ERITROSITLER VE HEMOGLOBIN METABOLIZMASI

Eritrositler

Dolasim sisteminde belirli bir siire kalan hiicrelere kan hiicreleri adi verilmektedir.
Eritrositler, i¢erdikleri hemoglobine O, baglayarak tasiyan kirmizi renkli kan hiicreleridirler.
Insan eritrositleri, ¢ekirdeksiz ve bikonkav disk seklindedirler; caplar1 6-9 p, kalinliklari
merkezde 1 p ve kenarlarda 2-2,5 p kadardir. Eritrositler eriskinlerin kemik iliginde
yvapilirlar, toplam viicut agirligimin %3-6 kadarini olusturan kemik iliginin yaklasik yarist
eritrosit yapiminda goérev yapan eritropoietik hiicrelerdir.  Eritropoietik hiicreler ve
dolasimda bulunan eritrositlerin tiimiine eritron adi verilir.

Ileri derecede 6zellesmis hiicreler olan eritrositlerin %34 kadar1 hemoglobin ¢dzeltisidir.
Eritrositlerde niikleus ve mitokondri, ribozom, lizozom, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti
gibi subselliiler organeller bulunmaz.

Eritrosit membrani, 6 nm kalinligindadir; %49 protein, %44 lipid, %7 karbonhidrat igerir.
Eritrosit membranindaki lipidler, diger memeli plazma hiicrelerinde oldugu gibi, hiicre
etrafinda dayanikli bir yap1 olusturmak iizere iki tabakali bir yapt meydana getirmektedirler.
Insan eritrosit membran lipidlerinin %25’ini kolesterol, %60’m1 fosfogliserid, %5-10’unu
glikolipid, geri kalanin1 kolesterol esterleri, serbest yag asitleri, siilfatidler, triacilgliseroller
olusturur. Fosfatidil kolinin 2/3’1 ve sfingomiyelinin %80-85’1 membranin dis yiizeyinde yer
alir; fosfatidil serin ve fosfatidil etanolaminin %80-90’1 membranin i¢ yilizeyinde yer alir;
kolesterol ve glikolipidler membranin dis yiizeyinde bulunurlar.

Eritrosit membraninda iki tiir protein bulunmaktadir. Integral proteinler adi verilen
proteinler, lipid tabakalarina sikica baglanmiglardir; ekstrinsik proteinler adi verilen
proteinler ise integral proteinlere kovalent olmayan baglar ile baglanan periferik proteinlerdir.
Eritrosit membran proteinlerinden band 3 ve glikoforin, integral proteinlerdir; spektrin, band
4, aktin, ankrin ise periferal veya ekstrinsik proteinlerdir. integral proteinlerin polipeptit
zincirleri, membranin her iki tarafinda da goriiliir; bunlarin fonksiyonlarinin O, ve CO;
taginmasiyla ve Cl™ iyonlarinin diffiizyonuyla iligkili oldugu sanilmaktadir.

Eritrosit membrani, CI ve HCO;~ gibi anyonlara gecirgendir; fakat Na® ve K' gibi
katyonlara gecirgen degildir. Eritrositlerde K*, Na”, Ca®", Mg”" katyonlari ile C1” ve HCO;
anyonlar1 bulunur; en 6nemli katyon, K dur. Eritrosit membraninda hiicre ici ile hiicre disi
arasinda iyon dengesini saglayan pompa sistemleri bulunur; bu pompa sistemleri,
Na'/K"ATPaz ve Ca” ATPaz gibi enzimlerin etkisiyle ¢alisirlar.

Eritrositlerde karbonik anhidraz, katalaz, peptidaz, kolinesteraz, anaerobik glikoliz yolu ve
pentoz fosfat yolu enzimleri bulunur.

Dolasimdaki glutatyonun tamamu eritrositlerdedir.

ADP, ATP ve NADP', eritrositlerin onemli yapt taglaridir; inorganik fosfor ve 2.3-
difosfogliserat da eritrositlerde 6nemli fosfor bilesikleridirler.

Eritrositlerin i¢indeki osmotik basing, plazmadaki gibi %0,9’luk NaCl ¢ozeltisinin osmotik
basincina esittir ve bu durum izotonik olarak ifade edilir. Eritrositler hipertonik bir ortamda
bulunurlarsa biiziilerek kiiciiliirler; hipotonik bir ortamda bulunurlarsa su alarak siserler ve
sonunda membranlarinin bitiinliiklerinin bozulmasiyla igerdikleri hemoglobin dis ortama
dagilir ki bu durum hemoliz olarak tanimlanir. Eter, kloroform, safra tuzlari, deterjanlar, yilan



zehiri gibi bazi biyolojik toksinler, donma ve UV 1sinlar1 hemolize neden olurlar; patolojik
durumlarda viicutta meydana gelen hemolizden sonra hemoglobiniiri goriilebilir.

Eritrositlerdeki metabolik olaylar

Eritrositlerde hemoglobin yapisindaki Fe*" seklinin korunmasi, diisik Na™ ve yitksek K
diizeyinin siirdiirilmesi, diisik Ca®" diizeyinin siirdiiriilmesi, hemoglobin ve diger
proteinlerdeki tiyol gruplarinin oksidasyonunun 6nlenmesi, eritrosit membran ve iskeletinin
biitiinliiglinlin korunmasi i¢in enerji gerekmektedir.

Eritrositlerde niikleus, mitokondri, ribozom, lizozom, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti
gibi subselliiler organeller bulunmadigindan protein ve niikleik asit sentezi yapilamaz, lipid
metabolizmasi son derece kisithidir.

Eritrositler, yasamlarim1 korumak ve siirdiirmek i¢in gerekli enerjiyi glukozdan saglarlar.
Glukozun anaerobik glikoliz ve pentoz fosfat yolunda yikilimi, eritrositlerin enerji
gereksinimini karsilar:
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Eritrositlerde glukozun %90 kadar1 anaerobik olarak glikolitik yol ile yikilir ki glukozun
glikoliz yolunda yikilimi sirasinda piriivat olusur. Ancak eritrositlerde mitokondriyal
sistemler bulunmadigindan piriivat, sitrat dongiisiinde metabolize edilemez; laktik aside
dontisiir. Eritrositlerde glukozun glikoliz yolunda yikilmasi sirasinda 2 ATP tiiketilmekte ve 4
ATP olugmaktadir ki boylece net kazang 2 ATP olmaktadir. Eritrositlerde glikolitik yol,
dokularda oksijenin hemoglobinden ayrilmasinda 6nemli rol oynayan 2,3-bisfosfogliserat
olusumunun da en Onemli kaynagidir. Ancak glikolizin 2,3-bisfosfogliserat yapiminda
kullanilmasi, fosfogliserokinaz asamasindaki ATP olusumunun atlanmasina yol acar ve net
ATP kazanc sifir olur:
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Eritrositlerde glikolitik yol, aynll zamanda NADH saglar. Hemoglobinin oksijene baglanmasi
ve saliverilmesi sirasinda hemoglobin yapisindaki iki degerlikli demirin li¢ degerlikli demire
yiikseltgenmesi ile methemoglobin olusur; NADH, methemoglobin yapisindaki ii¢ degerlikli



demirin yeniden kullanilmak {izere iki degerlikli demire indirgenmesinde gorevli enzimler
icin gereklidir.

Glukozun pentoz fosfat yolunda yikilimi sirasinda NADPH olusur. Hemoglobine oksijen
baglanmasi sirasinda giiclii bir oksidan olan siiperoksit anyonu olusur. Son derece toksik olan
stiperoksit anyonu, siiperoksit dismutaz (SOD) etkisiyle hidrojen perokside doniisiir. Hidrojen
peroksit (H»O,) de toksiktir; katalaz ve glutatyon peroksidaz etkisiyle etkisiz hale
getirilir..Hidrojen peroksidin glutatyon peroksidaz etkisiyle etkisiz hale getirilmesi sirasinda
glutatyon (GSH) yiikseltgenir ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG) haline doniisiir.
Yiikseltgenmis glutatyonun indirgenerek yeniden kullanilabilir hale doniismesi i¢in, pentoz
fosfat yolunda elde edilen NADPH kullanilmaktadir. NADPH, methemoglobin yapisindaki ii¢
degerlikli demirin yeniden kullanilmak {izere iki degerlikli demire indirgenmesinde de
kullantlir.

Eritrositlerin yaslanmasiyla eritrosit membranindaki pompa sistemlerinin aktiviteleri azalir,
iyon dagilminda degisiklikler olur; eritrosit iginde Na® ve Ca®" iyonlar1 konsantrasyonu
artarken K iyonu konsantrasyonu azalir. fyon dagilimindaki degisiklikler sonunda eritrositler
pargalanirlar. Eritrositlerin 0mrii, insanda ve koOpekte yaklasik 120 giin, ratta 100 giin
kadardir. Insanda her giin eritrositlerin 1/120’si retikiiloendoteliyal sistemde parcalanmakta ve
bunlardan 6,5-7 g kadar hemoglobin agiga ¢ikmaktadir.

Porfirin ve hemoglobin biyosentezi

Porfirinler, amino asitlerden derive molekiillerdir; porfirin biyosentezi i¢in temel prekiirsor,
glisin amino asididir. Izotop calismalariyla, porfirin halka sistemindeki metenil gruplari
karbonu, pirol halkalarindaki azot atomu ve bu azota komsu karbon atomlarindan birinin
glisinden saglandig1 gosterilmistir.

Porfirin biyosentezi tiim hiicrelerde olmakla birlikte en fazla eritrosit prekiirsorii hiicrelerde;
organ olarak en fazla kemik iliginde ve karacigerde gerceklesir. Porfirin biyosentezi kemik
iliginde hemoglobin sentezi amagh iken karacigerde sitokromlarin sentezi igin gereklidir.
Porfirin biyosentezinde 1iki ana yol, porfirin halkast olusumu ve yan zincirde
modifikasyondur. Hem sentezinde ilk ve son ii¢ reaksiyon mitokondride, digerleri
sitoplazmada gergeklesir:
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Porfirin biyosentezi i¢in ilk reaksiyon, mitokondride glisin ile siiksinil-KoA’nin, a-amino-3-
ketoadipat iizerinden d-aminoleviilinat (ALA) olusturmak iizere reaksiyonlasmasidir. Hemin
organik boliimii, sekiz adet glisin ve siiksinil-CoA’dan olugur. Bu ilk basamakta piridoksal
fosfat (PLP, B¢POs,), glisin ile Schiff bazi olusturur. Glisinin o karbonunda olusan karbanyon
yapi, niikleofilik atak olusumuna zemin hazirlar ve elektronsever molekiil olan siiksinil-CoA

ile birlesim saglanir; d-aminoleviilinat (ALA) olusur. Bu reaksiyonu katalizleyen enzim, ALA
sentazdir:
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ALA sentaz, porfirin biyosentezinde hiz belirleyici enzimdir. Bu enzimin sentezi de
mitokondriyal DNA ile degil niikleustan gelen mRNA ile diizenlenmektedir. Enzim, dimer
vapidadir; her biri 71 kDa’luk alt iinite ve bazik N-terminal sinyal dizi igerir. Sinyal dizi,
enzimi mitokondriye yénlendirir; saparon protein olarak tammlanan ATP’ye bagimli 70
kDa’luk bir sitozolik komponent, ALA sentazi katlanmayan durumda tutar ve béylece enzim
mitokondriyal membrandan geger. Mitokondride, metal bagimli bir proteaz tarafindan N-
terminal sinyal dizi kopariir; her biri 65 kDa olan alt iiniteler olusur. Mitokondriyal matriks
icinde her biri 60 kDa’luk alt iinite iceren bir protein, ATP bagimli ikinci bir islevie proteinin
dogru bir sekilde katlanmasini katalizler ve aktif nativ konformasyonda ALA sentaz olusur.
ALA sentazin yart 6mrii ¢ok azdir; yaklasik 60 dakika kadardir.

Mitokondride olusan d-aminoleviilinat (ALA), sitoplazmaya ¢ikar. Sitoplazmada, 2 molekiil
O-aminoleviilinat (ALA), porfobilinojen (PBG) olusturmak {izere kondense olur; reaksiyonu
porfobilinojen sentaz (ALA dehidrataz) katalizler:
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ALA dehidrataz, Zn’" gerektiren sitozolik bir enzimdir; siilfhidril gruplari icerir; agir
metallerle inhibisyona ¢ok hassastir. Kursun ile zehirlenmelerde ALA miktar: artar.

Porfobilinojen (PBG) molekiilii, propiyonat ve asetat takilar1 igerir. Dort molekiil
porfobilinojen, bir seri enzimatik reaksiyon sonunda protoporfirin IX (Protoporfirin III)
olusturur. Mitokondride olusan protoporfirin IX’a (Protoporfirin III) mitokondri ig¢inde ferro
halinde demir (Fe*") katilmasiyla “hem” olusur:
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Hemoglobin sentez yolu: AHerbir biyokimyasal basarmakta yeralon enzimler raksm/ls
belirtimistir. 1,Ala sentaz; 2Al dehidrataz; 3,uroporfiringjen I sentaz; 4 Uroporfirincjen T
Kosentaz; 5, Uroporfiringjern dekarboksilaz, 6,koproporfiringjen I oksidaz, 7, protoporfiriicer
IX oksldaz; & rerroselataz.



Uroporfirinojen I sentazin siilthidril iceren grubu, PBG ile, deaminasyon sonucu tiyoeter
bag1 olusturur; ardindan 5 adet PBG birimi deamine olarak baglanip lineer hekzapirol+enzim
kompleksi olusur. Bu yap1 hidrolitik olarak pargalanip enzim pirometan kompleksi ve lineer
tetrapirol (hidroksimetilbilan) olusur. Enzim pirometan bilesigi, bir baska PBG ile yeni bir
dongiiye girer; pirometan kompleksi, enzime kovalent bagli bir kofaktordiir.

Uroporfirinojen I sentaz etkisiyle olusan hidroksimetilbilan, iki farkli yolda degisime ugrar:
1) Enzim etkisi olmaksizin formiilde bir kapanma ile Uroporfirinojen I (URO 1) olusur. 2)
Uroporfirinojen III kosentaz etkisiyle tip III izomer olan Uroporfirinojen III (URO III)
olusur.

Uroporfirinojen III dekarboksilaz, yan zincirlere etki ederek URO I ve URO III
izomerlerinin sirastyla KOPRO I ve KOPRO III’e doniigiimlerini saglar. Enzim, demir
tuzlartyla inhibe olur. Enzim ile ilgili tek gende anormallik, enzim aktivitesinde %50 diisme
yapar; deri belirtileri ve 1s18a hassasiyet ile karakterize porfiriya kutanea tarda denen klinik
durum ortaya ¢ikar.

Koproporfirinojen oksidaz, mitokondriyal bir enzimdir; tip III izomerlere etki ederek
koproporfirinojen III’den protoporfirinojen IX oliisturur. Enzim eksikliginde, herediter
hepatik porfiriya ya da herediter koproporfiriya denen klinik durum ortaya ¢ikar.

Protoporfirinojen oksidaz etkisiyle, protoporfirinojen IX’dan protoporfirin IX olusur:
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Protoporfirin IX'un suda ¢oziiniirliigii, diger hem prekiirsorlerine gore ¢ok azdir.
Protoporfirinojen oksidaz enzimi eksikliginde, porfiriya variegata hastaligi olusur.

Ferrogelataz, aktivite i¢in rediikleyici ajanlara gereksinim gosterir; protoporfirin IX igerisine
demir yerlesimini katalizler ve hem molekiilii olusur:
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Demir eksikliginde ¢inko protoporfirin olusur ki bu, parlak fliioresans vermesiyle ayirt edilir.

Mitokondride olusan hem, mitokondri disinda, ribozomlarda sentez edilmis olan globin ile
birleserek hemoglobin olusturur:



70 kg’lik bir insanda giinde 8 g hemoglobin sentezlenmekte ve yikilmaktadir. Giinliik porfirin
sentezi 300 mg’dir ve sentez i¢in = 30 mg Fe*" kullanilir.

Porfirin biyosentezi, hemoglobin gibi hem protein bilesiklerinin konsantrasyonu ile
diizenlenir; hem protein bilesikleri, porfirin biyosentezinin ilk basamaklarina feedback
inhibitor olarak etki ederler. ALA sentaz enzimi, porfirin biyosentezinde oran kontrol edici
olarak rol oynar. Hem ve hemin, ALA sentaz ve ALA dehidratazi inhibe ederler. 100°den
fazla ilacin ALA sentaz aktivitesini artirdigi da bilinmektedir.

Hemoglobin biyosentezinde pantotenik asit (vitamin Bs), piridoksal fosfat (vitamin Bg),
vitamin Bj, ve folik asit vitaminleriyle demir ve bakir elementleri gerekir. Pantotenik asit,
koenzim A’nin yapisina katildig: icin; piridoksal fosfat, dekarboksilasyonda koenzim oldugu
icin ALA sentaz enziminin katalizledigi o-aminoleviilinat (ALA) olusumunda etkilidirler.
Vitamin B, ve folik asit, niikleoproteinlerin yapisina giren piirin biyosentezinde rol alirlar ki
vitamin B, ve folik asit eksikliginde mitotik faaliyet azalir, kemik iliginde az sayida ve
biiylik eritrositler olusur, pernisiy6z anemi ortaya ¢ikar. Demir, her hem molekiiliine 1 adet
Fe’" olmak iizere baglanarak hemoglobin olusumuna katilmaktadir; demir eksikliginde
hipokrom anemi ortaya ¢ikar. Bakir, eritrositlerin olgunlasmasinda rol oynar ve bunlarin
eritropoetik  sistemden agiga ¢ikislarimi uyarir; bakir eksikliginde kemik iliginde
olgunlagmamus eritrositler artar.

Insanlarda porfirin biyosentezinde gorevli bazi enzimlerde genetik defekt olmast,
eritrositlerde, viicut sivilarinda, karacigerde spesifik porfirin prekiirsorlerinin birikmesine yol
acar; porfiriyalar diye bilinen baz1 genetik hastaliklar ortaya cikar.

Porfiriyalar

Porfiriyalar, genetik olarak tanimlanmis, hem sentezinde gorevli enzimlerin fonksiyon
bozukluklaridir. Kongenital eritropoetik porfiriya hari¢ tiim porfiriyalar dominant kalitilirlar.
Fonksiyonel enzimi kodlayan tek gen vardir; porfiriyalarda %50 normal enzim aktivitesi
gozlenir; kismi defekt, hem sentez defektine neden olmaz ve anemi olugsmaz. Ancak defektli
enzim gerisindeki porfirinler ve prekiirsorleri viicut dokularinda ve viicut sivilarinda birikir.
Biriken bilesiklerin toksik yapisina bagl olarak her bir porfiriyaya 6zgii semptom ve belirtiler
ortaya c¢ikar. Kendiliginden, alkol almimi, kursun gibi toksinler, 0&strojen ve
oralkontraseptifler, ilaglar etkisiyle baglayabilen akut ataklarda abdominal agri,
konstipasyon, noromiiskiiler belirtiler ve psikotik bozukluklar 1-2 giinden birka¢ haftaya
kadar stirebilir; ALA ve PBG ekskresyonunda artig dikkat ¢ekicidir.

Porfiriyalarda mide bagirsak yakinmalarindan abdominal agri, en sik belirtidir; kabizlik, mide
bulantisi ve kusma olabilir. Otonom sinir sistemi anormallikleri olarak tasikardi,
hipertansiyon, terleme, idrar retansiyonu gozlenebilir. Periferal noropati, ekstremitede agri,
duyuda azalma, kas zayifligi, paralizi, gorme kaybi, felg, koma, ADH’un uygunsuz salinimi
belirtileri ile ortaya ¢ikabilir.



Porfiriyalar, semptomlara gore norolojik porfiriya ve kutandz porfiriya olmak iizere iki ana
grupta siniflandirilabilirler.

Norolojik porfiriyalar
Norolojik porfiriyalar, santral sinir sistemi ve deri tutulusunun birlikte goézlendigi
porfiriyalardir.

1) Akut intermittant porfiriya, porfobilinojen deaminaz aktivitesinde bozukluga bagl
olarak ortaya ¢ikar. Akut intermittant porfiriya, en sik rastlanan porfiriya tipidir. Akut
intermittant porfiriyada hem sentezi azalir; porfirinler olusmadigi i¢in fotosensitivite olmaz.

Laboratuvar bulgusu olarak idrarda ALA ve PBG artar. Nonenzimatik kondensasyon ile
idrarda az miktarda URO olusur. Fekal porfirinler normaldir.

2) Porfiriya variegata, protoporfirinojen oksidaz aktivitesinde bozukluga bagl olarak
ortaya cikar. Porfiriya variegatada, PROTO ve KOPRO birikir; akut norolojik atak ve
fotosensitivite gozlenir.

Laboratuvar bulgusu olarak akut ataklarda idrarda ALA ve PBG artar.

3) Herediter koproporfiriya, koproporfirinojen oksidaz eksikligine bagl olarak ortaya
cikar. Hastalarin ancak 1/3’linde fotosensitivite olusur.

Laboratuvar bulgusu olarak feceste PROTO ve KOPRO birikir.

Kutandz porfiriyalar

Kutan6z porfiriyalar, porfirinlerin deride asir1 derecede birikmesiyle karakterizedirler. Deride
biriken porfirinler, 400 nm’de 151k absorplarlar ve yiiksek enerjili duruma gecerler. Yiiksek
enerjili porfirinlerden oksijene enerji transfer edilir ve uyarilmig oksijen liriinleri olusur.
Uyarilmis oksijen tirlinleri de hiicresel yapilar1 bozarlar. Molekiiler ve hiicresel diizeydeki bu
olaylarin sonucu olarak fotosensitivite ve deri lezyonlar1 ortaya ¢ikar. Kutandz porfiriyalarda
ALA ve PBG asir1 yiiksek degildir.

1) Kongenital eritropoetik porfiriyada, URO III kosentaz aktivitesi diisiiktiir; tip III izomer
yerine URO I ve KOPRO 1 artis1 olur. Kongenital eritropoetik porfiriya, otozomal resesif
kalitilir; erken ¢ocukluk doneminde go6zlenir. Kongenital eritropoetik porfiriyada asiri
fotosensitivite olur; porfirin depolanmasina bagli olarak disler kahverengi olur; hemolitik
anemi ve splenomegali saptanir; prognozu kaotiidiir.

Yogun miktarda URO ve KOPRO atimina bagl olarak idrar pembe kirmizi olur. Fekal
porfirinler artmustir. Kan porfirinleri, normal degerin iizerine ¢ikar. Eritrositler, URO ve
KOPRO igerdiklerinden fliioresan mikroskop altinda fliioresans verirler.

2) Protoporfiriya, ferroselatazda kismi defekte bagl olarak ortaya ¢ikar. Fotosensitivite,
cocuklukta baslar; giines 15181 altinda yaniklar, kasinti, deride sislik olur. Yiiz ve el sirt1 en
fazla etkilenen bolgelerdir.

Laboratuvar bulgusu olarak yiiksek miktarda PROTO ekskrete edilir; eritrosit serbest
protoporfirinleri yiiksektir; idrarda porfirin ve prekiirsorleri normaldir.

3) Porfiriya kutanea tarda, iiroporfirinojen dekarboksilaz aktivitesi diisiikliigline bagl
olarak ortaya ¢ikar. Agir karaciger hastaligi, alkolizm ve bazi ilaglar semptomlar1 baslatir; en
stk goriilen edinsel porfiriya tiiriidiir; genelde yetiskin doneme kadar goriilmez. Deride
mekanik hasar olusur; fotosensitivite gdzlenir. Laboratuvar bulgusu olarak idrarda URO ve 7
COOR’li porfirinler artar.



Porfirin metabolizmasinda sekonder bo

zukluklar

Pb zehirlenmesi

ALA dehidrataz ve ferroselataz aktiviteleri diiser. Eritrosit Zn protoporfirini yiikselir. idrarda
ALA artar; PBG normaldir. Tani1 i¢in tam kanda Pb 6l¢limii yapilmalidir.

Hem prekiirsorlerinin idrardaki normal degerleri soyledir: PBG 0-2 mg/giin, 6-ALA 1,3-7,0
mg/giin, tiroporfirin < 40 ug/giin, koproporfirin< 235 ug/giin, protoporfirin 60 ug/gtin.

Fe eksikligi
Zn protoporfirini yiiksektir. Eritrosit serbe

st protoporfirinini 6lgmek, demir eksikligi i¢in iyi

bir tarama testidir. Tan1 ve tedavi i¢in ayrica demir eksikligine neden olan durumlar arastirilir.

Hemoglobinin yikilimi

Normal insan viicudunda her giin eritrositlerin pargcalanmasiyla yaklagik 6,5-7 gram kadar

hemoglobin serbestlesmektedir.
retikiiloendoteliyal sistemde (RES) yani ba

Eritrositlerin pargalanmasiyla serbestlesen hemoglobin,

slica karaciger, dalak ve kemik iliginde yikilir:
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Bobrek, akciger ve bagirsak, hemoglobin yikiliminda az ¢ok rol oynar.



Hemoglobinin retikiiloendoteliyal sistemde yikilmasi sirasinda meydana gelen biyokimyasal
olaylarin baslangi¢c donemi hakkinda klasik teori ve Lamberg teorisi olmak iizere iki teori ileri
siirtilmiistiir.

Hemoglobinin yikilim1 hakkindaki klasik teoriye gore dnce hemoglobinden globin ayrilir ve
“hem” serbestlesir; sonra hem’den Fe?" ayrilarak protoporfirin meydana gelir; protoporfirinin
porfin halkasinin agilmasiyla yesil renkli biliverdin olusur; biliverdinin indirgenmesi
sonucunda sar1 veya turuncu renkli bilirubin olusur.

Hemoglobinin yikilimi hakkindaki Lamberg teorisine gore, hemoglobinden globin ayrilmadan
once hem kisminin porfin halkasindaki a-metenil kopriisii, molekiiler oksijen (O,), sitokrom
p-450, flavoproteinler ve NADPH gerektiren mikrozomal hemoksijenaz sistemi tarafindan
parcalanir; biliverdin olusur. Tavsan eritrositlerinde, biliverdin, Fe’™ ve globin karisimindan
olusan, koleglobin adi verilen yesil renkli bir madde saptanmistir. Biliverdinin y-metenil
kopriistinin NADPH gerektiren biliverdin rediiktaz tarafindan indirgenmesiyle bilirubin

olusur:

Bilirubin 1X-a

Mikrozomal hem oksijenaz

Fe*3 (yeniden kullanilir)
CO (solunumla

/‘ jd|§an atilir)

0,

Biliverdin 1X-a

Hemoglobinin hem kisminin bilirubine doniisiimii, yaklasik 2-3 saatte gerceklesir.
Hemoglobinin yikilmasiyla serbestlesen Fe’*, ya retikiiloendoteliyal sistemde depo edilir veya
tekrar hemoglobin sentezine katilmak tlizere transferrinle kemik iligine iletilir; globin, protein

depolarina katilir; bilirubin ise safra ile atilir.

Plazmada normalde %2-5 mg kadar bulunan serbest hemoglobin, karacigerde sentez edilmis
olan ve glikoprotein yapisindaki haptoglobin ile kompleks olusturur. Hemoglobin-
haptoglobin kompleksi, karaciger parankim hiicreleri tarafindan hizla tutularak dolasimdan
ayrilir. Asirt hemolize bagli olarak haptoglobinin hemoglobin baglama kapasitesi asildiginda
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bir miktar serbest hemoglobin karaciger tarafindan dogrudan alinabilir; fakat ¢ogu iki yol
izleyebilir: 1) Serbest hemoglobin, iki of dimerine ayrilarak bobreklerden atilir veya bu
dimerler haptoglobine baglamir. 2) Serbest hemoglobin, methemoglobine okside olarak
ferrihem ve globine ayrilir. Ferrihem, hemopeksin ile baglanarak hemopeksin-ferrihem
kompleksi olusturur ve bu sekilde karaciger parankim hiicrelerine iletilerek karacigerde
yvikilir. Ferrihemin bir kismi, albiimine baglanarak methemalbiimin olusturur, daha sonra
methemalbiimindeki hem molekiilii hemopeksine aktarilir.

Plazmadaki serbest hemoglobin i¢in bobrek esik degeri %70 mg’dir. Plazmadaki serbest
hemoglobin diizeyi %70 mg’dan yiiksek olursa, hemoglobin, oksihemoglobin veya
methemoglobin seklinde, albiimine veya B-globuline bagli olarak idrarla atilr. Idrarda
hemoglobin bulunmasi, hemoglobiniiri olarak tanmimlanir. Hemolitik anemilerde ve
kongenital ahaptoglobinemide hemoglobiniiri goriilebilir.

Bilirubin
Bilirubin, hemoglobinin yikilimi ile olusan turuncu renkli safra pigmentidir:

[} Q

1l Il
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| |
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]
M M HC M

I
CH
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Insan kaninda, parcalanan eritrositlerden baska, kemik iliginde gerceklesen abortif
hemoglobin sentezi ile olusan hemoglobin, hemoglobin olmayan hemler, karacigerde yikilan
miyoglobin, katalaz, peroksidaz, sitokrom bs ve sitokrom p-450 de bilirubin kaynaklaridirlar.

Hemoglobinin hem kisminin yikilmasiyla olusan bilirubin, indirekt bilirubin (ankonjuge
bilirubin) olarak bilinir. Indirekt bilirubin, Van den Bergh reaksiyonunda diazo reaktifi ile
direkt reaksiyon vermez; ancak %50 etanol, kafein veya iire ile islemden sonra reaksiyon
verir. Indirekt bilirubin, suda ¢dziinmez, idrara gegmez ve safra ile atilmaz. Indirekt bilirubin,
liposolubldur; membranlardan kolaylikla gecerek dokulara diffiize olabilir.

Karaciger disi1 retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerinde meydana gelen indirekt bilirubin,
genellikle alblimine ve daha az olarak o; veya ap-globuline baglanarak dolasim yoluyla
karacigere tasinir. Her albiimin molekiiliinde bilirubin ig¢in bir yiiksek affinite yeri ve bir
diisiik affinite yeri vardir; plazmadaki yaklasik %25 mg indirekt bilirubin, yiiksek affinite
yerinde alblimine sikica baglanabilir. Plazmadaki indirekt bilirubin %25 mg’dan fazla ise,
yiiksek affinite yerinde albiimine sikica baglanandan arta kalan bilirubin, alblimine diisiik
affinite yerinde gevsek olarak baglanir. Alblimine diisiik affinite yerinde gevsek olarak
baglanan bilirubin, kolaylikla albiiminden ayrilarak dokulara diffiize olabilir ki bebeklerde
plazmada indirekt bilirubin %20-25 mg’dan yiiksek oldugunda santral sinir sistemine gegerek
kern-ikterus denen noropatik tabloya neden olabilir. Albiiminin indirekt bilirubini baglama
kapasitesi bebeklerde %20-25 mg oldugu halde eriskinlerde %60-80 mg’dir, eriskinler
indirekt bilirubin yiiksekligini daha iyi tolere ederler. Asidoz, anoksi, serbest yag asitleri
yuksekliginde indirekt bilirubinin albiimine baglanmasi1 azalir; bu durumlarda kern-ikterus
olugmasi kolaylasir. Siilfonamidler, salisilatlar ve tiroit hormonlari, albiimin {izerindeki
yuksek affinite yeri i¢in bilirubinle yarisirlar ve kern-ikterus olusumunu kolaylastirirlar.

Kan dolasimi yoluyla albiimine bagli olarak karaciger disi retikiiloendoteliyal sistem
hiicrelerinden karacigere gelen indirekt bilirubin, karacigerde sinlizoidal plazmada
albiiminden ayrilir ve hepatositlerin sitoplazmasina geger. Indirekt bilirubin, hepatositlerin
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sitoplazmasi i¢inde Y ve Z ad1 verilen iki sitoplazma proteinine baglanir. Y ve Z proteinleri,
indirekt bilirubini diiz endoplazmik retikulum mikrozomlarina tasirlar. Indirekt bilirubin,
hepatositlerin diiz endoplazmik retikulum mikrozomlarinda mikrozomal bir enzim olan UDP-
glukuronil transferaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonda, glukozun glukuronik asit
tizerinden yikimi yolunda olusan UDP-glukuronik asitle tepkimeye girer; UDP
serbestlesirken bilirubinin iki propiyonil takisindan birinin glukuronik asidin yar1 asetal
hidroksili ile birlesmesiyle bilirubin monoglukuronid olusur:

UDP-GLUKURONIl
UDP-Glukuronikasid ~ TRANSFERAZ Bilirubin monoglukuronid
+ > +
Bilirubln upp

Ikinci bir glukuronik asit, bilirubinin diger propiyonil takisi ile esterlesirse bilirubin
diglukuronid meydana gelir:

UDP-GLUKURONIL

UDP-Glukuronik asid TRANSFERAZ Bilirubin diglukuronid
+ > +
Bilirubin monoglukuronid uoP
VLT [— diglukuronid,

2 Bilirubin monoglukuronid

+
Billrubin

Bilirubinin glukuronik asit ile esterlesip bilirubin monoglukuronid veya bilirubin
diglukuronid olusturmasi, bilirubinin glukuronik asitle konjugasyonu olarak adlandirilir.
Bilirubinin  glukuronik asitle konjugasyonu sirasinda ¢ogunlukla olusan bilirubin
diglukuroniddir; ancak karaciger yetmezliginde cogunlukla bilirubin monoglukuronid olusur.

Indirekt bilirubinin az bir kismu, 1 ve II halkalarindaki hidroksil gruplarinda siilfatla
esterleserek bilirubin siilfat olusturur. Indirekt bilirubinin karacigerde glukuronik asitle
konjugasyonu veya c¢ok az oranda siilfatlanmasiyla direkt bilirubin (konjuge bilirubin)
olusur. Direkt bilirubin, Van den Bergh reaksiyonunda diazo reaktifi ile direkt reaksiyon
verir. Direkt bilirubin, suda ¢oziiniir ve safra ile atilir; liposolubl olmadigindan lipid
membranlardan gecemez ve kern-ikterus olusmasinda etkili olmaz. Direkt bilirubin normalde
kanda bulunmaz veya c¢ok az bulunur; ancak safra ile atiliminin engellendigi durumlarda
kanda artabilir ki kandaki diizeyi %1,5 mg’1 astiginda idrarda saptanir.

Hepatositlerde olusan konjuge bilirubin (direkt bilirubin), hiicrelerden safra kanalikiillerine ve
safra kanalikiillerinden safra i¢inde bagirsaga atilir. Konjuge bilirubinin safraya atilmasi,
genis bir konsantrasyon gradientine karsi olur; bir aktif transport mekanizmasi tarafindan
yuritiiliir ki bu aktif transport, olasilikla karacigerin bilirubin metabolizmasinin timi i¢in hiz
sinirlayicidir.

Safra ile bagirsaga glinde 300 mg kadar atilan bilirubinin %851 glukuronidlenmistir, %10
kadar1 siilfatlanmistir, bir miktar1 serbesttir, ¢cok az miktar1 seker alkolleri ve asidik
disakkaritlere baglanmistir. Bagirsaktaki konjuge bilirubinler, terminal ileumda ve ¢cogunlukla
kalin bagirsakta bir B-glukuronidaz etkisiyle glukuronattan ayrilirlar. Glukuronattan ayrilan
bilirubinin bir kismi, bagirsaktan emilerek tekrar karacigere gelir. Bagirsaktan emilerek
karacigere gelen bilirubinin bir kismi safra ile tekrar bagirsaga atilir, bir kismu ise karacigerde
doymamig yag asitleri peroksitlerinin olusumunu Onleyici yani antioksidan olarak goérev
yaptiktan sonra bilinmeyen bir yoldan yikilir. Bagiwrsakta glukuronattan ayrilan bilirubinin
bir kismimin emilerek karacigere gelmesi ve karacigerden safra ile tekrar bagirsaga
atilmasina bilirubinin enterohepatik dolanimi denir.
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Bagirsakta glukuronattan ayrilan bilirubinin biiyiik cogunlugu cekumda ve o6zellikle sag
kolonda bulunan anaerobik bakterilerin enzimleriyle indirgenir ve bilinojenler veya
iirobilinojenler denilen bir grup renksiz bilirubin iiritinleri olusur:

M E M P P M M E
n | | V/i4 w I
HO OH
N C N C C
H Hy H Hy H H, H
Mezobilirubinojen
M E M P P M M E
H
Vi4 Vi/§ v I
HO OH
H C N C H
H H2 H H2 H H2 H

Sterkobilinojen

Urobilinojenler, bilirubinin indirgenmesiyle olusmus, renksiz bilirubin {iriinleridirler.
Urobilinojenler, bagirsaktan emilerek portal dolasim yoluyla karacigere gelirler. Karacigere
gelen iirobilinojenlerin biiyiik kismi molekiiliinde baz1 degisiklikler yapildiktan sonra tekrar
safra yoluyla bagirsaga atilirlar; ¢ok az bir kismi ise biiyiikk dolasima gegerek idrarla disari
atilir; anormal kosullarda, 6zellikle asir1 miktarda bilirubin olustugunda idrarda iirobilinojen
artar. Urobilinojenler, kolonda okside olarak bilinler veya iirobilinler denilen renkli bilirubin
tiriinlerini olustururlar:
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Urobilinler, bilirubinin bagirsakta indirgenmesiyle olusan iirobilinojenlerin okside olmasiyla
olusan, renkli bilirubin iiriinleridirler. Urobilin ilk defa idrardan sterkobilin ise ilk defa
diskidan izole edildiklerinden bu isimleri almiglardir. Hemolizin arttigi durumlarda, bagirsak
florasimin heniiz olusmadigr yeni dogan bebeklerde ve genis spektrumlu antibiyotiklerle
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bagirsak florasimin tahribinde bilirubin, kolonda iirobilinojenlere ve sonra iirobilinlere
doniisemez; havanin molekiiler oksijeni ile oksitlenerek yegsil renkli biliverdine doniigiir.

Bilirubini tanimlama deneyleri

Gmelin yontemi ile bilirubinin tanimlanmasi

Bilirubinin nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturmasi ve biliverdinden
biliverdin oksidasyon iiriinleri olugsmas1 prensibine dayanir.

Bir deney tiipiine 1 mL konsantre HNO; konur. Tiipteki konsantre HNOs iizerine 2 mL
bilirubinli sivi tabakalandirilir. Tiipte sivi tabakalarimin temas yerinde asagidan yukariya
dogru sar1 lizerinden kirmizi, mor, yesil renk olustugu goézlenir.

Agtklama: Deneyde Once bilirubin, nitrik asitle oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur;
daha sonra biliverdin oksitlenerek biliverdin oksidasyon {iriinleri olusur. Tiipte tabakalarin
temas yerinde gozlenen yesil renk, olusan biliverdinden ileri gelmektedir, diger renkler ise
biliverdin oksidasyon iiriinlerinden ileri gelmektedir.

Rosin yontemi ile bilirubinin tanimlanmasi

Bilirubinin iyot ile yesil renk olusturmasi prensibine dayanir.

Bir deney tiiptine 2 mL bilirubinli sivi konur. Tiipteki bilirubinli siv1 {izerine 2 mL Rosin
reaktifi (Rosin reaktifi, %I lik iyot-alkol c¢ozeltisidir.) tabakalandirilir. Tiipte — sivi
tabakalarinin temas yerinde yesil renk olustugu gozlenir.

Agiklama: Deneyde bilirubin, ya iyot ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin olusturur ya da
iyot ile bilirubinin birlesmesi sonucu yesil renkli bir madde olugmaktadir. Tiipte tabakalarin
temas yerinde gozlenen yesil renk, biliverdinden ya da olusan yesil renkli iyot-bilirubin
bilesiginden ileri gelmektedir.

Diazo reaksiyonu (Van den Bergh reaksiyonu) ile bilirubinin tanimlanmasi

Bilirubinin diazo reaktifi ile kirmizi renkli azobilirubin bilesigi olusturmasi prensibine
dayanir.

Bir deney tiiptine 5 mL bilirubinli sivi konur. Tipteki bilirubinli siv1 {izerine 1-2 mL taze
diazo reaktifi (Taze diazo reaktifi: 5 mL Diazo A ¢ozeltisi ile 1 mL Diazo B ¢ozeltisi
karistirtlarak hazirlanir. Diazo A ¢ozeltisi: 1 g siilfanilik asit ve 15 mL konsantre HCI, voliim
1000 mL’ye tamamlanacak sekilde distile suda ¢oziiliir. Diazo B ¢ozeltisi: %0,5 lik NaNO,
cozeltisi.) eklenerek karistirilir. Tiipteki karisimin kirmizi renk aldigi gozlenir.

Ac¢tklama: Taze diazo reaktifinin hazirlanmasi sirasinda, once diazo A ¢ozeltisindeki HCI ile
diazo B ¢ozeltisindeki NaNO;,’ten HNO;, ve NaCl olusur; daha sonra HNO; ile siilfanilik
asitten diazobenzosiilfonik asit olusur; taze diazo reaktifi, diazobenzosiilfonik asit
icermektedir. Deney sirasinda, taze diazo reaktifindeki diazobenzosiilfonik asit ile bilirubin
arasindaki tepkime sonucunda kirmizi renkli azobilirubin bilesigi olusur. Gozlenen kirmizi
renk, olusan azobilirubin bilesiginden ileri gelmektedir.

idrarda bilirubin arama deneyleri

Rosin yontemi ile idrarda bilirubin aranmasi

Bir deney tiipiine tiiplin 2/3’line kadar idrar konur. Tiipteki idrar {izerine 2-3 mL Rosin
reaktifi tabakalandirilir. Tiipte  sivi tabakalarinin temas yerinde yesil renk olusup
olugmadigina bakilir ve gézlenenlere gore sonug rapor edilir:

Idrar ve Rosin reaktifi tabakalarmin temas yerinde yesil renk olusumu gdzlenmezse idrarda
bilirubin (=)’dir. Idrar ve Rosin reaktifi tabakalarnin temas yerinde yesil renk olusumu
gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Gmelin yontemi ile idrarda bilirubin aranmasi

Bir deney tiipiine 2 mL konsantre HNOs konur. Tiipteki konsantre HNOj iizerine 1 mL idrar
tabakalandirilir. Tiipte konsantre HNO; ve idrar tabakalarinin temas yerinde asagidan
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yukartya dogru sari iizerinden kirmizi, mor, yesil renk olusup olusmadigina bakilir ve
gbzlenenlere gore sonug rapor edilir:

Konsantre HNO; ve idrar tabakalariin temas yerinde asagidan yukariya dogru sar1 lizerinden
kirmizi, mor, yesil renk olusumu gézlenmezse idrarda bilirubin (—)’dir. Konsantre HNO; ve
idrar tabakalarinin temas yerinde asagidan yukariya dogru sari iizerinden kirmizi, mor, yesil
renk olusumu gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Fouchet yontemi ile idrarda bilirubin aranmasi

Bilirubinin FeCls ve TCA ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin ve biliverdin oksidasyon
tirtinleri olusturmasi prensibine dayanir.

Bir deney tiiptine 10 mL idrar konur. Tiipteki idrar lizerine 5 mL %10’luk BaCl, ¢ozeltisi
eklenir ve karistirilir; bir ¢okelti olustugu goriiliir. Ikinci basamakta olusan ¢okelti, karisimin
filtre kagidindan siiziilmesiyle filtre kagidi {izerine almnir. Uzerinde ¢dkelti olan filtre kagids,
kuru bir bagka filtre kagidinin iizerine konur. Filtre kagidi lizerindeki ¢okelti lizerine 1-2
damla Fouchet reaktifi (Fouchet reaktifi: 10 mL suda 2,5 g TCA ¢oziiliir ve bu ¢ozeltiye
%10’luk taze FeCl; ¢ozeltisinden 1 mL eklenip karistirilir.) damlatilir ve Fouchet reaktifi
damlatilan yerde yesil renk olusup olusmadigina bakilir; gézlenenlere gore sonug rapor edilir:
Filtre kagidi iizerindeki ¢okeltide Fouchet reaktifi damlatilan yerde yesil renk olustugu
gozlenmezse idrarda bilirubin (—)’dir. Filtre kagidi iizerindeki ¢okeltide Fouchet reaktifi
damlatilan yerde yesil renk olustugu gozlenirse idrarda bilirubin (+)’dir.

Aciklama: BaCl, , idrardaki siilfat iyonlarin1 baglayarak BaSO, seklinde ¢oktiiriir. Idrarda
bilirubin varliginda BaSOj , idrardaki bilirubini adsorbe ederek beraberinde ¢oktiiriir. Siizme
sonucunda BaSO, ve adsorbe ettigi bilirubin filtre kagidinin iizerinde kalirlar. Filtre kagidi
tizerindeki ¢okeltiye Fouchet reaktifi damlatildiginda, c¢okeltideki bilirubin, Fouchet
reaktifindeki FeCl; ve TCA ile oksitlenerek yesil renkli biliverdin ve biliverdin oksidasyon
tirinleri olusturur.

idrarda bilirubin Uriinlerini arama deneyleri

Ehrlich yontemi ile idrarda iirobilinojen arama deneyi

Urobilinojenin Ehrlich reaktifi ile kirmizi renk olusturmasi prensibine dayanur.

Bir deney tiipiine taze ve bilirubinsiz idrar konur. Bilirubinli idrar, 10 mL sine 5 mL %10’ luk
BaCl; eklenip karigtirildiktan sonra siiziilerek bilirubinsizlestirilir. Tiipteki bilirubinsiz idrar
tizerine 1 mL Ehrlich reaktifi (Ehrlich reaktifi: 2 g p-dimetil aminobenzaldehid, 100 mL
%20’lik HCl'de ¢oziilerek hazirlanir.) eklenip karistirilir ve birkag dakika beklenir. Tiipteki
karigimda kirmizi renk olusup olusmadigina bakilir:

Tiipteki karisimda kirmizi renk olusumu gozlenirse idrarda {irobilinojen artmistir.

Tiipteki karistmda kirmizi renk olusumu gozlenmezse tiip 1sitilir. Isitma sonucunda kirmizi
renk olusumu gozlenirse idrarda iirobilinojen normaldir. Isitmaya ragmen kirmizi renk
olusumu gozlenmezse idrarda tirobilinojen (—)’dir.

Aciklama: Idrarda iirobilinojen varliginda; iirobilinojen, Ehrlich reaktifi ile kirmizi renk
olusturur.
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