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OZET

Erclyes Universitesi Tip Fakiiltesi Yenidogan Servi-
si'nde takip ve tedavi edilen 43 hiperbilirubinemili (19'u
hemolitik, 24'G0 nonhemolitik) bebek ile Kadin Hastaliklari
ve Dogum Servisi'nde dodan ve takipte sarilik olusmayan
22 saglhkh yenidoganda eritrosit zar1 Na*- K* ATPaz akti-
vitesi calisildi. Hem hemolitik hem de nonhemolitik hiper-
bilirubinemili grubun ATPaz aktivitesi kontrol grubunun
ortalama dederinden daha disiik bulundu ve aradaki fark
6nemli idi (P<0.01) (P<0.05). >

Enzim aktlvitesinin  nonhemolitik ~ grupta,  hemolitik
gruptan daha disik oldugu, ancak aradaki farkin anlamli
olmadigr belidendi (P<0.05). Bilirublnin Na'- K ATPaz
aktivitesinlazalttigi sonucuna  varildi.
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Bilirubinin temel kaynagi hemoglobindir. Eritro-
sitlerin yikimi ile bilirubin seviyesinde yukselme meyda-
na gelir. Eritrositlerin plazma gibi sivi bir ortamda bi-
tinluklerini koruyabilmeleri yapilarindaki enzimlere ve
fonksiyonlarinin devamliigina bagimhdir (11). Eritrosit
zarinin normal yapisini korumasi enerji bagimlh aktif
transportla saglanir. Bu yolun en O6nemli enzimi olan
Na’ - K° ATPaz ile hicre igindeki fazla Na" disariya,
hiicre disindaki K' hicre icine alinarak belli bir kon-
santrasyon gradientine kargi hiicrenin bitinlGgdiu koru-
nur(5).
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SUMMARY

This study was performed on 65 newborns that 45
newborns with hyperbilirubinemia (19 hemolitic, 24 non-
hemolitic). Who had been admitted to the Neonatology
Unit of Erciyes University Medical Faculty and 22 control
newborns who had been born in the Gynecological and
Obstetrical Unit. It was measured the erythrocyte mem-
brane Na'- K ATPase activities of hemolitic and nonhe-
molitic with hyperbilirubinemia in comparison with control
group (P<0.01) (P<0.05).

Enzyme activities of nonhemolitic with hyperbilirubi-
nemia have been observed to be lower than that of he-
molitic group, but the difference between them was not
important (P>0.05).

Finally we thought that bilirubin had reduced erythro-
cyte Na*- K* ATPase activity.

Key Words: Bilirubin, Erythrocyte Na ' - K' ATPase activity
Anatolian J Pediatr 1993, 2:162-165

Yenidoganlarda eritrosit dmrinln erigkinlere goére
daha kisa oldugu bilinmektedir (5,11,15). Bu nedenle
biz galismamizda, eritrositin batinlGgind korumakta bi-
rinci derecede rolu olan eritrosit zari Na'- K' ATPaz
ile bilirubin iligkisini arastirmaya cgalistik.

MATERYEL VE METOD

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Has-
tanesi Yenidogan Servisi'nde hiperbilirubinemi tanisi ile
takip edilen 43 term yenidogan ile, Kadin Hastaliklari
ve Dogum Servisi'nde dogan ve takipte sariligi olmayan
22 saglikli term bebek Uzerinde yapildi. Hiperbilirubine-
mili bebekler hemolitik ve nonhemolitik olmak Uzere iki
gruba ayrildi. ABO ve Rh uygunsuzlugu olanlar hemoli-
tik grubu olusturdu ve bunlarda Hb degerleri dusuk, re-
tikulosit degerleri yiksek ve periferik kan yaymasinda
hemoliz bulgulari vardi. Tim bebeklerde hemoglobin,
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I6kosit sayim, periferik kan yaymasi, retikulosit, anne
ve cocuk kan gruplari, direkt Coombs testi, total ve di-
rekt bilirubin duzeyleri g¢alisildi. Ayrica nonhemolitik
gruptaki bebeklerde intrauterin enfeksiyonlar acgisindan
ELISA yontemi ile serolojik testler galisildi.

Eritrosit zari Na'-K* ATPaz 6l¢gimu igin hiperbiliru-
binemill bebeklerden exchange transfliizyon &ncesi
10cc (100 U/ml heparin) kan érnedi polietilen tiplere
alindi. Kontrol grubunu olusturan bebeklerden ise kan
o6rnegi ayni sekilde kordondan alindi. Eritrosit zarinin
hazirlanmasi igin Dick ve arkadaslarinin yéntemi ile se-
rolojik testler calisildi.

Eritrosit zari Na'-K* ATPaz 6lgimu igin hiperbiliru-
binemlli bebeklerden exchange transflizyon 06ncesi
10cc (100 U/ml heparin) kan érnedi polietilen tiiplere
alindi. Kontrol grubunu olusturan bebeklerden ise kan
o6rnegi ayni sekilde kordondan alindi. Eritrosit zarinin
hazirlanmasi icin Dick ve arkadaslarinin yéntemi kulla-
nildi (2). Bu yontemde alinan heparinll kan oda sica-
kliginda 1000xg'de 4 dakika santrifuj edildikten sonra
ayrilan eritrosit kismi 6-10 ml yikama solUsyonu ile lg¢
kez santrifij edildi, buffy coat kismi tamamen ayrildi.
10mM Tris HCI tamponu eklenerek hematokrit degeri
%40 olan bir eritrosit suspansiyonu elde edildi. 6ml
eritrosit slUspansiyonu 34ml tampon ile karigtirilip O-
4°C'de 15 dakika bekletildikten sonra 9-10°C'de
28000xg'de 105 dakika santrifij edildi. Elde edilen
beyaz-pembe eritrosit zarina 10mM Tris-HCI tamponu
eklenip bir gece bekletildikten sonra ATPaz enzim akti-
viteleri Olglldi. ATPaz enziminin spesifik aktivitesi erit-
rosit zarinin 3mM Na2 ATP ile islemiyle aciga cikardigi
inorganik fosfatin élglilmesine dayanmaktadir. Inkuba-
syon ortami igin ispir tarafindan 6nerilen ortam kulla-
nildi (7). Ornegin igerdigi proteinler ise Lovvry ve arka-
daslarinin yoéntemine goére olguldi. Standart bovin albu-
mini kullanilarak gizilen protein egrisine gbre hesapla-
narak enzim aktiviteleri nmol PlI/mgP protein/saat ola-
rak gosterildi (10). istatistik! analiz, ortalamalar arasi
farkin énemlilik testine gore yapildi (14).

BULGULAR

Bu c¢alismada 43 hiperbilirubinemili bebegin 19'u
hemolitik, 24'G ise nonhemolitik grupta idi. Hemolltik
grubu olusturan bebeklerin periferik kan yaymalarinda
belirgin polikromazi, anizositoz ve normoblastemi vardi.
Retikulosit degerleri %3-10 arasinda degismekte idi. Bir
hastada direkt Coombs (+) idi. Ortalama Hb degeri
13.520.02gr/dl idi. Nonhemolitik gruptaki bebeklerin pe-
riferik kan yaymalarinda hemoliz bulgulari yoktu. Hep-
sinde direkt Coombs testi (—) ve retikulosit degerleri
%1-5 arasinda degismekte idi. Bu gruptaki bebeklerin
higcbirinde intrauterin enfeksiyon acgisindan uygulanan
serolojik testlerde aktif enfeksiyon bulgularina rastlan-
madi. Ancak vakalarin Ggunde rubella IgG (+), altisinda
toksoplazma IgG (+), birinde CMV IgG (+) ve birinde
de herpes IgG (+) idi. Bu gruptaki bebeklerin ortalama
Hb degeri 16.75+0.88gr/dl idi.

Kontrol grubunu olusturan bebeklerin takibinde
gozle farkedilebilen sarilia rastlanmadi, periferik kan
yaymasinda hemoliz yoktu ve direkt Coombs testi (—)
idi. Ortalama Hb degerleri 18.8+0.35gr/dl idi. Hemolitik,
nonhemolitik ve kontrol grubunun ortalama Hb degerleri
ayri ayri karsilastirildiginda aradaki fark istatistiki agidan
6nemli idi (P<0.01) (Tablo 1).

Hemolitik gruptaki bebeklerin ortalama bllirubin du-
zeyi 26.44+1.88mg/dl, nonhemolitik grupta ise
21.31 £0.94mg/dl idi ve ortalamalar arasindaki fark
6nemli idi (P<0.01) (Tablo 2).

Hemolitik grubun ortalama Na'-K'ATPaz degeri
268.21 £+20.85nmol/pi/mg protein/saat, nonhemolitik
grupta ise 234.42+14.06nmol/mg protein/saat bulundu
ve ortalamalar arasindaki fark 6nemli degldi.
Kontrol grubun ortalama Na'-K° ATPaz degeri
337.23+21.38nmol/pi/mg protein/saat idi ve her iki gru-
bun ortalama degerleri kontrol grubu ile karsilastirildigin-
da aradaki farkin anlamli oldugu bulundu (P<0.05)
(P<0.01) (Tablo 3).

Tablo 1. Arastirma gruplarinin hemoglobin degerlerinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilastirilmasi (g/dl)

Gruplar N X+Sx SD t
Hemolitik 19 13.51£0.82 3.57

4.57 <0.01
Nonhemolitik 24 16.75+0.88 1.36 6.65 <0.01

2.59 <0.05
Kontrol 22 18.8040.35 1.66
Tablo 2. Hemolitik ve nonhemolitik hiperbilirubinemili bebeklerin serum bilirubin degerlerinin karsilastiriimasi (mg/dl)
Gruplar n X+Sx SD t P
Hemolitik 19 26.44+1.88 8.19

2.44 <0.01

Nonhemolitik 24 21.31+0.94 4.67
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Tablo 3. Hemolitik ve nonhemolitik hiperbilirubilirubinemili gruplar ile kontrol grubunda Na'-K* ATPaz aktivitelerinin
kargilastiriimasi (nmol/pl/mg protein/saat)
Gruplar n X+Sx SD t P t P*
Hemolitik 19 268.20+20.85 90.90
1.34 >0.05
Nonhemolitik 24 234.42+14.06 68.90 231 <0.05
2.74 <0.01
Kontrol 22 337.30+21.38 100.27

*  Hemolitik ve kontrol grubunun karsilastiriimasi

TARTISMA

Sarihigin gérinir hale gelmesi igin ya asir dere-
cede hemoliz, ya eritrosit disi kaynaklardan bilirubin
olusumu (karacigerde sentez veya enzimlerden) ya da
karacigerde safra akiminin staza ugramasi gereklidir (4).
Calismamizda hiperbilirubinemili her iki grupta kolestaz
bulgusunun olmamasi ve eritrosit digi kaynaklarin katki-
sinin ihmal edilebilir seviyede olmasi nedeniyle bilirubin
ylUksekligi eritrositlerin hemolizine baglanabilir. Nitekim,
hemolitik ve nonhemolitik gruplarin Hb ortalamalari ile
kontrol grubunun ortalamasi arasinda anlamli bir farkin
olusu da bunu desteklemektedir.

Dolasimdaki eritrositlerin hemolizine engel olmaya
calisan en 6nemli faktér hiicre i¢i ve disi arasinda ha-
berlesme zincirinin temel birimi olan Na*-K'ATPaz sis-
temidir (5). Na' - K'ATPaz enziminin yasla birlikte ak-
tivitesi azalmaktadir. Brewer ve arkadaslari (1) yeni do-
gmus dana eritrositlerinde enzim aktivitesinin erigkinlere
oranla daha yiiksek oldugunu gdstermislerdir. insanlar-
da yas ilerledikge enzim aktivitesi azalir, bu o6zellikle
kadinlarda daha belirgindir (12,13). Hepsi yenidogan
déneminde olan hiperbilirubinemili ve kontrol grubunda-
ki bebeklerde enzim aktivitesinin farkli bulunmasi
yastan baska diger faktorlerin de dikkate alinmasi ge-
rektigini géstermektedir. Hiperbilirubinemili gruplarda ol-
dukca yuksek dizeyde bulunan bilirubin eritrosit zarina,
dolayisiyla émrine etkili olabilir mi?

Bilirubinin biyolojik zarlara baglandiktan sonra zar-
da fosforilasyonun yani sira elektron transport siste-
mine de inhibitor etkisi oldugu bilinmektedir (5). invitro
calismalarda Na*-K'ATPaz pompasinin bilirubinle et-
kilesmesinin doz ve isiya bagimh oldugu gosterilmistir.
Yaklasik 150 jumol gibi yiksek konsantrasyonlarda bili-
rubinin sistem uzerine inhibisyon yaptigi bilinmektedir.
Isi ile ise ters bir iliski vardir, dusuk isilarda daha gug-
It inhibisyon olmaktadir (9,11). Bizim ¢calismamizin invi-
vo sartlarda yapilmasi ve ilave hastaligi olmayan be-
beklerin arastirmaya alinmasindan dolayi, 1sidan ziyade
bilirubin duzeylerinin enzim inhibisyonuna yol agtigini
dusundik. Ancak bilirubin dizeyi daha ylksek olan
hemolitik gruptaki ATPaz aktivitesinin bilirubin duzeyi
daha dusik olan nonhemolitik grubun ATPaz aktivite-
sinden daha yuksek oldugunu, fakat aradaki farkin ista-
tistiksel agidan 6dnemli olmadigini saptadik. ATP'nin aktif

hale gelmesi ve yikilabilmesi i¢cin mutlaka Mg elemen-
tine ihtiya¢ oldugu belirtiimektedir (3,8). Bir grup arastir-
maci nedeni belirlenemeyen hiperbilirubinemilerde eser
elementlerin eksikligine isaret etmektedir (16). Belki de
biz nonhemolitik grupta Mg eksikliginden dolayr ATPaz
aktivitesini hemolitik gruba oranla daha disuk bulduk,
daha sonraki bir galismada ayni gruplarda Mg ve erit-
rosit Na'- K'ATPaz iligkisi ortaya konabilir. Saniyoruz
ki, herhangi bir nedenle baslayan hlperbilirubinemi AT-
Paz enzim aktivitesinde azalma ile daha ylksek se-
viyelere c¢ikmakta, artan bilirubin dizeyi daha ¢ok en-
zim inhibisyonuna yol agmakta ve olay bir kisir déngi
halini almaktadir.
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