fig.4  2’-deoxyadenozyna/
adenozyna ratio
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Omowienie wynikow i wnioski

Z metaanalizy przedstawionej przez Goto i wsp. (7)
na podstawie 40 artykutéw z lat 1966-1999 wyni-
ka, ze w ocenie przydatnosci ADA w diagnostyce
gruzliczego wysicku w optucne;j, czutos¢ tego para-
metru waha sie od 47,1% do 100%, a swoisto$¢ w
granicach 50-100%. W przedstawionych badaniach,
ADA mierzona w wysigkach optucnowych wzgle-
dem adenozyny po o$miokrotnym rozcienczeniu
ptynu, jest bardzo dobrym parametrem rdéznicuja-
cym wysigki gruzlicze od nowotworowych. Pod-
wyzszona aktywnos¢ (powyzej 40 U/L) stwierdzo-
no w kazdym ptynie gruzliczym (czuto$¢ 100%) i
jednocze$nie w zadnym plynie nowotworowym
(swoistos¢ 100%). Rekomendujemy rozcienczanie
ptynu przed oznaczeniem ze wzgledu na stwierdzo-
ne hamowanie ADA w plynie nierozcienczonym.
Nie jest to unikalne zjawisko, gdyz przyktadowo
W rutynowym oznaczeniu aktywno$ci konwertazy
angiotensyny I (ACE) Lieberman i Sastre (10) zale-
cajq rozcienczenie badanej surowicy w stosunku 1:
8 z powodu obecnosci naturalnego inhibitora ACE.

Oznaczanie stosunku aktywnosci 2’-
deoxyadenozyna/adenozyna w plynach optucno-
wych juz nie wyglada tak obiecujaco w przedsta-
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