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1. GIRIS

Hayatin ilk giinlerinde insan organizmasinda meydana gelen
metabolizma faaliyetleri biiyiik ¢ocuk ve erigkindekinden g¢ok farklidir.
Fetal dénemde metabolik yiikii iislenmig olan plasenta, dogumda ayrilinca
heniiz matiirasyonu tamamlanmamig olan karacifer o anki kapasitesinin
iizerinde goérevleri yiilklenmek zorunda kalir. Yagsamin ilk giinlerinde karaci-
ger islevlerini gecikmesiz ve tam olarak yerine getirecek olgunluga sahip
degildir. Ozellikle safra asidi ve bilirubin metabolizmasindaki aksamalar-
dan dolay1 bu maddelerin kanda birikimi s6zkonusudur. Nitekim Pferri’nin
1990 yilinda yayinladif: bir yazida, yenidoganda safra asidi retansiyonu ile
indirekt hyperbilirubineminin karacigerin maturasyon eksikligine bagh ola-

rak benzer sekilde meydana gelebilecegi vurgulanmaktadir(8).

Bu ¢aligmada; yenidogan déneminde kandaki safra asit diizeyleri-
nin gostergesi olarak idrardaki safra asit diizeylerini 6lgerek, ¢ocuklar ve
eriskinlerin diizeyleri ile kargilagtirmay1 ve fizyolojik hyperbilirubinemi ile
safra asit diizeylefi arasinda anlaml1 bir korelasyon olup olmadigini aragtir-

may1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. SAFRA ASITLERININ TEMEL OZELLIKLERI

Safra asitleri 24 karbonlu siklopentanoperhidro fenantren halka-
sindan olugsan endojen kimyasal maddelerdir. Yapilar: dolayisiyla hem hid-
rofilik hemde hidrofobiktirler (Amfofilik) safra asitleri karacigerde koles-
terolden sentezlenir(32,34).

KOLIK ASIT: (3 alfa, 7 alfa, 12 alfa-tirihidroksi 58-kolonik asid)
(C24H4oO05) (Sekil 2.1)

Mol agirligi: 408.56 Dalton-Sodyum tuzu halinde bulunan sodyum
kolat (C,, H3y O5 Na) kristal seklindedir. Koleretik etkisinden dolay1 tipta

kullanalir.

KENODEOKSIKOLIK ASIT: (3 alfa, 7 alfa-dihidroksi 58 kolanik
asit) (Cyq Hyp Oy4) (Sekil 2.1)




Mol afirlifs: 392 daltondur. Etil asetat ve heptanla kristaller olug-

turur. Safra tag1 olusumunu 6nledigi icin ilag olarak kullanilabilir.

DEOKSIKOLIK ASIT: (3 alfa, 12 alfa-Dihidroksi-58 kolonik asit)
(Ca4 Hyo O4) (Sekil 2.1)

Mol agirlifi: 392.56 daltondur. Alkolle kristaller olugturur. Kole-
retik etkisinden dolay: tipta kullanilir.

LITOKOLIK ASIT: 3 alfa-hidroksi kolonik asit (C,q Hyg O3)

Mol agirligi: 376.56 daltondur. Alkolde altigen yapraklar ve ase-
tik asitte de prizmatik kristaller olugturur (Sekil 2.1).

URSODEOKSIKOLIK ASIT: 3 alfa, 78-dihidroksi kolonik asit
(Cy4 Hyp Oy4) (Sekil 2.1)

Mol agirlige: 392.56 daltondur. Alkolde sert ve keskin plaklar

olusturur.

Safranin barsaga akisini kolaylastirdig icin tipta ilag olarak kul-

lanilabilir.
2.2. KARACIGERDE SAFRA OLUSUMU

Safra sivis1 karacigerin temel yapisini olugturan poligonal hiicre-
lerinde olugturulur. Kabaca yap1 olarak kolesterol, fosfolipid ve migeller

olusturarak bu maddeleri ¢éziinir halde tutan safra tuzlarindan olugur.
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Hepatositlerde sentezlenen safra, hiierelerin--etrafinda bulunan
safra kanalikiillerine salgilanir. Sonra kanalikiiller birlegerek hepatik safra
kanallarini olustururlar. Safra kanallar: karaciger parankiminden g¢iktiktan
sonra koledok kanalinin baglangig yerinde bulunan safra kesesi kanali ile
birlegir. Safra burada depolanir. Az yolu ile alinan yiyecekler midede
asit ortamda kismen sindirildikten sonra mide salgilar: ile diigiik pH’l1 akig-
kan bir karisim olugturarak duedonuma gelir. Kimusun duodenuma ulagma-
s1 baz1 fizikokimyasal etkilerle safra asidi sentezi, safra kesesinde depolan-
m1§ halde bekletilen safranin barsaga akitilmasini uyaran birtakim hormon-
larin salgilanmasina sebep olur(34). (Kolesistokinin - Pankreozmin). Safra
kesesi hareketlerinde sorumlu hormonlarin diginda parasempatik etki gds-

teren N.vagus’ta rol alir.

Safranin igerik olarak tamamina yakin kismi sudur. Geriye kalan
% 3’lik kati boliminde ise normal konsantrasyonda, sodyum, potasyum,
klor, fosfolipid ve kolesterol; artmis konsantrasyonda konjuge bilirubin,
safra tuzlari, digsaridan viicuda alinan ilaglar, detoksifiye edilmis toksik

maddeler, bulunur.

Safra kesesi sadece pasif bir safra deposu olmayip kese cidarin-

dan safranin sivi kismini1 emerek konsantre eder.

Safra asitleri organizmadaki akibetlerine gore yap: degistirdikle-

rinden primer, sekonder ve tersiyer olarak 3’e ayrilirlar.

1- Primer safra asitleri: Karacigerde kolesterolden sentezlenen

kolik ve kenodezoksikolik asitlerdir.

2- Sekonder safra asitleri: Ince barsaklarda primer safra asitleri-
nin barsak floras1 etkisiyle dekonjugasyonu ile olugan deoksikolik asit ve
litokolik asittir. |

3- Tersiyer safra asitleri: Karacigere enteropehatik sirkulasyon
yolu ile gelen litokolik asidin 7-8 epimerizasyonu ile olugan ursodeoksiko-

lik asittir.



2.3. SAFRA ASIDI BiOSENTEZI

Karacigerde kolesterolden olugan primer safra asidi sentezinde
ilk basamak 7-alfa hidroksilasyonudur. Bu islem igin spesifik enzim digin-
da C vitamini, sitokrom P,5; ve NADPH’ta gerekir. Sonugta olugan 7 alfa
hidroksikolesterol iki ayr1 enzimatik yol ile kolil-KoA veya kenodeoksiko-
lil KoA seklini alir. Daha sonra endoplazmik retikulumda son iiriinlerden
KOA'’lar ayrilir. Serbest kalan safra asitleri taurin ve glisin ile amidlegerek
"konjuge primer safra asitlerine” déniigiirler. Glisin ile konjugasyon dige-
rinden daha fazla olugur. Tikanma sariliklarinda taurin ile konjugasyonda

artma meydana gelir (Sekil 2).

Karacigerde sentezlenen safra, safra kesesinde konsantre edildik-
ten sonra koledok kanali ile duodenoma salinir. ince barsaklara ulagan pri-
mer safra tuzlarinin % 95 gibi biyiik bir bélimi ileumun distal béliimiin-
den geri emilerek enterohepatik dolasima katilirlar. Geri kalan % S5’lik
bolimi ise flora bakterileri tarafindan etkilenerek 6nce dekonjugasyon
sonrada dehidroksilasyona ugrayarak sekonder safra asitlerine doniigiirler
(Sekil 3). Boylece olugan deoksikolik ve litokolik asit % 70 oraninda ileum-
dan geri emilir. Kalan % 30’luk kisim ise digk: yoluyla atilir.

Safra asitlerinin geri emilimi bilyitk oranda distal ileumdan aktif
transport yolu ile olur. Bunun yaninda kii¢iik bir b6liimii (Non-konjuge saf-
ra asitleri ve dihidroksi safra asitlerinin glisin konjugatlari) kolon ve jeje-

numdan pasif transport yolu ile geri emilir.

Sonug olarak barsaga bosaltilan safranin yaklagim % 98’i tekrar
geri emilirken % 2’lik bolimi digk: yolu ile digar: atilmaktadir. Barsakta
Litokolik asidin suda erirligi diigiik oldugu i¢in geri emilimi ¢ok az miktar-
dadir. Ayrica bu madde hepatotoksik oldugu igin kolestazla giden karaci-
ger hastaliklarinin etyolojisinde rol oynadig: diisiiniilmektedir(2,26,27).
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Sekil 2.2. Primer safra asitleri sentezi
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Sekil 2.3. Sekonder safra asitleri sentezi



Barsaklardan geri emilen safra asitleri portal sistemde gok yiik-
sek seviyelerde bulunmasina karsin sistemik dolagimdaki duzeyleri dilgiik-
tir. Bunun sebebi vena porta ile gelen kandaki safra asitlerinin karaciger
tarafindan tutulmasidir. Karaciger hastaliklarindan ve ekstrahepatik safra
kanali tikanikliklarinda serum safra asidi seviyeleri yitkselir. Bunun yanin-
da beslenme sirasinda safra dolagimi hlzlandlgl igin serum safra asitlerin-
de de yiikselme saptanir. Postprandial safra asidi tayini karaciger hastalik-

larinda duyarli ve 6zgiin bir testtir(10,21).
2.4. SAFRA ASITLERININ ATILIMI

Safra asitlerinin ¢ogu digki, az bir kisma ise idrar yolu ile atilir-
lar. Idrarla atilan safra asitlerinin yarisindan biraz daha fazla bir kismi
konjuge, geri kalan kism1 ise nonkonjugedir. Idrarla atilan safra asit mikta-
r1 giin icinde oldukg¢a sabittir. Yemeklerden ve bébrek fonksiyonlarinin
azalmasindan etkilenmez. Bu yiizden karaciger hastaliklarinin tanisinda

safra asitlerinin idrarda 6l¢iimii, serumda 6l¢gmekten daha degerlidir(4).

Safra asitlerinin sindirim iglevindeki gérevinden bagka bir diger
igslevide kolesterol atilimidir. Kolesteroliin % 50’si safra asitlerinin digkiya

karigmasi yolu ile atilir.

Safra asitlerinin digk: ile atilmasi 6zellikle Litokolik asit atilimi

agisindan 6nemlidir.

Ciinkii litokolik asit éncelikle hepatosit ve eritrosit membranina
olmak ilizere tiim hiicre membranlarina toksik etki gosterir. Bu etki sonucu
olusan hepatosit dejenerasyonu ve safra kanallarindaki enflamasyon safra
akisinin azalmasina yol agar(2,26,27). Bu toksik etkiyi engellemek igin por-
tal sistemden gelen Litokolik asit karacigerde sulfatlanir. Sonugta digk: ve

idrarla atilmasi kolaylasir.
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2.5. SAFRA ASIDI BIYOSENTEZININ KONTROLU

Safra asidi biyosentezinde 7-alfa hidroksilaz ve HMG-KoA rediik-
taz hiz kisitlayic: basamaklardir. Enterohepatik dolagimla karacigere gelen
safra asidi miktar1 feed-back inhibisyon mekanizmasi ile sentezi kontrol

etmektedir.
2.6. SAFRA ASITLERININ FONKSIYONLARI

1- Safra akiginin diizenlenmesi: Safra i¢ginde bulunan bilirubin,
kolesterol ve fosfolipidleri eriyik halinde tutarak barsaga bogaltilmasina

yardimci olurlar.

2- Lipidlerin eriyebilirligini saglamak ve emilmesini kolaylagtir-

mak.

Safra asitleri kimyasal olarak amfofilik ve deterjan etkili madde-
lerdir. Yiyecekler yolu ile barsaklara ulagan serbest yag asitleri ve monogli-
seritler safra asitleriyle migeller olustururlar. Boylece yag emilimini kolay-

lagtiralir.

2.7. YENIDOGANDA SAFRA ASiDi METABOLIZMASI

Fetusta safra asidi sentezi ve konjugasyonu ilk olarak 12-16 haf-
talarda baglamaktadir(20,22).

Saghkli erigkinde safra asidi sentezi, barsaga bogaltilmasi, geri
emilmesi ve karacierde tekrar iglenmesi bir denge iginde olmaktadir. Bu
denge herhangi bir basamaktaki bozukluk sonucu degigime ugrarsa safra

asitlerinin serum, idrar ve digkidaki miktarlarinda degisiklikler olur.
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 Yenidoganda karaciger fonksiyonlar1 erigkindekinden gok farkli-
dir(45). Birgok metabolik fonksiyon yetersiz ve gecikmis olarak yapilabil-
mektedir. Ornek olarak bilurubin ve safra asidi metabolizmalari, ilag eks-
resyonlar: ve pihtilagma faktdrii sentezindeki yetersizlikler gdsterilebilir.
Bilurubin metabolizmasindaki konjugasyon yeterince yapilamadifi igin
yenidoganin fizyolojik sarilii olugur. Yenidogan karacigerinde sentezle-
nen safra asitleri barsaklardan emildikten sonra tekrar karacigere geldikle-
rinde alinip, detoksifiye edilip tekrar barsaga bogaltilma islemi tam olarak
yapilamaz. Boylece sistemik dolagima daha fazla safra asidi karigmaya bas-
lar .Bunlara paralel olarak; beslenme ile beraber meydana gelen barsak flo-
rasinin etkilesmesi sonucu olusan Litokolik asidin enterahepatik sirkulas-
yonla karacigerde sulfatlanarak detoksifiye edilmesi yeterince yapilamadi-
gindan karacigerde zaten var olan fonksiyon eksikligi kolestatik etki sonu-
cu dahada artmaktadir (Fizyolojik kolestaz)(2,12,26).

Yenidoganda safra asitlerinin metabolizma ve transportundaki
yetersizlikleri aragtirmak i¢in yapilan g¢aligmalarda su sonuglar elde edil-
migtir (Balistreri ve ark. 1983)(35).

1- Karacigerin safra asidi uptake’i azalmigtir.
2- Intraselliiler safra asidi tutulumu ve tranéportu azalmigtir.

3- Karacigerde safra asitlerinin biotransformasyonu (Konjugas-

yon ve sulfatasyon) azalmagtir.

4- Karacigerin spesifik enzim aktiviteleri (Ligase, N-agil transfe-

raz) diigik bulunmustur.

5- Safra asidi sentezi erigkindekine gore kalitatif ve kantitatif

olarak farklidir.
6- Safra akim hizi erigkindekinden daha yavagtir.
7- Safra asidi havuzu daralmigtir
8- Duedonumda safra asidi seviyesi azalmigtir.

9. Safra asitlerinin ileumdan aktif transportu gecikmeli olarak

gerceklesmistir.
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Yukarida anlatilan erigkin karacigeri ile yenidogan karacigeri
arasindaki safra asidi metabolizmas: bakimindan meveut farkhiliklar nor-
mal sartlarda yenidogan icin herhangi bir tehlike olusturmaz. Buna karsi-
lik karacigeri ilgilendiren konjenital hastaliklarda veya intrauterin kazanil-
mi§ enfeksiyonlar sonucu olugan karaciger bozukluklarinda sinirli yetersiz-
liginden bahsedilen mekanizmalarin iglevlerini belirgin olarak aksattiklar:
gozlenir (Konjenital kolestatik hastaliklar, konjenital karaciger enfeksiyon-
lar1)(13,31).

2.8. YENIDOGANDA BiLIiRUBIN METABOLIiZMASI

Kanda bulunan konjuge olmamig biluribin kaynagi % 75 oranin-
da normal omiirlerini tamamlamis eritrositlerin yikilmasindan, geriye
kalan % 25’i ise kemik iliginde ineffektif eritropoezdir. Bu gekilde kana
karisan yagda erirligi fazla, suda erirligi diigiik olan nonkonjuge bilurubin
dolagim yolu ile karacigere gelir. Burada bilurubin konjuge edilerek viicut-

tan digar1 atilmaya uygun sekle dénustiriilir(32).

Hemoglobin hem ve globulin olarak ikiye ayrilir. hem’in yapisin-
da 4 pirol halkasi ve demir vardir. Retikuloendotelial sistem hiicreleri ve
makrofajlarin mikrozomlarinda bulunan "hem oksidaz" enzimi hem’in hal-
ka yapisin1 bozarak pirol igeren bir zincir haline doniistiiriir. Agiga ¢ikan
demir tekrar kullanilmak tzere demir depolarina taginir. Tetrapirol zinciri
6nce biliverdin, daha sonrada bilirubine doniigiir. 1 gr hemoglobinin yikimi

sonucu yaklagik olarak 35 mg bilirubin olugur.

Konjuge olmamig bilirubin suda erimez, yagda erir. Plazmada
albumine bagli olarak taginir. 1 gr albumin 16 mg bilirubin baglar. Plazma
albumini bilirubin disinda daha bir¢ok endojen ve eksojen maddelerin
taginmasinda gdérev aldig: igin bilirubin ve diger maddeler arasinda albu-
min baglanma ag1§1ndan bir konpetisyon s6zkonusudur. Albuminle taginma-
s1 gereken bilirubin digi maddelerin fazla olmasi, sofuk stresi, asidoz,
esterlegmis yag asitleri bilirubinin bir kisminin serbest kalmasina sebep

olur. Serbest kalan indirekt bilirubin yagda erirligi fazla oldugu icin yag



13

~ dokusuna ve yapisinda fazlaca yag dokusu bulunduran diger viicut yapilari-

na (6zellikle beynin bazal ganglionlarina) enfiltre olur.

Bu gekilde kan indirekt bilirubin seviyesi yitksek diizeye ulagirsa

kernikterus denilen agir nérolojik sekellere sebep olur.

Kernikterus olugma riski her. yenidoganda ayn1 degildir. Kanda
serbest bilirubin seviyesini arttiran baz1 etkenler (Asfiksi, Asidoz, esterles-
memis yag asitleri, soguk stresi, hypoalbuminemi, hypoglisemi, aspirin,

diazepam, sulfonamidler) kernikterus riskini ¢ogaltir(31).

Indirekt bilirubin karaciger hiicresine alinmasi1 "Y" proteininin
rol ‘oynadig1 aktif bir transport mekanizmasi sayesinde olur. Karacigere
ulagan bilirubinin % 80’i Uridil difosfat gliikronil transferaz araciligi ile
glukronik asitle konjuge olur. Olusumun % 30’u monoglitkronid, % 70’i dig-
lukronittir. Aglik, &strogenler, K, vitamini novabiosin ve sulfonamidler
konjugasyon yapan enzimi inhibe ederler. Diger taraftan fenobarbital, klo-
rokin, pridoksin, androjenler ve tiroksin bu enzimleri aktive ederler. Kon-
juge olmus bilirubin yaglt dokularda birikmez, albumine baglanmaz ve bdb-

rekle atilir.

Bilirubin karacigerde konjuge olduktan sonra safra yollarina
gecer. Barsaga ulasan diglikronid ve monogliikronid geklindeki bilirubin
barsak bakterileri etkisiyle urobilinojene déniigiir. Urobilinojenin bir kis-
m1 barsaktan geri emilerek kana karigir, daha sonrada idrar yolu ile digar:
atilir. Geri kalan kismi1 (Daha fazla) oksitlenerek sterkobilinojene dénii-
glir. Sterkobilinojen digkiya normal rengini verir. Organizmada bilirubin
metabolizmasi normal olarak iglediginde kanda bilirubin seviyesi gok
diigik seviyelerde seyreder. Fakat bazi hastaliklarda ve yenidoganin fizyo-
lojik sarihiginda kan bilirubin seviyesi normal sinirlarin ¢ok tizerine ¢ikar.

Bu durumda ikter meydana getirir.
2.9. YENIDOGANIN FiZYOLOJIK SARILIGI

. Yenidoganda fizyolojik hiperbilirubinemiye meyil vardir. Miadin-
da dogmug saglikli yenidoganlarin yaklagik % 60’inda, erken doganlarin
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% 80’inden dogumdan sonraki 2-3 giinlerde baglayan gozle gorilebilir ikter

meydana gelir.

yenidoganda fizyolojik sarilik olusumunda etkisi olan faktérler
sunlardar:

1- Indirekt bilirubin konjuge olarak direkt bilirubine déniigmesi
i¢in gerekli glikkuronil transferaz enzimi ilk giinlerde yetersizdir. Bu enzim
yeterli diizeylere ancak dogumdan sonra 6-7. giinlerde ulagir.

2- Indirekt bilirubin karaciger hiicresi tarafindan alinma iglevi
i¢in gerekli olan akseptor proteinler (Y ve Z proteinleri) heniiz tam gelis-
memigstir. Z proteini fetal hayatta tam olarak gelisir. Y proteinini yani

Ligandin ise ancak yasamin 2. haftasinda istenen diizeye ulagir.

3- Barsak florasi yenidoganda tam gelismemistir. Direkt bilirubi-

nin iirobilinojene indirgenmesi eksiktir.

4- Ductus Venozus’un agik kalmasi durumunda vena portadaki
kanin bir kismi1 karacigere ugramadan dolagima gegerek bilirubinemiyi art-

tirir.

5- Anneden kaynagini alan estrogen ve pregnandiol bilirubin kon-

jugasyonunu O6nleyerek sarilifi artirir.

6- Bilirubinin temel kaynafini olugturan fetal eritrositlerin

yagam siiresi normale kiyasla daha kisadir.

2-3. giinlerde baglayan fizyolojik sarihk, 7-10. giinlerde son
bulur. Preterm bebeklerde baglangi¢ ve bitig biraz daha gecikebilir. Fizyo-
lojik sarilikta maksimal bilirubin seviyesi 14-16 mg olabilmektedir. Bu
sinir agilirsa sarilik yapan diger sebepler aragtirilmalidir. Yiksek bilirubin
seviyelerinde kandaki albumin kapasitesi sinirli olduu igin serbest biliru-
bin artmaya baglar. Yagda erirligi fazla olan indirekt bilirubin yagdan zen-
gin dokulara oturmaya baglar. Beynin bazal ganglionlar, Hipokampus ve
subtalamik alanlar: bu durumdan etkilenerek Kernikterus denilen bilirubin

ensefalopatisi olusgabilir..
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3. ARAC VE YONTEM et ow:. ..

3.1.ARACLAR
Derin dondurucu: BOSCH
Spektroflorimetre: Aminco, 125, JPF
Sep-pak (L;g) kartug: Waters Associates
Su banyosu: Kotterman
Wako bilirubin Tester (Spektrofotometre)

3.2.KIMYASAL MADDELER
- Deiyonize su
-7 a -HSD (sigma)
- B- NAD+ (Sigma)
- Azot Gaz1 (Habasg)
- Kenodeoksikolik asit tuzu (Sigma)
- Metanol (Atabay)
- Absolu Metanol (Merck)
- Aseton (Merck)
- Tris Tampon (Merck)
- EDTA (Merck)
- Kreatinin (Merck)
- Na-Tungstat (Merck)
- Pikrik asit
- HCI
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~3.3. KIMYASAL COZELTILER
B-NAD+ (10.00 mM):
0.0300 gr madde tartilip 500 ml’ye deionize su ile tamamlanir.
Bu ¢6zelti buzdolabinda en az 2 hafta dayanmiklidir.

Kenodeoksikolik asit standart stok ¢ozeltisi: (1.00 mM) 0,2157 gr

madde tartilarak deionize su ile 500 m!’ye tamamlanir.

Kenodeoksikolik asit standart ¢alisma g¢izeltileri: 100 pm’lik stan-
dart ¢aligma g¢ozeltisi: 1 pm’lik stok standart ¢6zeltiden 1 ml alinip, safra

asitsiz idrar ile 10 m!’ye tamamlanir.

1- 10 pM’lik standart galisma g¢6zeltisi: 100 pM’lik ¢ozeltiden 0,5

ml alinir, safra asitsiz idrar ile 5 ml’ye tamamlanar.

2- 20 pM’lik standard ¢algima ¢ézeltisi: 100 pM’lik ¢dzeltiden 1

ml alinip safra asitsiz idrar ile 5 mlI’ye tamamlanir.

3- 40 pm’lik standart ¢aligma ¢oézeltisi: 100 pM’lik ¢ozeltiden 2

ml alinip safra asitsiz idrar ile 5 ml’ye tamamlanar.

4- 80 pM’lik standart galigma g¢ozeltisi. 100 pM’lik ¢ézeltiden 4

ml alinip safra asitsiz idrar ile S mlI’ye tamamlanir.

Safra asitsiz idrar:

Temiz bir Sep-Pak kartus 3 ml metanol ve 6 ml deionize su ile
yikanir. Onceden hazirlanmig normal bir kisinin idrar1 saniyede 1 damla
akacak sekilde kartustan gegirilir. Béylece elde edilen idrar safra asiti iger-

mez. Standart ¢aligma g¢6zeltilerinde bu idrar kullanilir,
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 Seyreltik Metanol Cazeltisi: (1:1) 1 6l¢cek metanole 1 6lgek su ilave —

edilir.

Seyreltik aseton ¢ozeltisi: (1.4) 1 6lgek asetona 4 6lgek su ilave edi-

lir.

7 HSD

2.42 gr Tris Tampon (0,020 M) ve 0,5845 gr EDTA ( 2 mM) tarti-
lip 800 ml deionize suda ¢o6ziiliir. Daha sonra 1 N NaOH ile pH’s1 7.2’ye
ayarlanir ve deionize su ile 1 litreye tamamlanir. Bu ¢6zelti enzimin ¢dzii~
necegi tampon ¢o6zeltisidir. Daha sonra bu ¢6zeltinin 1 mI’si 1 lnite enzim
icerecek tarzda stok enzim solusyonu hazirlanir. Bu ¢ézelti -20°de en az 1

hafta dayanikli olup kullanacagt zaman buz banyosunda tutulur.

Kreatinin standart stok ¢ozeltisi: 150 mg saf kreatinin ve 1 ml
derigik HCI su ile 100 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ézelti 1,5 mg/ml kreatinin

igerir.
3.4. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Yaptifimiz aragtirmanin amaci: Saghkli yenidoganlarda karaciger
fonksiyonlarinin fizyolojik yetmezligine bagli olarak ortaya ¢ikan yenido-
gan fizyolojik hyperbilirubinemisi ile safra asitlerinin artmig idrar seviyele-
ri arasinda bir iligki olup olmadigin1 aragtirmaktir. Cegitli hastaliklarda bu
biluribin ve idrar safra asit diizeyleri degisebileceginden dolay: biz idrar
ve kan 6rneklerimizi saglikli yenidoganlardan topladik. Kontrol grubu ola-

rak saglikli erigkin ve biyiik gocuk idrar 6rnekleri kullanild.

Yenidoganla'rdd arastirmaya alinma kriterleri

1- Term yenidogan olmali (Preterm, postterm YenidoZanlar alin-
mad1)(7)

2- Normal agirlik sinirlarinda olmali(7)

3- Kan grubu uyusmazlig1 olmamal

4- Fizik muayenede sepsis, hemolitik anemi, depo hastaliklari,
karaciger hastaliklar: gibi rahatsizliklar: diigiindiirecek bulgular olmamali.
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- 5- Agizdan beslenmeye mani tegkil edecek hastaliklar olmamals
(Gastrointestinal sistem atrezileri gibi) olarak belirlendi. Bunlar: sagla-
mak igin 6rnek alinmasi planlanan her yenidogana fizik muayene kan gru-

bu, hematokrit tetkiki yapildi.

Ornek alinan yenidoganlar: 1993 yilinda Cerrahpaga Tip Fakiilte-
si Kadin Hastaliklar: ve Dogum Servisinde yenidogan bebeklerden yukari-

daki kriterlere uyanlar arasindan rastgele seg¢ilmigtir.

Kan érnekleri periferik kapiller kandan Hematokrit tiiplerine
alinmigtir. Daha sonra santrufuj yardimu ile kanin gekilli elemanlar: ¢éktii-
rillerek hematokrit elde edilmistir. Bu iglemden sonra Ustte kalan serumda
total bilirubin tayini yapilmigtir (Wako-Bilurubin tester, Spektrofotomet-
rik).

Aragtirmaya alinmak iizere segilen bebeklerden idrar Ornegi
almak i¢in genital bélgeye yapisan plastik idrar kollektérleri kullanilmig-
tir. Toplanan idrarlar kiigiik cam giseler icinde ¢aligma yapilincaya kadar
-20°C’de saklanmagtir.

Boylece her bebekten 1,5 ve 15 giinlerde alinmig idrar ve kan

Oornekleri elde edilmigtir.
3.5 TAYIN YONTEMI

a) Idrarda siilfatlagmamig primer safra asitlerinin tayini igin

enzimatik florimetrik yéntem:

a-1) Safra asitlerinin idrardan ekstraksiyonu

Idrardaki safra asitlerini diger maddelerden ayirmak igin Sep--
Pak Cyg kartuslar kullamildi. Kartuglar énce 3 ml metanol ve sonra 6 ml dis-
tile su ile yikandi. Daha sonra 2 ml idrar yikanmig kartuglardan yaklagik
olarak 1 damla/saniye hizla gecirildi. Bundan sonrasi kartuglar 2 defa 2 ml
1:4 oraninda seyreltilen aseton ile yikandi. Son olarak kartuglardan 2 defa

1 ml absoli metanol gegirilerek safra asitleri elile edilmis oldu.
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a-2) Elde edilen materyalin azot gazi altinda kurutulmasi:

Kartuglardan yukaridaki iglemler sonucu elde edilen safra asitli
absolu menatol 40°C’de su banyosunda azot gazi altinda kuruyuncaya
kadar buharlagtirildi.

a-3) Enzimatik-Florimetrik Olgiim Yéntemi

Florimetre ornekleri g¢aliymak iizere degisik yogunluklardaki
kinin sulfat ¢ozeltileri ile kalibre edildi. Eksitasyon dalga boyu 340 nm.
eksitasyon slit araligi 20 nm’ye emisyon dalga boyu 455 nm’ye ve emisyon
slit arali1 20 nm’ye ayarlandi.

Florimetre 6l¢iime hazir hale getirildikten sonra kristal kiivete
1.60 ml glisin-hidrazin tampon g¢oézeltisi, 0,100 ml 7 a-HSD g¢6zeltisi ve
0,200 ml. kor 6rneginden alinan idrar konulur (Safra asidi igermeyen
idrar). Alet bu gozelti ile sifirlanir. Daha sonra 0.100 m! 3-NAD+ eklene-
rek tekrar sifirlama islemi yapilir. Bu iglemden sonra ayn1 gekilde kristal
kiivetlere 1,60 ml glisin-hidrazin tamponu, 0,100 ml 7a-HSD ¢d6zeltisi ve
0,200 ml 6rnek konur bir siire karigtirilarak floreasansin stabillegmesi sag-
lanir. Floresans sabitlegince kiivete 0,100 m! B-NAD+ eklenerek reaksiyon
baglatilir. Reaksiyon tamamlaninca sonuglar kaydedilir.

Daha 6nceden hazirlanmig safra asitsiz idrara belirli miktarlarda
safra asidi katilarak elde edilen standart ¢ozeltilerde ayn:1 diger Grneklere
uygulanan iglemlerden gegirilir. Standart ¢é6zeltilerin floresans dlgiimlerin-
den yararlanilarak bir kalibrasyon grafigi ¢izilir (Sekil 3.1). Orneklerden
elde edilen sonular bu grafik yardimi ile gmol/L olarak hesaplanir.

b) Jaffe yontemi ile spot idrarla kreatinin tayini: Once idrar
1:100 oraninda sulandirilir. Kalitatif olarak proteiniiriye bakilir. Proteinii-
ri (+) ise 2 ml idrar, 7 ml su 1 ml, % 10’luk Na-tungstat ve 2 ml 2/3 N
H,SO, ile ¢oktirilir. Elde edilen eriyik alt-iist edilip karigtirildiktan son-
ra 10 dakika bekletilip siiziiliir ya da santrifiije edilir. Bir tiipe siiziintiiden
3 ml konur. Diger 3 tipe sirasiyla 1,2 ve 3 ml standart ¢aligma ¢ézeltisi
konulur ve tiipiin hacmi su ile 3 mI’ye tamamlanir. Bir bagka tiipe ise 3 ml
su konulur. Béylece mevcut 5 tiipte son hacimler 3 ml’dir. Bunlarin iizeri-
ne sirasiyla 1 ml 0,04 M pikrik asit ve 1 ml 0,75 N NaOH konulur ve karig-
tirilir. 20 dak.sonra spektrofotometrik olarak 520 nm’de kére kars1 optik
dansiteler okunur.
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Sekil 3.1. Standart safra asidi gézeltilerinin floransi
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4. SONUCLAR

1) 15 saghkli yenidoganin kan total bilirubin ve idrar nonsilfate
safra asidi/kreatinin degerleri 6lgiildii. Kan total bilirubin degerleri ortala-
ma olarak 1. giin: 2.84 mg (£1.47). 5. giin: 8.14 ng (3+4.19), 15. giin: 3,33
mg (£3.67) bulundu. Spot idrarda nonsiilfate safra asidi/kreatinin degerle-
ri ortalama olarak: 1. giin: 21.033 pM/gr (£9.060), S.giin: 26.152 uM/gr
(£12.317) 15. giin 21.601 pM/gr (£10.167) bulundu (Tablo 4.1).

2) Kontrol grubundaki 12 saghkli ¢ocugun spot idrarda nonsilfa-
te safra asidi/kreatinin degerleri ortalama 5.72 uM/gr (£3.88); 20 saglikly
erigkinin ise 2,61 gM/gr (£2,71) olarak bulundu (Tablo 4-2).

3) Yenidogan déneminde kan total bilirubin ve spot idrarda kre-
atininle diizeltilmis nonsulfate safra asidi degerlerinin giinlere gore degisi-
mi ayni grafik tizerinde gosterilerek korelasyon derecesi hesapland:i (r:
0,5728) (Tablo 4.3).

4) Yenidogan, gocukluk dénemi ve erigkinde saptanan idrar saf-
ra asidi degerleri birbirleriyle kargilagtirilarak aradaki farklarin anlamhhik
dereceleri hesaplandi (Tablo 4.4). Buna gore yenidogan déneminde diger
gocukluk dénemlerinden anlamli olarak yiiksek, gocukluk déneminde erig-
kinden anlamli olarak yiksek idrar nonsilfate safra asidi degerleri saptan-
di1 (Yenidogan > goculuk dénemi > Erigkin) .
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~ Tablo 4-1: Yenidoganda Bilirubin (Bb) ve Nonsulfate safra asidi/Kreatinin (NSSA/Cr) degerleri

1L.GUN 5.GUN 15.GUN

Bb NSSA/Cr Bb NSSA/Cr Bb NSSA(Cr

(mg) (uMigr) (mg) (uMlgr) (mg) (LMlgr)

B.Y 2,1 12,25 6,7 26,05 1,0 18,15

B.K 1,2 14,68 4,1 14,96 1,2 15,04

B.O 1,8 16,54 3,2 18,17 1,0 11,12

B.A 3,2 9,08 9,2 9,18 2,1 12,44

BKU | 32 14,12 4,7 11,96 2,0 11,87
BO 4,7 32,11 13,2 33,06 7,3 30,16
BOZ | 0,9 14,96 3,7 24,48 1,7 22,19
B.OZ | 09 9,98 3,4 9,62 | 1,1 10,06
B.Y 4,2 28,34 14,2 34,32 4,3 33,98

BAY | 6,1 24,39 10,7 38,46 10,9 31,51
BKA | 1,8 21,15 3,6 28,36 1,1 10,99
B.H 3,7 19,29 10,2 19,08 2,1 18,16

B.T 2,4 28,18 8,8 32,18 2,7 30,11

B.AS | 3.2 38,24 12,1 44,16 13,1 42,48

ORT | 2,84 21,03 8,14 26,15 3,33 21,62




Tablo 4-2: Saglikh Cocuk ve Erigkinlerde Nonsulfate Safra Asidi/Kreatinin Oranlari

NSSA(Cr NSSA/Cr NSs4/Cr

(Migr) (LMigr) (LMigr)
AS 2.24 M.A 3.64 SN 4.68
A.G 0.30 R.G. 8.60 EK 4.53
M.K 0,80 N.S 3.48 S.D 8.49
S.M 1,00 UK. 6,12 K.Z. 2.78
M.E 0,80 4,0 9.26 M.K. 4.78
G.K 1,50 Y.N 7.45 S.G 0.57
G.G 10.10 S.Y 1.01 EK 0.10
KS$ 2.43 O.T 1,36 S.A 0.43
AB 2.32 SK 12.76 s.U 2.66
T.Y 1.72 oK 10.25 B.O 2.04
LE 1.41 B.I 1.34 Ort 3.77t3.4
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Sekil 5.1: Kan total bilirubin ve spot idrarda kreatininle diizeltilmig nonsulfate safra asit-

lerinin giinlere gore degisimini gosteren grafik.
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NSsA/Cr
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Sekil 5.2. Yenidogan Gocuk ve Erigkin Idrar Nonsulfate Safra Asidi Seviyeleri

Tablo 5-3. Yenidogan Cocukduk Cag ve Eriskinde Safra Asidi Diizeylerinin Kargilagtumas:

n NSSA/Cr (uMgr) P
Yenidogan 15 22.93 (A-B) P=0,000012
A (£11.046)
Gocuk 12 5.72 (B-C) P=0,00038
B (£3.88)
Erigkin 20 2.61 (A-C) P=0,000003
C (£2.71)
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a 'S’ONUCLA'RINiSTZTI'STI‘KSEL’j'NCELEMEST'" -

1- Sonuglarin 3 ayr1 giin igin ortalamalar: ve standart sapmalar:
bulunur.

A- Bilirubin Ortalamalari:

1.Giin 5.Giin 15.Giin
Ort. 2.84 8.14 3.33
SD 1.47 4.19 3.67
n 15 15 15
B- Nonsulfate safra asidi/kreatinin ortalamalar:
1.Giin 5.Giin 15.Giin
Ort. 21.033 26.152 21.601
SD 9.060 12.317 10.167
n 15 15 15

2- bilirubin degerlerinde giinlere gore olugsan degisimlerin anlam-
lilik dereceleri (Student-t testi)

1-5. giin p= 0,000017
1-15. giin p= 0,5439
5-15. giin p= 0,00032
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3- Nonsulfate safra asidi/kreatinin degerlerinde giinlere goére

olusan degisimlerin anlamhlik dereceleri (Wilcoxon testi)

1-5. giin p= 0,005
1-15. giin p= 0,57
5-15. giin p= 0,0011

Burada gerek bilirubin gerekse safra asidi degerlerinde birbirleri-
ne paralel olarak 1-5. giinler arasindaki ve 5-15 giinler arasindaki farklar
anlamli; 1-15 giinler arasindaki farklar ise anlamsiz olarak tespit edilmig-

tir.

4- Bilrubin ve nonsulfate safra asidi grafiklerinin kargilagtirilma-

s1 (Korelasyon ¢6ziimlemesi)

1-5. gin p= 0,5979
1-15. giin p= 0,6192
5-15. giin p= 0,5420

Iki grafigin genel olarak kargilagtirilmasinda
r= 0,5728

Bilirubin ve safra asidi grafikleri arasindaki korelasyon hesapla-
malarina gore iki grafik arasinda ayn1 yénde, orta giicte ve gegerli bir ilig-

ki tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Intrauterin hayattan dig ortama adaptasyon siirecinin gergeklesti-
gi yenidogan doneminde organizmanin tiim organ sistemleri hizli bir geli-
sim icindedir. Bazi organlar viicudun metabolik yiikiinii karsilamakta zorla-

nabilirler.

Bu baglamda karacigeri ele alirsak; intrauterin hayatta bu orga-
nin birgok vazifesi plasenta tarafindan yerine getirilmektedir. Gobek kor-
donu kesildikten sonra tiim metabolik yitk yenidogan karacigeri lzerine
toplanir. Fakat karaciger tim metabolizma faaliyetlerini tam olarak yerine
getirecek maturasyona sahip degildir. Yenidogan déneminde karacigerin
metabolik faaliyetleri gecikmeli olarak yapilmaktadir. Ozellikle safra asidi
ve bilirubin metabolizmasindaki aksamalardan dolay: bu maddelerin kanda

birikimi s6zkonusudur(3).

Uretimine erken embriyolojik dénemde baglanan safra asitleri
yenidofan hepatositlerinde sentezlendikten sonra safra kanaliyla barsakla-
ra bogaltilir. Barsak bakterileri tarafindan sekonder gekle doniigtiiriilerek
ileumdan emilir(16,19). bdylece safra asitleri portal sisteme gegerek ente-
rohepatik sirkulasyona katilir. Vena porta ile karacigere ulagan safra asit-
lerinin karaciger tarafindan alimi ve metabolize edilmesi gecikmeli olarak

yapilmaktadir(23,35).
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- Yenidoganda safra asidi metabolizmasiyla ilgili yapilan ¢aligma-
lar gostermektedir ki; vena porta yolu ile tekrar karacigere gelen safra asit-
leri heniiz mature olmamig hepatositler tarafindan yeterince detoksifiye
edilemeyince safra kanalikiilleri izerinde kolestatik etki goéstermektedir-
ler. Bu gekilde meydana gelen "fizyolojik kolestaz" safra asitlerinin kanda
yikselmesinin sebebi olarak gosterilmektedir(1,2,9,15,26,27,30). 1981’de
yapilan bir ¢aligmada yenidoganda vena portadaki litokolik asidin karaci-
ger fonksiyonlarini kétii yonde etkileyerek kolestaza yol agtigi bildirilmig-
tir(26).

Balistreri ve arkadaglarinin 1983 yilinda yenidoganda safra meta-
bolizmasi ve transportunu aragtirmak igin yapti1 ¢aligmalarda, karacigerin
intraselliller safra asidi tutulumu ve transportu, biotransformasyonu spesi-
fik enzim aktiviteleri (Lipase, N-agil transferaz) disik bulunmusgtur(35).
Bundan bagka enterohepatik safra asidi dolagimindaki aksamalar sebebiyle
organizmadaki safra asidi havuzunda daralma oldugu vurgulanmakta-
dir(14,17,35).

Ayn1 yazarin Belknag ile deney hayvanlar1 iizerinde yaptig: bir
caliymada yasamin ilk giinlerinde ,fetal ve sonraki dénemlere nazaran belir-
gin olarak yiiksek Litokolik asit seviyeleri saptanmig olup fizyolojik koles-
tazin sebebi olarak gosterilmisgtir(2,12,26).

Suchy ve arkadaglarinin yaptifi: bir bagka galiymada yenidogan
dénemindeki yiiksek safra asidi seviyeleri fizyolojik kolestaz ve karaciger

maturasyon eksikligi gibi sebeplerle agiklanmigtir(27).

Yenidogan déneminde temelde karacigerin heniiz mature olma-
masina bagli olarak meydana gelen fizyolojik hiperbilirubinemi ve fizyolo-

jik kolestaz mekanizma olarak birbirine benzetilebilir(5,8).

Arastirmamizda spot idrarda nonsulfate safra asidi tayini yaptik.
Idrardaki total safra asitlerinin yaklagik olarak yarisi nonsulfate gekilde-
dir. Aragtirdifimiz yayinlarda sulfatlanmig veya total safra asidi tayinleri-
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‘nin, nonsulfate safra asidi tayinine gore bir istinlik saglamadig: vurgulan-

makta idi, ayrica diger iki yontem gok daha pahaliya malolacap: igin pratik
degildi. Bu yiizden sadece nonsulfate safra asitleri tayini yaptik. Idrarla at1-
lan safra asitlerinin kreatini orani kan seviyeleri ile 6nemli 6lgiide paralel-
lik goéstermektedir(35). Ayrica aghk ve tokluktaki kanda rastlanan diizey
degigsimleri idrar miktarlarina yansimamaktadir(18,28). Idrar safra asit at1-
lim1 giin iginde oldukga sabit bir diizey vermektedir(4).

Caligmamizda spot idrarda kreatinin ile diizeltilmig nonsulfate
safra asidi degerleri yenidoganda, bilylik gocuk ve erigkinlere gére oldukga
yitksek olarak bulunmustur. Aym giinlerde alinan kan bilirubin ve idrar
nonsulfate safra asidi de§erlerini kullanarak ¢izilen iki ayr1 grafik kargilag-
tirildiginda bilirubin ve safra asidi egrileri arasinda géze garpan bir benzer-
lik vardir. Buldugumuz degerler gostermektedir ki yenidoganin ilk saatle-
rinde bilirubin ve safra asitleri heniiz kanda yeteri kadar birikmedigi igin
nispeten daha diigik diizeyde bulunmaktadir. 1. haftanin sonuna dogu kara-
ciger heniiz mature olmadi: i¢in bilirubin ve safra asidi degerleri en yiik-
sek seviyelere ulagmaktadir. Daha sonraki giinlerde karaciger islevlerinde-
ki gelisme ile beraber bilirubin ve safra asidi seviyelerinde azalmalar
olmaktadir. Bilirubin diizeyleri birkag¢ hafta icginde eriskin dizeylerine
inmesine kargilik, safra asit diizeyleri yagamin ilk haftalarindan sonra belir-
gin olarak azalmakla beraber erigkin dilzeylere inmesi yillar almaktadir(1).
Bizim yaptifimiz ¢aligmada 4-17 yas grubundaki gocuklarin idrar safra asit
diizeyleri erigkinden anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Yenidogan déne-
minde ise bilirubin ve safra asidi degerleriﬁin giinlere gore degigimi birbir-

‘lerine gok benzemektedir. Buna gore yapilan analizlerde ayn:1 yénde anlam-

l1 bir korelasyon saptanmagtir (r:0,5728).
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6. OZET

1- 15 saglikli yenidogandan 1., 5. ve 15. giinlerde spot idrar ve
kapiller kan drnekleri alindi. Kapiller kandan total bilirubin spot idrardan
nonsulfate safra asidi ve kreatinin tayini yapildi.

2- Yaglar1 4 ile 17 arasinda defisen 12 gocuktan ve yaglar1 20 ile
75 arasinda degigen 20 erigkinden spot idrar 6rnekleri alinarak nonsulfate

safra asidi ve kreatinin tayini yapildi.

3- 15 yenidoganin bilirubin ortalamalar: 1. giin 2.84 mg (£1,47)
5. giin: 8.14 mg (£4.19), 15. giin 3.33 mg (£3.67) olarak bulundu. 5. giin
ortalamasi 1. ve 15. giin ortalamasindan anlamli olarak yiiksek bulundu.

Buna kargilik 1. ve 15. giin ortalamalar: arasindaki fark anlamsiz
idi.

4- 15 yenidoganin kreatinin ile diizeltilmis nonsulfate safra asidi
ortalamalari 1. gin 20.33 ugM/gr (£9,060), 5. gin: 26.152 pM/gr
(£12.317), 15. giin: 21.601 gM/gr (£10.167) olarak bulundu.
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- 5- Kéh'trdl grubundaki 12 saghkli ¢ocugun kreatinin ile duzeltil- ~
mis nonsulfate safra asidi degerleri ortalama 5,72 uM/gr (13,88) 20 saglik-
l1 erigkinin ise 2,61 uM/gr olarak bulundu. Cocuklarin safra asidi ortalama-
s1 erigkininkinden anlamli olarak yiiksek tespit edildi.

6- Yenidoganlarda kan bilirubin degerleriyle idrar safra asidi
degerlerinin giinlere gore degigsimlerindeki benzerlik (korelasyon) ayni yén-

de orta derecede anlamli olarak bulundu.

7- Yenidoganda idrar nonsulfate safra asidi degerleri ¢ocuk ve

erigkin kontrollerine gére anlamli olarak yiiksek bulundu.
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