1. KARBOHIDRATLARA AT TEPKIiMELER

Karbohidratlar, canlilarda bulunan organik molekiillerin {iglincti  biiyiikk  grubunu
olusturmaktadir. Basit sekerler halinde bulunduklar1 gibi, pek ¢ok organik ve inorganik
bilesiklere baglanarak kompleks yapilar da olusturmaktadirlar.

Karbohidratlar karbon, oksijen ve hidrojenden meydana gelmis polihidroksialdehit ve
polihidroksiketonlar veya bunlarin tiirevleri olarak tanimlanabilirler.

Karbohidratlar, canlilarda ¢ok cesitli gayeler icin kullanilmaktadir. Ornegin glukoz ve
glikojen halinde hayvanlarin enerji kaynaklarinin en Onemlilerinden birini teskil
etmektedirler. Bitkilerde, fotosentez neticesinde olusan nisasta, depo edilerek enerji kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Karmasik yapili polimerler halinde mikroorganizmalarin koruyucu
hiicre duvari yapisinda bulunmaktadirlar.

Basit karbohidratlar, genel anlamda sekerler olarak adlandirilmakta ve belirli bir Kristal
yapisina sahip olup suda c¢oziinmekte ve genellikle tatli lezzete sahip olmaktadirlar.
Karbohidratlar adlandirilirken karbohidratin ana yapisinin sonuna o0z eki getirilir ve
karbohidratin ad1 belirlenir.

Karbahidratlar, ii¢ farkli siniflandirmaya tabi tutulmaktadir.

1- Karbon atomu sayisina gore

2- Yapilarindaki aldehit ve keton grubuna gore

3- Yapilarinda bulunan basit seker sayisina gore.

Yapilarinda bulunan basit seker sayisina gore Monosakkaritler, Disakkaritler,
Oligosakkaritler, Polisakkaritler olmak tizere 4 gruba ayrilmaktadir. Bunlardan en basiti daha
basit sekerlere hidroliz edilmeyen monosakkaritlerdir. Monosakkaritler, karbohidratlara ait
tepkimelerin ¢ogunu verirler. Diger gruplardaki maddeler ise bu tepkimelerden bazilarini
vermektedir. Bu tepkimeler 6zellikle sekerlerin cinsinin ve miktarmin tayininde

kullanilmaktadir. Glukoz, fruktoz, riboz, gliseraldehit dnemli monosakkaritlerdir.

Karbohidratlarin yapisinda fazla miktarda hidroksil grubu ve ayrica bagli veya serbest halde
karbonil grubu (aldehit veya keton grubu) bulunmaktadir. Bu sebeple karbohidratlar, alkoller
ve aldehit veya ketonlarin verdigi tepkimelerden ¢ogunu vermektedir. Bunlarin disinda bazi

0zel tepkimeleri vardir. Burada karbohidratlara ait tepkimelerden bazi 6rnekler verilmistir.



A. Monosakkaritlerin Renkli Tepkimeleri

Monosakkaritler seyreltik asitlere karsi olduk¢a dayaniklidirlar. Fakat derisik asitlerle
isitildiklarinda yapidan  su  ayrilir.  Pentozlardan  furfuraller, heksozlardan ise

hidroksimetilfurfuraller meydana gelir. Furfuraller ise furanin aldehitleridir.

Meydana gelen furfural ve hidroksimetilfurfurallerin tepkime kabiliyeti ¢ok fazladir. Fenolik
veya diger bilesiklerle (o-naftol, rezersinol, orsinol, floroglusin gibi) tepkimeye girerek renkli
kompleksler teskil ederler. Bu renkli maddeler monosakkaritlerin taninmasi ve miktarlarinin

tayininde kullanilabilir.
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1. Molisch Testi:

Karbohidratlar i¢in genel bir testtir. Herhangi bir seker ¢ozeltisinde ya da klinik amagl olarak
idrarda karbohidrat bulunup bulunmadigini belirtmek i¢in kullanilan bir testtir. Bu reaksiyonu
seker alkolleri, karboksilli asitler, aminosekerler ve dihidroksiaseton vermez. Bir deney
tiipiine bilinmeyen numuneden 1 mL konur. Uzerine taze hazirlanmis %35 'lik o-Naftol
cozeltisinden 2 damla ilave edilerek karistirilir. Tiip egilirek kenarindan 1 mL derisik H2SO4
konarak karigimin altinda bir tabaka teskil etmesi saglanir. 2 sivinin temas ylizeyinde kirmizi-

menekse renkli bir halkanin meydana gelmesi numunede karbohidrat bulundugunu gosterir.

2. Seliwanoff 'un Rezorsinol Testi:

Ketozlar ve bilhassa ketoheksozlar igin spesifik bir testtir. Ketozlar derisik HCI ile
aldozlardan daha hizli dehidrasyona ugrayarak furfural tiirevlerini meydana getirmektedirler.
Bazi1 anormal durumlarda fruktozunda idrara karistigi gozlenebilir. En ¢ok fruktozu aramak
icin kullanilir. Bir deney tiipiine 1 mL numune alinir ve iizerine taze hazirlanmis Seliwanoff
reaktifinden 5 mL konularak, karistirilir. Kaynar su banyosunda 10 dakika bekletilir. Cilek

kirmizist bir rengin olusumu numunede fruktoz oldugunu gosterir.

Not: Bu deneyler esnasinda once furfural ve hidroksimetilfurfuraller meydana gelir. Sonra
bunlar 1. deneyde a-Naftolle, 2. deneyde ise rezorsinolle renkli bilesikler olusurtururlar.
Monosakkarit disindaki diger karbohidratlar siire yeterli oldugu takdirde ortamda bulunan

asitle hidroliz olarak monosakkaritleri ve dolayisiyla bu tepkimeleri verirler.

B. Osazon Deneyi:

Aktif aldehit veya keton grubu igeren karbohidratlar fenilhidrazinle sitildiklart zaman ilk
basamakta fenilhidrazonlar olusmaktadir. Reaksiyonun devam etmesi halinde bir fenilhidrazin
daha monosakkarit yapisina girerek osazon adi verilen sar1 renkli kristal bilesikler olusur.
Osazonlarin her birinin karakteristik kristal sekilleri, erime noktalar1 ve ¢okelme zamanlari
vardir. Osazonlar tiiretildikleri sekerlerden daha zor olarak suda c¢oziinmektedirler. Bu
sebeple osazon deneyi sekerlerin cinsinin tespitinde kullanilmaktadir. Tiim indirgen sekerler
fenil hidrazinle sitildiklarinda osazon olusturabilirler. Reaksiyon sonucunda olusan osazon

kristallerinin  mikroskapla incelenmesiyle hangi seker olduguna karar verilir.



Bu tepkime karbonil karbonu ile buna bitisik karbonu ilgilendirir (1 ve 2.C). Ornek olarak

aldozlara ait tepkimeler asagida gosterilmistir. Ketozlar i¢in olan tepkimeler de ayni sekilde

meydana gelir.

O H

N H H
c H \C:N_|l\|_
| | H,O |
H—C-O- + HNNCH, — > H—C-O-
| |
R R
Aldozlar Fenilhidrazin Fenilhidrazon
H\C_ H H. H
—N-N- H C=—N-N-
| | H,0 |
H_?_O‘ +  HN-N-CH; C=0  + HNCH, + NH,
|
R R
Fenilhidrazon Fenilhidrazin Ketofenilhidrazon Anilin
H
Ho o F H H
C—N-N- H C—N-N-
| | H,0 |
(|::o +  HN-N-CeHg C=N-NH-C H,
|
R R
Ketofenilhidrazon  Fenilhidrazin Osazon

Fenilhidrazin, sekerlerin 1. ve 2.C larma baglandigi i¢in ilk 2.C atomundan sonraki
karbonlarin konfigiirasyonlar1 ayni olan sekerler ayni1 osazonu meydana getirirler. Bu sebeple
glukoz, fruktoz ve mannoz ayni osazonu verirler. Bu ii¢ sekeri osazon deneyi ile birbirinden

ayirmak miimkiin degildir. Glukosazon kristalleri mikroskopta incelendigi zaman ekin



demetleri seklinde goriiliir. Siit sekeri olan laktozdan olusan laktosazon Kkristalleri ise
atkestanesi seklindedir. Bu sebeple glukosazon ve laktosazon kristalleri mikroskopta
incelenerek kolayca birbirinden ayirabilirler. Bundan dolay1 osazon deneyi idrardaki sekerin
cinsinin (glukoz mu yoksa laktoz mu oldugunun) tespitinde kullanilmaktadir.

Glukoz, fruktoz, galaktoz, laktoz, maltoz ve ksiliiloz baz1 hallerde idrarda bulunur ve osazon
testi bunlarin ayirt edilmesinde kullanilir.

Osazon olusumu i¢in en ideal pH 5 civarindadir. Bu sebeple deneyde fenilhidrazin

hidrokloriirle sodyum asetat veya fenilhidrazinle buzlu asetik asit kullanilir.

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiipline bir spatiil ucu fenilhidrazin hidrokloriir ve 2 spatiil ucu da sodyum asetat
konur. Uzerine 5 mL idrar ilave edilir ve karigtirilir. Kaynar su banyosunda 20 dakika
bekletilir. Tiip kaynar su banyosundan ¢ikarilir ve soguyuncaya kadar beklenir. Olusan sar1
renkli ¢okelekten pipetle alinarak bir lam {izerine yayilir ve kristallerin sekli mikroskopta
incelenir. Ayni iglemler glukoz, laktoz ¢ozeltileri ile yapilir. Elde edilen kristaller idrardaki ile

karsilastirilir.

Reaktifler:

1-a-Naftol reaktifi: a-naftoliin alkoldeki % 5 lik ¢6zeltisi.
2-Seliwanoff reaktifi: 50 mg rezorsinol 33 ml derisik HCI de ¢oziiliir ve hacim saf su ile 100

mL ye tamamlanur.

SORULAR

1-Karbohidrat nedir? Kag sinifa ayrilir? Agiklayiniz.

2-Karbohidratlar nerelerde hangi amaglarla kullanilirlar? Agiklayiniz.

3-Glukoz hangi monosakkaritler sinifina girer, kimyasal formiiliinii zincir, halka ve sandalye
formu seklinde gosteriniz.

4-Osazon deneyinin Onemini belirterek hangi sekerlerin ayirt edilmesinde kullanilacaginm

aciklaymiz.



2. NISASTANIN HIDROLIZi

Nisasta bitkilerde karbohidratlarin depo sekli olup besin stoku olarak gérev yapmaktadir.
Nisastaya patates gibi yumrulu bitkilerde ve misir, fasiilye, bugday ve piring gibi tahillarda
daha ¢ok rastlanmakla birlikte biitiin bitki hiicreleri nigasta yapma kabiliyetine sahiptir. Biitiin
bitkilerde yaygin olarak bulunan nisasta bitkilerinin tohum ve kok gibi kisimlarinda
bulunmaktadir. Genellikle hiicrelerin sitoplazmasinda biiyiik graniiller seklinde depolanir.
Graniiller mikroskopta goriilebilir ve graniillerin sekli ve biiyiikligi cesitli bitkilere gore

degisiklik gosterir. Bilesimi de nisastanin elde edildigi kaynaga gore biraz farklidir.

Nisastanin yapisinda iki tiirlii polisakkarit bulunmaktadir. Bunlar amiloz ve amilopektindir.
Her ikisi de glukoz molekiillerinden yapilmig olup amiloz, dallanma gdstermeden diiz
zincirler halinde uzamakta ve glukoz molekiillerinin o (1— 4) glikozit baglariyla
baglanmasindan meydana gelmis bir depo polisakkarittir. Molekiil kiitlesi birka¢ binden
500000 daltona kadar degismektedir. a- Amiloz suda ¢dziinmez fakat su absorblayarak
miseller haline gelebilir. Amilopektin ise daha yiiksek molekiil agirligina sahipve dallanma
gosteren  bir  depo  polisakkarit olup dalli  bir yapiya  sahiptir  ve
o (1 — 4) baglariyla baglanmis diiz zincirler ve ayrica o (1— 6) baglarindan meydana gelen
dallanma noktalar1 igerir. Tiirden tiire degigsmekle birlikte 20-30 glukoz iinitesinden sonra bir
dallanma noktasi ortaya ¢ikmaktadir. Amilopektin sulu ¢ozeltilerde koloidal veya misel yap1
gosterir. Misir, bugday ve patates nisastasi gibi nisastalarin cogu 1/3 oraninda, takriben %20-
28 amiloz ve %72-80 kadar da amilopektin ihtiva etmektedir. Fakat degisik kaynaklardan elde
edilen nigastalardan elde edilen nisastalarda bu oran degisebilir. Nisasta indirgen 6zellik

gbstermez, iyotla mavi renk verir.

Nisasta asit ve enzimlerle hidroliz olmaktadir. Asitlerle hidroliz esnasinda glikozid bag:
rastgele parcalanarak molekiil agirhigr giderek azalan dekstrinler meydana gelir. Hidrolizin

devam etmesiyle sonucta glukoz olusur.

Enzimatik hidroliz daha spesifiktir. Nisastay1 hidroliz eden enzime amilaz ad verilir.
o-Amilaz ve B-Amilaz olmak iizere iki tipi vardir. a-Amilaz tikriik ve pankreas sivisinda

bulunur ve nisastanin gastrointestinal kanalda sindirimi saglar. o-Amilaz, amiloz ve



amilopektindeki o (1—4) glikozit baglarin1 pargalar, o (1—6) bagina ise etki edemez. Bir

hayli biiyiik olan bu dall1 zincire limit dekstrin ad1 verilir.

Enzimatik hidroliz sonucunda molekiil agirligi giderek azalan dekstrinler meydana gelir ve
amilozdan maltoz olusur. Amilopektinden ise artik daha fazla parcalanmayan sinir dekstrinler

meydana gelir.

B-Amilazlar bitkilerde bulunur ve nisastanin indirgen olmayan ucundan diizenli bir sekilde
maltoz initelerini ayirir. Sonugta amilozdan maltoz, amilopektinden ise maltoz ve sinir

dekstrinler olusur.

Sonug olarak a-Amilaz ve B-Amilaz enzimlerinin etkisi ile amiloz tamamen hidroliz olurken

amilopektinin ancak diiz zincir kismi1 limit dekstrine kadar hidroliz edilmektedir.
Nisastanin a-Amilaz Enzimi ile Hidrolizi
Deneyin Yapilisi:

Nisastanin enzimatik hidrolizini takip etmek icin 8 adet deney tiipli alinarak asagidaki

tepkime semasina gore calisilacaktir.

Reaktifler 1 2 3 |4 |5 6 7 8

a-Amilaz ¢ozeltisi (mL) - 01 (02 |03 |04 |05 |06 (07
Saf su 10 (09 |08 |07 (06 |05 |04 (03
%0,1 'lik nisasta ¢ozeltisi (mL) 20 (20 |20 |20 (20 [20 (20 |20

Tiipler kanistirthr, 37 °C su banyosunda 30 dakika bekletilir. Tiipler su

banyosundan ¢ikarilr.

Soguk su (mL) 50 |50 |50 |50 [50 |50 [50 |50
0,005 M iyot ¢ozeltisi (damla) 1 1 1 1 1 1 1 1

Tiipler karistirilir ve meydana gelen renkler incelenir. Birinci tiipe amilaz ¢ozeltisi konmadigt
icin, tlipte bulunan nisasta hidroliz olmayacak ve deney sonunda iyot damlatildig1 zaman mavi
renk meydana gelecektir. Ikinci tiipten sekizinci tiipe kadar deney tiiplerine gittikce artan

miktarlarda amilaz ¢ozeltisi konulmaktadir. Tiipte bulunan enzim miktar1 ile orantili olarak



nisastanin basamak basamak hidrolizi ger¢eklesecektir. Her bir asamada iyot ile olusan renk
belli oldugundan hidroliz basamaklarin1 bu renkler sayesinde takip etmek miimkiin olacaktir.
Tiipte bulunan enzim miktar1 az oldugu zaman mevcut nisastanin hepsi hidroliz olamaz ve

dekstrinler olusur. Dekstrinlerin iyotla verdikleri renk tepkimeleri asagida gosterilmistir.

X Nisasta Mavi

X Amilodekstrin Mor

X Eritrodekstrin Kirmizi

X Akrodekstrin Hafif sarims1 veya renksiz
X Maltoz veya glukoz Renksiz

Zincir uzunlugu 12 glukoz {initesinin altina indigi zaman iyotla renk vermezler. Bunlara

akrodekstrin ad1 verilir. Maltoz da iyotla renk vermez.

Reaktifler:

1-% 2 lik stok nisasta ¢ozeltisi.

2-% 0,1 lik nisasta ¢alisma ¢ozeltisi: Stok ¢ozeltiden 5 mL alinarak, saf su ile 100 mL ye
tamamlanir.

3-Stok iyot ¢ozeltisi(0,05 M): 3,657 g potasyum iyodat ve 45 g potasyum iyodiir yaklagik 800
mL saf suda ¢oziiliir. 9 ml derisik HCI ile karistirilarak yavas yavas ilave edilir. Saf su ile
hacim 1000 ml ye tamamlanir, kahverengi sisede saklanir.

4-Iyot calisma ¢ozeltisi (0,005 M): Stok ¢ozeltiden 10 ml almarak saf su ile 100 mL ye

tamamlanir. Kahverengi sisede, buzdolabinda saklanir.

SORULAR

1-Nisasta hangi birimlerden olusur? Yapisini yaziniz.

2-Nisastanin asidik, bazik ve enzimatik hidrolizi miimkinmii diir? Varsa hidrolize ait
reaksiyonlar1 yaziniz.

3-Nisasta indirgen 6zellik gdsterir mi? Sebebini ac¢iklayiniz.

4-Deney tiiplerini 37°C’ da bekletmenin amaci nedir?



3. PROTEINLERE AiT TEPKiMELER

Proteinler, tiim hiicrelerde ve hiicrelerin de tiim bdliimlerinde en ¢ok bulunan biyolojik
makromolekiillerdir. Proteinler tek bir hiicrede bile binlerce farkli ¢gesitte bulunurlar. Molekiil
biiytikliikleri ise kii¢iik peptitlerden milyonlarca molekiil kiitleli polimerlere kadar degisebilir.
Ayrica proteinler biyolojik islevlerde asir1 ¢esitlilik gosterirler.

Tiim proteinler, en eski ¢aglardaki bakterilerden veya en kompleks canlilardan olsun, varolan
aynt 20 amino asidin karekteristik dogrusal diziler halinde peptit bagiyla baglanmasiyla
olusur.

Farkli organizmalar bu amino asitlerden enzimler, hormonlar, antikorlar, tasiyicilar, kaz,
tilyler, orlimcek aglari, gergedan boynuzu, siit proteinleri, antibiyotikler, mantar zehirleri ve
diger farkli biyolojik aktiviteye sahip iirtinler yapabilmektedir.

Proteinlerde bulunan 20 standart amino asidin hepsi de a-amino asittir. Bu yirmi amino
asidin protein yapisinda ¢ok degisik kombinasyonlarda bulunmasi proteinlere ¢ok degisik
ozellikler ve aktiviteler kazandirmaktadir.

Amino asitler renksiz, suda tamamen, etil alkolde ise kismen ¢oziinmelerine karsilik eterde
hi¢ ¢éziinmeyen organik bilesiklerdir.

Amino asitlerde degisik fonksiyonel gruplar vardir ve bunlar bazi reaktiflerle renkli bilesikler

olusturarak taninabilirler.

A. Renk Tepkimeleri
Bu tiir reaksiyonlari, proteinlerde bulunan baz1 gruplarin kimyasal reaktiflerle birlesip renkli
kompleksler olusturmasi seklinde ortaya ¢ikar. Proteinlerin amino asit igerigi farkli

oldugundan olusacak renk ve siddeti degisik olacaktir.
1. -SH grubuna ait tepkime
Kiikiirt iceren aminoasitler (sistin, sistein) kursun tuzlariyla reaksiyona girdiginde kursun

stlfiir ¢cokelegi olusur. Bu tepkime kursunun, bu amino asitlerdeki -SH grubu kiikiirdiine asir1

ilgisinden meydana gelir.
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Deneyin Yapilisi:

Kiikiirt ihtiva eden bir aminoasit olan sistinin %1 'lik ¢dzeltisinden 0,5 mL alinarak iizerine 2
damla %10 'luk kursun asetat ¢ozeltisinden ilave edilir. Daha sonra ortam 2 damla %40 'lik
sodyum hidroksit ile kuvvetlice baziklestirilir(pH kagidi ile kontrol edilir) ve 2-3 dakika

kaynatilir. Kaynatma isleminden sonra kahverengi-siyah renkli PbS ¢okelegi olusur.

Reaktifler:

1-% 10 luk kursun asetat

2-% 40 ik NaOH

3-% 1 lik sistin: 10g sistin litrelik bir balon jojede 800 mL saf su ile karistirilir, ¢dziinene
kadar % 40 lik NaOH damla damla ilave edilir, gerekirse sitilir ve ¢oziinme bitince litreye

tamamlanir.

2. Fenil grubuna ait tepkime

Ksantoprotein tepkimesi: Fenil grubu ihtiva eden bilesikler genellikle nitrik asit ile muamele
edildikleri zaman fenil halkasi nitrolanir. Olusan bu nitro bilesikleri sari-turuncu renkleri ile
tanimlanirlar. Fenil grubu ihtiva eden trozin, triptofan, fenilalenin gibi aminoasitler ve bunlari

iceren proteinler nitrolanma tepkimesini verirler, buna ksantoprotein tepkimesi denir.

Deneyin Yapilisi:
I mL yumurta albumini ¢ozeltisine 0,5 mL derisik nitrik asit konur. Beyaz bir ¢okelek olusur.
Cokelek 1sitilirsa sar1 renk alarak ¢oziiniir. Tlip musluk suyu altinda sogutulur. 4 mL %10 'luk

NaOH ile baziklestirilir. Sar: renk turuncuya donstir.

Reaktifler:

1-Yumurta albumini ¢ozeltisi
2-Derisik nitrik asit

3-% 10 luk NaOH
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3. Peptit baglarina ait tepkime (biiire deneyi)

Proteinlerin en karakteristik renk reaksiyonu biliret reaksiyonudur. Peptit baglar1 bazik
ortamda Cu*? iyonlartyla mor renkli bir kompleks verirler. Urenin 1sitilmasiyla meydana

gelen bitire de ayn1 tepkimeyi verdiginden bu deneye bilire deneyi denmektedir.

Deneyin Yapilisi:

Deney tiipiine 1 mL yumurta albumini ¢ozeltisi konur. 2 mL %10 'luk NaOH ilave edilir ve %
0,5’lik CuSOs ¢ozeltisinden mor renk meydana gelene kadar ilave edilir. CuSOs 'm
fazlasindan kaginmak gerekir. Tepkimeye girmeyen Cu™ iyonlar1 mavi renkli bakir hidroksit

¢ozeltisini vereceginden mor renk gozden kacabilir.

Reaktifler:
1-% 10 luk NaOH
2-9%0,5 CuSO4

3-Yumurta albumini

B. Proteinlerin Coktiiriilmesi

Protein molekiiliiniin iizerinde pozitif ve negatif yiikli kisimlar vardir. Bir molekiiliin
iizerinde ne kadar yiiklii kisim varsa, o molekiil su gibi polar bir ¢oziiclide o kadar kolay
¢oziinebilir, yiiklerini kaybettigi zaman ise kolaylikla ¢okebilir. Protein molekiiliinde (+) ve

(-) yiiklerin esit oldugu pH ya izoelektrik nokta denir. Bunun altindaki pH larda molekiil (+)
iistiindeki pH larda (-) yiikliidiir. ‘Izoeletrik nokta’ protein molekiiliinin en kolaylikla

coktiigii pH dir.

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in birgok fiziksel ve kimyasal metotlar vardir. Fiziksel metotlar,
181, 151n (x-1s1nlar1, ultraviyole 1sinlari), ses ve ultrafiltrasyondur. Kimyasal metotlarin basinda
coziinmeyen tuz teskili gelir. Triklor asetik asit, pikrik asit, tungstik asit gibi asitler protein
molekiillerinin tizerindeki (+) yiiklii kisimlara baglanarak ¢oziinmeyen tuzlar teskil ederler.
Boylece proteinler ¢coker, agir metallerin katyonlar1 da ayni sekilde proteinlerin izerindeki (-)
yiikli kisimlarla ¢éziinmeyen bilesikler verirler. Bu maksatla civa, demir, ¢inko, bakir ve

nikel tuzlart kullanilir.
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1.Ferrosiyaniir ile Proteinlerin Coktiiriilmesi:
K4Fe(CN)e tuzunda (-4) degerli olan ferrosiyaniir kompleksi de tuz teskil ederek proteinleri

¢Oktiirmede kullanilir.

Deneyin Yapilisi:
I ml yumurta albumini ¢ozeltisine 3 damla %10 'luk HCl konur. Tiip calkalanir %5 'lik

K4Fe(CN)s ¢ozeltisinden ¢okelme baslayana kadar damla damla ilave edilir.

Reaktifler:

1-Yumurta albumini ¢ozeltisi
2-% 10 luk(v/v) HCL ¢ozeltisi
3-% 5 K4 Fe(CN)s

SORULAR

1-Proteinlerin ¢oktiiriilmesinin ana prensibi nedir? Agiklayiniz.

2-Izoelektrik pH’ y1 tarif ederek, bu pH’nin altinda ve iistiinde protein in hangi yiike sahip
olacagini belirtiniz.

3-Peptit bagini tarif ederek, peptit baginin olusumunu gdsteriniz.

4-Peptit baginin taninmasinda kullanilan biiire reaksiyonunu yaziniz. Bu reaksiyonu amino

asitler verebilir mi?
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4. NUKLEIK ASITLERE AiT REAKSiYONLAR

Yasam bilgilerini iceren, bunlar1 saklayan, kusaktan kusaga aktaran ve bunlarin proteine
dontstiiriilmesini  gerceklestiren biyopolimere ‘Niikleik asitler’ adi verilmektedir. Niikleik
asitler bugiin hayatin anahtar molekiilii sayilmaktadir. Kas dokusu viicut agirligmin takriben
%40’1m1 teskil eder. Kasin yapist yaklasik %75 su, %20 protein, %5 anorganik ve organik
maddelerden ibarettir. Kasta bulunan proteinlerin bir kismi niikleoprotein yapisindadir.
Niikleoproteinler bilesik proteinlerdir. Niikleik asitlerin en kii¢lik birimleri niikleotitlerdir.
Seker molekiiliinlin  riboz veya deoksiriboz olmasmma gore niikleotit veya

deoksiriboniikleotitler meydana gelmektedir. Yapilar1 sematik olarak asagida gosterilmistir.

Niikleoprotein
Protein Niikleik asit
(Protamin, (Poliniikleotid)
Mononiileotid
v '
Niikleozid Fosforik asit
{ '
Pirin veya pirimidin Seker

(D-Riboz veya 2-Deoksi D-Riboz)

Deneyin Yapilisi:
Kasta niikleoproteinlerin belirtilmesi i¢in 6nce, hidroliz edilerek protein ve niikleik asitler
ayrilir ve bundan sonra ¢oken proteinler siiziilerek ayrilir. Siiziintiide kalan niikleik asit

bilesenleri kendilerine ait testlerle belirtilir.

Niikleotid Hidrolizatinin Elde Edilisi:
Bir tiip i¢ine 0,5 g kas, 10 mL %10 'luk triklor asetik asit konur ve kaynar su banyosunda 10
dakika kaynatilir. Bu esnada asit etkisiyle hidroliz meydana gelir, ayrilan proteinler ¢oker,

karisim siiziilerek uzaklastirilir.

1.Piirinlere Ait Tepkimler:
Piirin bazlar1 giimiis tuzlar ile ¢oziinmeyen beyazims: tuzlar teskil ederler. Bir tiipe 1 mL

hidrolizat konur. I¢ine bir parga turnusol kagidi konur. Turnusolun rengi kirmizidan maviye
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doniinceye kadar damla damla amonyak ilave edilir Fazla NH3 ilavesinden kaginilmalidir.

Tiipe 0,5 mL AgNOz konur, beyazimsi ¢okelek piirinlerin mevcudiyetini gésterir.

2.Pentoz Renk Tepkimesi:

Kuvvetli asit ortamda pentozlar 1sitildiklar1 zaman furfuralleri verirler. Furfuraller fenollerle
renkli bilesikler yaparlar. Bial reaktifinde bulunan orsinol de bir fenoldiir. Bu tepkimeyi

niikleotidlerde bulunan pentozlardan yalnizca riboz verir.

Bir tiipe 0,5 mL hidrolizat, 1 mL bial reaktifi konur. Yarim dakika ¢iplak alevde kaynatilir.

Yesil rengin goriilmesi pentoz mevcudiyetini gosterir.

3.Fosfatlara Ait Tepkime (Amonyum Molibdat Deneyi):
Fosfat iyonlar1 amonyum molibdat ile sar1 renkli amonyum fosfomolibdat ¢okelegini verirler.
Bir tiipte 1 mL hidrolizat, lizerine 1 mL amonyum molibdat konur, kaynatilir. Sar1 ¢okelek

fosfat iyonlarinin varligin1 gosterir.

Reaktifler:

1-% 10 luk triklorasetik asit

2-Amonyak

3-% 2,6 AgNO3

4-Bial reaktifi: 1,5 g orsin, 500 mL der.HCL ile ¢oziiliir ve tizerine 2 mL %10 FeClz ilave
edilir.

5-Amonyum molibdat:45 g amonyum molibdat 150 mL saf suda ¢oziiliir, tizerine 250 mL der.

HNOz iin 500 mL sudaki ¢6zeltisi damla damla ilave edilir. Saf su ile litreye tamamlanir.

SORULAR

1-Niikleosit ve niikleotit nedir? Yapilarini ¢iziniz.

2-Hidrolizat nasil hazirlanir? A¢iklaymiz.

3-Purinlere ait deneyde fazla amonyak ilavesi neden istenmeyen bir durumdur.

4-Hidrolizat hazirlanmasinda ortamda protein bulunmasi neden istenmez? Proteinler

ortamdan nasil uzaklastirilirlar?



15

5. iDRARIN FiZiKSEL VE MiKROSKOBIK TETKIKi

1.idrar Toplanmasi

Idrarda bulunan bazi maddelerin dengesiz olmasi ve idrarm mikroorganizmalar i¢in ¢ok
uygun bir kiiltlir ortami olusturmasi sebebiyle dogru sonug¢ alinabilmesi igin idrar
numunelerinin kimyasal bakimdan temiz, tercihen steril kaplarda toplanmas1 gerekir. Ayrica
kaplarin agizlar ¢ok siki kapanabilmeli ve numuneler 30 dak. i¢inde incelenmelidir. 30 dak.
icinde tetkik miimkiin olmadigi hallerde idrar numuneleri buzdolabinda saklanmali veya
koruyucu bir madde ilave edilmelidir. Sedimentler buzdolabinda bile dengesizdir. Idrar bazik

oldugu zaman bozulma daha da ¢abuklasir.

Idrarin toplanmasi, yapilacak analiz cinsine gore degisir. Cesitli amagclar icin asagidaki idrar

numuneleri kullanilabilir.

Rasgele Idrar Numunesi:
Herhangi bir anda alinan idrar numunesidir. Idrarin seyreltilmesi degisik oldugundan
idrardaki katilarm konsantrasyonu oldukca degisiklik gosterir. Idrar ¢ok seyreltik oldugu

zaman diisiik konsantrasyondaki katilar gézden kacabilir.

Sabah Ik Idrar Numunesi:

Rutin idrar analizleri i¢in sabah idrar tercih edilir. Clinkii gece idrarin konsantrasyonu giindiiz
idrarina gore oldukga sabittir, daha konsantredir ve daha asidiktir. Silindirler ve diger sekilli
elementler asidik idrarda daha dayaniklidir.

Ogleden Sonra Idrari:

Ogleden sonra saat 2 ile 4 arasinda alinan idrarda iirobilinojen daha iyi tespit edilebilir.

Giindiiz Idrari:

Hasta kahvaltidan once sabah saat 8’ de idrar yapar, bu idrar atilir. Bundan sonra biitiin giin
yaptig1 biitiin idrar bir kaba toplanir. En son aksam saat 8 de idrar yapar. Bu idrarda toplanan
idrara ilave edilir. Toplanan idrar buzdolabinda saklanmali, gerekirse koruyucu bir madde

ilave edilmelidir.
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Gece Idrari:
Hasta aksam saat 8 de idrar yapar, bu idrar atilir. Bundan sonra biitiin giin yaptig1 idrarlar bir
kaba toplamir. Hasta sabah saat 8 de tekrar idrarmi yapar ve bude ilave edilir. Idrar

buzdolabinda saklanir gerekirse koruyucu madde ilave edilir.

24 Saatlik Idrar:

Kimyasal analizlerin ¢ogu bilhassa kantitatif analiz i¢in 24 saaatlik idrar gereklidir. Ciinkii
bir¢cok kat1 maddeler giin boyunca degisme gosterirler. 24 saatlik idrar toplanmasi i¢in hasta
sabah 8 de idrar yapar, bu idrar atilir. Bundan sonra 24 saat boyunca yaptigi biitiin idrarlar bir
kaba toplanirlar. Ertesi sabah 8 deki idrarda buna ilave edilir. idrar temiz, agz1 siki kapanan ve
takriben 2000 mL alan bir kapta toplanmalidir. Kap buzdolabinda saklanmali, gerekirse

koruyucu bir madde ilave edilmelidir (koruyucu, siseye idrar toplanmadan 6nce konur).

2.Idrarm Korunmasi

Idrarm korunmasi icin ilave edilen maddeler;
X Bakterilerin iiremesini
X [drarda bulunan kati maddelerin bozunmasi
X Organik sedimentlerin bozulmasini

X pH 1n degismesini onler.

Koruyucu maddelerin ¢ogu bakteriyostatiktir ve pH’nmin asit olmasini saglar. Bakteri

biliylimesinin dnlenmesi ise;

1.Ureyi parcalayan organizmalar tarafindan iirenin amonyum karbonata cevrilmesine (alkali
fermantasyon)

2. Bakteri ve mayalar tarafindan glikozun pargalanmasina

3. Bakteriyel proteinlerin, protein testlerini karistirmasina engel olur.

Koruyucu ilave edilmigse, bunun etikete yazilmasi gerekir. Koruyucu madde deneyi

bozmamalidir.
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Koruma Metotlar:

Sogukta Muhafaza: Idrarn buzdolabinda saklanmasi bakterilerin biiyiimesini Onler ve
silindirlerin, eritrosit ve 16kositlerin, epitel hiicrelerinin korunmasini ve kisa bir stire (takriben

8 saat) pH nin asit kalmasini saglar.

Kimyasal Koruyucular

Toluen: Yiizeyde ince bir tabaka yapacak sekilde ilave edilir. Testleri bozmaz.

Timol: 100 mL idrar i¢in kii¢iik bir timol kristali kullanilir. Fazla miktarda ilave edilirse
albumin testlerinde yalanc1 pozitif sonug verebilir ve safra testini bozabilir.

Formalin (%40): 30 mL idrar i¢in 1 damla ilave edilir. Bu madde bilhassa idrar
sedimendlerinin korunmasinda c¢ok faydalidir. Fakat indikan aranmasinda kullanilan
obermayer testini Onler, seker testlerinde kullanilan alkali bakir ¢ozeltilerini indirger ve fazla
miktarlar iire ile ¢okelek vererek mikroskobik tetkiki bozar.

Ozel Koruyucular: Bazi testler igin 6zel koruyucular gereklidir.

A. Idrarin Fiziksel tetkiki

Miktar (Hacim): Idrar hacmi dereceli silindirlerde ml olarak 6lciiliir. Normal degerler;

1 yas 300 — 600 mL/24 saat
10 yas 1000 — 1500 mL/24 saat
Erigkinler 1000 — 1800 mL/24 saat

Gece idararin giindiiz idrarina oran1 1/2 veya 1/3 diir. idrar hacmi;
X [drarla atilan katilarin miktarina
X Terleme ve solunum havasinda kaybedilen su miktarina

X Hastanin kalb ve bobrek durumuna baghdir.

Idrar hacminin normal degerin iistiine ¢ikmasina poliiiri ad1 verilir. Fazla miktarda su ve sulu
besinler alinmasi, derinin soguga maruz kalmasi ve ditiretikler poliiireye sebep olur. Ayrica

eksuda ve odemlerin absorpsiyonu esnasinda; kronik bobrek hastaliklarindai diabetes
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insipidusta, diabetes mellitusta, mental bozukluklarda, primer hiperaldosteronizm ve

hiperparatiroidizm de vs. goriilebilir.

Idrar miktarmim azalmasima oligiiri, hi¢ idrar yapilmamasina ise aniiri adi verilir. Oligiiri ve
aniirinin goriildiigl haller: Su aliminin azalmasi veya kaybinin artmasina bagli dehidratasyon
renal yetmezlik, kardiyak ve hepatik yetmezlik, asagi nefron (transfiizyon tepkimesi, yaniklar,
crush sendromu ve sok vs.). Aniiri, tas, tlimer vs. gibi sebeplerden ileri gelen idrar retansiyonu

ile karistirilmamalidir.

1.Renk: idrarm normal rengi saridir. Bu renk iiroeritin, iirokrom ve porfirinler gibi
pigmentlerden ileri gelir. Renk, yogunluga gore degisir. Idrar seyreltik oldugu zaman saman
rengi olur, konsantre idrar ise portakal rengindedir. Cesitli hallerde idrarin renginde ve renk
siddetinde degisiklikler meydana gelir. Mesela metabolik {irlinler, besinler, ilaclar ve

pigmentler idrarin rengini etkiler. Bunlara asagidaki misaller verilebilir.

X Poliiiri: Idrar hemen hemen renksizdir. Ornek: Diabetes mellitus ve diabetes insipidus

vakalar1
X Pigementler: Ornek: Idrara biliriibin gegmesi, renk kirli koyu kahverengidir.
X [laglar: Alinan ilaglara gére renk degisimi olur. B2 vitamini idrara koyu sar1 renk verir.

X Eritrositler: Idrarda eritrosit bulundugu haller HEMATURI denir. idrarin rengi kirli
kiremit rengi veya kirli kirmizidir.

X Hemoglobin: Idrarda hemoglobin bulundugu hallere HEMOGLOBINURI ad: verilir.
Idrarin rengi kirmizidir.

X Porfirin: Idrarla atilan porfirin miktarmin artmasma PORFINURI ad1 verilir. Sarap

kirmizisi renk mevcuttur.

X TFosfat: Idrarda fosfat kristallerinin bulunmasina FOSFATURI denir. Renk Kirli
beyazdir.
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2.Koku:
Idrarin kendine has kokusu vardir. Idrarda aseton bulunmasi, baz1 besinler veya bakteriyel
parcalanma kokuyu degistirir. Ayrica bazi hastalik hallerinde idrar kokusunda karakteristik

degisiklikler olur.

3.Goriiniim:
Taze alinan idrar berraktir. Idrar durmakla berrakligimi kaybeder bulanik bir gériiniim alir.

Ayrica kabin dibinde ¢okelek olusabilir.

Fosfat ve karbonatlar, iiratlar, okzalatlar, eritrosit ve epitel hiicreleri, bakteriler idrara bulanik

bir goriiniim verirler.

4.Tepkime:

Idrar normal olarak asidiktir ve pH s1 4,8-8,0 arasinda degisir, ortalama 6,0 civarindadir.

Idrar pH smin &lgiilmesi icin indikatorlii 6zel pH kagitlar1 kullanilir ve kagidin vardigi renge

gore asit veya kalevi oldugu anlasilir. Daha hassas dlgiimler i¢cin pH metreler kullanilabilir.

Protein alimi fazla oldugu zaman ve siilfatlarin meydana gelmesi sebebiyle idrar asittir.

Asidoziz ve atesli hallerde de asitlik artar.

Idrar bekletildigi zaman pH alkali tarafa kayar. Bunun sebebi idrardaki iirenin amonyaga

cevrilmesidir. Sebze diyetinde ve alkolozizde de idrar kalevidir.

5.Yogunluk:

Idrar yogunlugu, idrarda bulunan kat1 maddelerin miktarina bagli olarak degisir ve bdbregin
konsantrasyon ve dillisyon kapasitesini gosterir. Eriskinlerde 24 saatlik idrarda normal
hudutlar 1,016-1,025 arasindadir. Ortalama 1,020 dir. 24 saatlik idrar disindaki rasgele

numunelerde 1,003-1,030 arasinda degerler bulunabilir.

Idrar yogunlugunun o&lgiilmesi igin iirinometre kullanilir. Bunun igin 6nce, idrar iyice
karistirilir ve yogunlugunun 6lgiilebilecegi meziire konur. Daha sonra {lirinometre kabin igine

daldirilir. Urinometrenin kabin hicbir yerine degmemesi ve serbestce yiizmesi gerekir.
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Bundan sonra yogunluk iirinometreden okunur. Okunan rakamin sicaklik, protein ve seker

miktarina gore diizeltilmesi gerekir.

X Sicakhiga gore yogunlugun diizeltilmesi: Urinometrelerin cogu 15 °C veya 20 °C lerde
kalibre edilmistir. Kalibrasyon derecesi ile idrarin sicakligi arasindaki her 3 °C lik fark i¢in

0,001 diizeltme yapilir. Sicaklik kalibrasyon sicaklik derecesinden fazlaysa her 3 °C lik i¢in
0,001 ilave edilir, azsa 0,001 c¢ikarilir.

X Proteiniiri igin diizeltme: Her %1 g protein i¢in yogunlukta 0,003 artis olur. Bu deger

okunan yogunluk degerinden ¢ikarilarak diizeltme yapilir.

X Glukoziiri i¢in diizeltme: Her %1 g glukoz igin okunan yogunluk degerinden 0,004

cikarilir.

B. Mikroskobik Tetkik

Idrarda bulunan sekilli elementler santrifiijle ¢oktiiriilir ve sediment mikroskop altinda
incelenir. Mikroskobik tetkikte 6nemli olan hiicresel elemanlar ve silindirlerdir. Bunlar uiriner

sistem hastaliklar1 hakkinda 6nemli bilgiler verir.

Mikroskobik inceleme i¢in sabah ilk idrar1 tercih edilir. Bu idrarin 30 dakika iginde
incelenmesi gerekir. Asit idrarlar buzdolabinda saklanmadig: takdirde hiicresel elemanlar,

kristal ve silindirlerin ancak birka¢ saat bozulmadan kalmasi miimkiin olur.

Sedimentin Hazirlanmasi:

Idrar numunesi iyice karistirildiktan sonra santrifiij tiipiine 10-15 mL kadar idrar konur ve
dakikada yaklasik 1800 devirle 3-4 dakika santrifiij edilir. Ustteki berrak kisim dokiiliir.
Santrifiij tiipi sallanarak kalan 1-2 damla idrarla sediment gevsek ve homojen hale getirilir.
Bundan bir damla alinarak lam iizerine konur, bir lamel kapatildiktan sonra mikroskop
altinda, azaltilmis 1s1kta incelenir. Once kiigiik biiyiitme ile biitiin sahalar taranir. Bundan

sonra istenen bolgeler biiyiik biiyiitme ile incelenir.
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Idrar Sedimentleri:

Inorganik sedimentler, organik sedimentler olmak {izere iki grupta incelenir.

1) Inorganik Sedimentler: Bunlar kristal veya amorf olabilir. Idrarda bulunan inorganik
sedimentler fosfatlar, kalsiyum oksalat, kalsiyum karbonat, kalsiyum siilfat, lirik asit ve

ureratlardir.

a) Fosfatlar: Amonyum magnezyum fosfat (tripl fosfat) kristalleri; alkali idrarlarda bulunur,
renksizdirler, tabut kapag1 veya ¢at1 seklinde goriiliirler.

Kalsiyum hidrojen fosfat; notral pH da kristallesir. Y1ldiz veya igneler seklinde goriiliirler.
Amorf fosfatlar renksizdir. Ince graniiller veya kiigiik kiireler seklindedir. Fosfatlar
seyreltik asetik asitte ¢oziinirler.

b) Kalsiyum karbonat: Alkali idrarlarda bulunabilir. Nadir goriiliirler.

c) Kalsiyum oksalat: Hem asit hem de alkali idrarlarda bulunabilir. Sekiz yiizlii veya zarf
seklinde goriiliirler. Nadiren disk veya oval sekillerde olabilir. Fazla oksalatli besinler
aliirsa gortilebilir.

d) Urik asit: Asit idrarlarda bulunur. Saf iirik asit kristalleri renksiz oldugu halde idrarda
bulunanlar ¢esitli pigmentlerle boyandigindan sar1 veya kahverengi goriiliirler.

e) Uratlar: Amonyum iirat hari¢ digerleri asit idrarlarda bulunurlar. Genellikle amorf

seklindedirler, renklidirler.

2) Organik Sedimentler: Eritrosit, epitel hiicreleri, silindirler, bakteri, maya v.s. dir.
Eritrositler: Yuvarlak, parlak, bikonkav, ¢ekirdeksiz hiicrelerdir. Sar1 renkte goriiliirler.
Normal bulunmaz veya her sahada 1-2 tane olabilir. Baz1 hataliklarda glomeriil ve tiibiillerden

idrara karigirlar.

Lokositler: Yuvarlak cekirdekli hiicrelerdir. Eritrositlerden daha biiyiiktiirler. Uriner
sisteminin ¢esitli iltihabi hastaliklarinda idrara gegerler. Normalde bulunmaz veya her sahada

2-3 tane olabilir.

Epitel hiicreler: Kadnlarin idrarinda, erkeklerinkinden daha fazla olmak tizere normal
idrarlarda az miktarda bulunabilirler. Biiyiik miktar1 patolojik yonden 6nemlidir. Alindiklar

yere gore degisik sekil ve biiylikliikte olabilirler.
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Silindirler: Bobrek tiibiiliislerinde olusur ve tiibiiliislerin seklini alirlar. idrarda goriilmeleri

bobrek bozuklugunu gosterir. Yapilarina gore siniflandirilirlar.

X Hiyalin silindirler: Soluk renkli, homojen silinditlerdir. Hiicre ihtiva etmezler, orta

derecede harabiyeti gosterirler.
X Epitelyal silindirler: Tiibiiler harabiyetlerde tiip epitellerinden meydana gelirler.

X Eritrosit ve lokosit silindirleri: Hemen daima kaide olarak bobrek hastaliginin daha

akut fazinda, mesela akut glomeriilonefritin erken safhalarda gortiliirler.

X Graniirler silindirler: 16kosit ve dejenere epitel hiicrelerinden meydana gelitler. Daha

agir bobrek harabiyetini gosterirler.

X Yag silindirleri: Tiibiiler epitelin yaglh dejenerasyonu sonunda meydana gelirler ve

agir bobrek harabiyetini gosterirler.

X Mum silindirleri: Kimyasal yapilari tam bilinmemektedir. Amiloid bdbrek

hastaliginda goriiliirler.

Sayilanlarin disinda bazi hallerde ¢esitli aminoasitler, kolesterol, hippiirik asit, biliriibin ve

bazi ilaglar v.s. bulunabilirler.

Silindirioidler: Silindirlere benzeyen, fakat genellikle onlardan daha ince, uzun yapilardir.

Silindirlerin kenarlar1 paralel oldugu halde silindirioidlerin degildir.

Cogunlukla normal idrarlarda bulunurlar ve mukusdan meydana gelirler. Saydam goériinmeleri

yoniinden hiyalin silindirlere benzerler.

Bazik idrarda goriilen kristal ve amorf sedimentler:

X Tripl fosfat kristalleri
X Amorf fosfatlar
X Amonyum iirat

X Kalsiyum fosfat



Asidik idrarda goriilen kristal ve amorf sedimentler:

¥ Amorf iiratlar
X Kalsiyum oksalat
X Urik asit

Organik sedimentler:

X Graniiler silindir
Epitelyal silindirler
Hiyalin silindir
Lokositler
Eritrositler

Epitel hiicreleri

Eritrosit silindiri

X ¥ ¥ ¥ X %X X

Silindiroid

SORULAR

1-Idrarm farkli zamanlarda toplanmasi neden énemlidir?

2-Idrarin korunmasi neden énemlidir? Bu koruma kag farkli sekilde yapilabilir?
3-Sediment nedir? Nasil hazirlanir?

4-Idrarda yapilan fiziksel tetkikler nelerdir? Kisaca agiklaymiz.

5-Organik ve inorganik sedimentler nelerdir? Agiklayiniz.
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Amonyum Urat Kristalleri
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Kalsiyum Fosfat Kristalleri
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Kolesterol kristalleri
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Amonyum Magnezyum Fosfat Kristalleri
(Tripl Fosfat)
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6. IDRARDA GLUKOZ ARANMASI

Normal insanlarin idrarinda ¢ok az miktarlarda glukoz bulunur. Anormal durumlarda idrara
gecebilen karbohidratlarin en O6nemlisi glukozdur. 24 saatte idrarla atilan glukoz miktar
genellikle 100 mg civarindadir. Bu miktar ¢ok az oldugundan rutin olarak kullanilan
metotlarla tespit edilmez, ancak kromatografi gibi hassas testlerle tespit edilebilir. Bu sebeple
normal olarak idrarda glukoz bulunmadig: kabul edilmektedir.

Idrarda glukoz bulunmasina glukoziiri ad1 verilir. Glukoziirinin goriildiigii haller arasinda en
onemlisi seker hastaligi (Diabetus mellitus)dur. Bunun digsinda diger bazi endokrin

bozukluklarinda da idarda glukoz goriilebilir.

Metot
Idrarda glukoz aranmasi i¢in en ¢ok kullanilan metotlar Fehling ve Benedict metodlaridir. Her

ikisinin de prensibi ayni1 olup, glukozun indirgen 6zelligine dayanmaktadir.

Prensip:

Bazik ortamda glukozun, +2 degerli bakir iyonlarini indirgeme o6zelligine dayanir. Bazik
ortamda kaynatildigi zaman, kullanilan reaktifte bulunan CuSOs, Cu(OH)2 'e gevrilir.
Bunlarin her ikisinde de Cu, +2 degerliklidir ve mavi renklidir. Bu sebeple renk degisimi
olmaz. Ortama glukoz gibi indirgeyici bir madde ilave edildikten sonra 1sitilirsa, glukoz, Cu*?
iyonlarimi indirger ve CuOH olusur. CuOH ¢okelegi sar: renklidir. Daha fazla kaynatilirsa
CuOH su kaybederek kirmizi renkli Cu20 ¢okelegi meydana gelir. Bunlarin her ikisinde de
Cu, +1 degerliklidir.

CuSO4 + 2 NaOH — Cu(OH)2 + Na2S04

Cu(OH)2 — CuO +H.0

R-CHO + 2Cu(OH); — Cu20 +2H,0 + R-COOH



30

1-Benedict Kalitatif Testi

Deneyin Yapilisi:

Iki deney tiipiine 5’er mL Benedict reaktifi konur. Birinci tiipe 0,5 mL veya 8 damla idrar,
ikinci tiipe 0,5 mL veya 8 damla standart glukoz ¢6zeltisinden ilave edilir, karistirilir ve 2
dakika kaynatilir. Soguyuncaya kadar oda sicakliginda bekletilir. Tiplerdeki renkler
karsilastirlir.

- Idrarda glukoz yoksa reaktifin mavi renginde degisme olmaz.

- Idrarda glukoz varsa renk degisimi goriiliir ve ¢okelek olusur. Idrardaki glukoz miktarina
bagli olarak yesilden tugla kirmizisina kadar degisen renkler (yesil, sar1, turuncu ve kirmizi)
meydana gelir ve ¢okelek olusur. Bu sebeple idrardaki glukoz miktar1 hakkinda bilgi verir.
Seker miktar1 hakkinda bilgi vermesi ve daha hassas olmas1 sebebiyle Fehling deneyinden

daha ¢ok kullanilmaktadir.

2-Fehling Kalitatif Testi

Deneyin Yapilisi:

Iki deney tiipii alinir. Birinci tiipe 2-3 mL Fehling kalitatif reaktifi konur ve birkag saniye
kaynatilir. Bu kaynatma sonrasi reaktif berrak kalmali ve renk degisimi olmamalidir.

Ikinci deney tiipiine Fehling reaktifine esit hacimde incelenecek idrar konur. Bu idrardan azar
azar Fehling reaktifi bulunan tiipe ilave edilir ve her ilaveden sonra tekrar kaynatilir. Ayni
islemler standart glukoz ¢dzeltisi ile de yapilir ve sonuglar idrardaki ile karsilastirtlir. Idrarda
seker varsa sar1 veya tugla kirmizist bir ¢okelek meydana gelir. Seker miktar1 fazlaysa daha
ilk ilaveden sonra renk degisimi ve ¢okelek olusur. Idrarin tamamu ilave edildigi halde sar1

veya kirmizi gokelek olusmadig takdirde idrarda glukoz yok demektir.

Reaktifler:

1-Benedict reaktifi: 173 g sodyum sitrat 100 g susuz sodyum karbonat ve 600 mL kadar saf su
konur, karigtirilir. Isitilarak ¢oziinmesi saglanir. Bagka bir kapta 17,3 g bakir siilfat 100 mL
saf suda ¢oziiliir ve daha 6nce hazirlana ¢ozeltiye devamli karistirilarak yavas yavas ilave

edilir. Sogutulur, litrelik bir balon jojrye aktarilir ve hacim saf su ile 1000 mL ye tamamlanir.



31

2-Fehling reaktifi: Asagida anlatilan fehling A ve fehling B ¢ozeltilerinin esit miktarda
karistirilmasi ile hazirlanir. Dayaniksiz oldugundan uzun siire bekletilmemelidir. Tercihen
kullanilacagi zaman hazirlanmalidir.

3-Fehling A ¢ozeltisi:69,28 g bakir siilfat 600 mL saf su hafifce 1sitilarak ¢oziiliir. Hacim saf
su ile 1000 ml ye tamamlanir.

4-Fehling B ¢ozeltisi:346 g sodyum potasyum tartarat ve 120 g NaOH yaklagik 600 mL saf
suda ¢0ziiliir ve hacim saf su ile 1000 mL ye tamamlanir.

5-Standart glukoz ¢6zeltisi (%80 mg).

SORULAR

1-Idrarda glukozun varlig1 biyokimyasal agidan neden énemlidir? Aciklayiniz.

2-Indirgen seker nedir? Sekerler ne zaman indirgen dzellik gsterirler?

3-Glukoz miktarmin tayini yukarida belirtilen yontemlerden bagka daha hassas bir sekilde
nasil yapilabilir.

4-Idrara glukozdan baska monosakkaritler gecebilir mi? Baska monosakkaritlerin varligi

biyokimyasal agidan 6nemli midir?
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7. IDRARDA PROTEIN ARANMASI

Normalde idrarda protein yoktur. Cesitli patolojik hallerde proteinler idrara gegebilir. Idrarda
goriilen en 6nemli proteinler serum albumini ve globulindir. Bunlardan baska bazi hallerde
fibrinojen, hemoglobin ve miyoglobin, Bence-Jones proteini gibi bazi anormal proteinler de

idrara gegebilir.

Normal sartlarda idrarda protein bulunmamasinin sebebi, protein molekiillerinin biiylik olmasi
sebebiyle glomertillerden siiziilerek idrara gecememeleridir. Fakat glomeriil gegirgenliginin
bozuldugu hallerde glomeriillerden siiziilerek idrara gecer. Idrarda protein bulunmasina
proteiniiri ad1 verilir. Molekiil agirliginin kiigiik olmasi sebebiyle patolojik hallerde idrara en
kolay gecebilen ve bu sebeple idrarda en fazla bulunan plazma proteini albumindir. Bundan
dolay1 eskiden idrarda protein bulunmasina albuminiiri ad1 verilmektedir. Bu isim bugiin de

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Proteiniirilerin Siniflandirilmasi

Herhangi bir organik bozuklukla iliskisi olup olmamasi g6z oOniine alinarak proteiniiriler

fonksiyonel ve organik olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.

Fonksiyonel proteiniiriler: Bobrekler veya bagka hicbir organ hastaligiyla iliskisi
gosterilmemis proteintirilerdir. Yani proteiniiri disinda baska bir organik bozukluk tespit
edilemez. idrardaki protein miktar1 olduk¢a azdir ve gelip gecicidir. Agir viicut hareketleri ve
yogunluklarinda, gebeligin son bir ka¢ haftasinda, siddetli soguga maruz kalindig: hallerde bu
cesit proteiniiriler goriilebilir. Postural proteiniirilerde yatarken proteiniiri goriilmedigi halde
ayakta duruldugu zaman proteiniiri meydana gelir.

Organik proteiniiriler: Bunlar da bozuklugun bobreklerle olan iliskisine gore 3 gruba ayrilir.

1. Pre-renal (bobrek-éncesi) proteiniiriler: Esas hastaligin bobrekle iliskisi yoktur ve
cogunda bobrekler sekonder olarak istirak eder. Kalb hastaliklari, karinda sivi birikmesi
veya tiimorler ve karaciger hastaliklari, bobrek dolasimini bozarak proteiniiriye yol agarlar.
Atesli hastaliklar, baz1 ilaglar ise bobrekte toksik etkiler gOstererek proteiniiriye sebep

olurlar.
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2. Renal proteiniiriler: Glomeriil harabiyetine sebep olan biitiin bobrek hastaliklarinda
proteiniiri mevcuttur. Bunlara misal olarak akut ve kronik nefritleri ve nefrozlar

verebiliriz. Bu hastaliklarda en ¢ok goriilen protein, plazma albumini ve globulindir.

3. Post-renal (bobrek-sonrasi) proteiniiriler: Renal pelvis, iireler, mesane, prostat ve
iiretradaki lezyonlardan ileri gelir. Burada idrara karisan proteinler albumin ve globulindn
ziyade 16kositler ve dejenere epitel hiicrelerinin proteinleridir. Idrara vajina sekresyonlar

veya semen karigsmasi da pozitif protein testine sebep olur.

1.Triklorasetik Asit Deneyi
Idrarin berrak olmasi gerekir. Eger berrak degilse siizge¢ kagidindan siiziiliir.

Deneyin Yapilisi:

Iki deney tiipii alinir.1’inci tiipe 0,5 mL berrak idrar, 2’inci tiipe 0,5 mL standart albumin
¢ozeltisi alimir. Uzerlerine 1-2 damla triklorasetik asit damlatilir. Bulaniklik veya ¢okelek olup
olmadigina bakilir. Eger protein varsa bulaniklik veya ¢okelek meydana gelir. Protein yoksa
idrar berrak kalir. Meydana gelen bulanikligin siddeti ve ¢okelegin miktarna goére sonuclar:

eser, 1+, 2+, 3+ veya 4+ olarak belirtilir.

2.Tanret Deneyi

Deneyin Yapilisi:

Deney tiipliniin 2/3 {line kadar idrar konur. Sonra tlipiin alt kismindan tutularak idrar
tabakasmnin iist kismi sitilir. Uzerine 3-4 damla Tanret reaktifi ilave edilir. Bulaniklik olup
olmadigina bakilir. Bulaniklik yoksa idrarda protein yok demektir. Bulaniklik varsa protein
bulundugu anlasilir. Ayni islemler standart albumin c¢ozeltisi ile de yapilir ve sonuglar
idrardaki ile karsilastirilir. Idrarda Bulanikligin siddetine gére sonuglar: eser, 1+, 2+, 3+ veya

4+ olarak belirtilir.
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Reaktifler:

1-% 20 lik triklorasetik asit ¢ozeltisi

2-Tanret reaktifi: 13,5 g civa (IDkloriir 200 mL saf suda ¢oziiliir. Bunun iizerine 250 mL saf
suda ¢Ozlilmiis 33,2 g potasyum iyodiir ilave edilir. Hacim saf su ile 600 mL ye
tamamlandiktan sonra bu karisimin {izeri ne 200 mL buzlu asetik asit konup karistirilir.

3-Standart albumin ¢ozeltisi(% 4 g/dL)

SORULAR
1-Saglikli bir idrar 6rneginde protein bulunurmu? Bulunursa bunlar hangileridir?

2- Idrarda protein varligini deneysel olarak nasil gdsterirsiniz?
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8. IDRARDA KETON CiSIiMLERININ ARANMASI VE LiPITLERE AiT
TEPKiMELER

A.Keton Cisimleri

Keton cisimleri aseton, asetoasetik (diasetik) asit ve B-hidroksibiitirik asittir. Bu maddeler
karcigerde yag asitlerinin oksidasyonu sonucunda olusur. Fakat karacigerde kullanilmaz.
Karacigerde kullanilmadiklar1 icin kana gecer ve karaciger disi (ekstrahepatik) dokular
tarafindan alinarak okside edilirler. Bu sebeple normal olarak kandaki miktarlar1 ¢ok azdir ve
100 mL de 3 mg kadardir. idrarla atilan miktar da ¢ok az olup, 24 saatlik idrara maksimum
50 mg kadardir. Bu miktar kullanilan metotlarla gosterilemeyecek kadar az oldugundan pratik

olarak normal idrarda keton cisimleri yoktur denilebilir.

Keton cisimlerinin sentezi ekstrahepatik dokularin oksidasyon kapasitesinin iizerine ¢ikarsa
kandaki seviyeleri artar ve idrara gegerler. Bu olaylara sirayla ketonami ve ketoniiri, ikisine
birden ketoziz adi verilir. Ketozizin baslica sebebi karbohidratlardan yararlanilimadigi
hallerde enerji temini i¢in yag asitlerinin kullanilmasidir.

Ketozizin meydana geldigi en onemli haller seker hastaligi, yiiksek yagl diisiik karbohidratl

beslenme, ileri derecede aglik ve gebelik toksikozudur.

1.idrarda Aseton Aranmasi (Lange Deneyi)

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiiptine 5 ml idrar 0,5 mL sodyum nitroprussiat, 0,5 mL buzlu asetik asit konur,
calkalanir, bundan sonra tlip hafifce egilerek bir tabaka teskil edecek sekilde 2 ml amonyak
konur. Tiip tekrar dikey duruma getirilir.

Iki fazin temas yiizeyinde mor bir halka meydana gelirse aseton vardir denir. Sonu¢ mor
halkanin kalinligina ve rengin siddetine bakilarak 1+, 2+, 3+ veya 4+ olarak gosterilir. Ayni

islemler standart aseton ¢dzeltisi ile de yapilir ve sonuglar idrardaki ile karsilastirilir.
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2.Asetoasetik Asit Aranmasi (Gerhardt Deneyi)

Deneyin Yapilisi:
Bir deney tiipiine 5 mL idrar konur, iizerine 1-2 damla %10 'luk FeCls damlatilir. Idrarda fazla
miktarda fosfatlar varsa ferrik fosfat teskil ederek ¢okerler. Idrar siiziilerek ¢okelek

uzaklastirilir.

Berrak siiziintiiye tekrar 2-3 damla %10 'luk FeCls damlatilir. Idrarda asetoasetik asit varsa
bordo kirmizisi bir renk meydana gelir. Rengin siddetine bakilarak sonug 1+, 2+, 3+ veya 4+

seklinde gosterilir.

Reaktifler:

1-% 10 luk sodyum nitroprussiat(taze hazirlanmig): 100 mL lik balon jojeye 10 g sodyum
nitroprussiat konur. Saf su ile ¢oziiliir ve hacim saf su ile 100 mL ye tamamlanir.

2-Buzlu asetik asit

3-Derigik amonyak

4- Gerhard reaktifi(%10 luk FeClz ):Bir balon jojeye 10 g FeClz konur. Saf su ile ¢oziiliir ve

hacim saf su ile 100 mL ye tamamlanir.

SORULAR
1-Keton cisimleri nelerdir, formiilleri ile gdsteriniz.
2-Idrarda aseton ve asetoasetik asit varlig1 nasil tesbit edilir?

3-Ketozis nedir, tanimlayiniz?

B.Lipitlere Ait Tepkimeler

Lipitler genel olarak suda ¢oziinmeyen, yag ¢oziiciileri ad1 da verilen eter, kloroform ve
benzen gibi apolar organik c¢oziiciilerde ¢coziinen maddelerdir. Besinlerimiz arasinda onemli

bir yer tutar ve organizmada baslica enerji kaynagi olarak gorev yaparlar.

Lipitler grubunda c¢esitli maddeler bulunmaktadir. Bu maddelerin biiyiikk bir kisminin
yapisinda gliserol vardir. Bu sebeple burada gliseroliin taninmasinda kullanilan bir tepkime ile

lipitler grubundan 6nemli bir bilesik olan kolesterole ait bir renk tepkimesi verilmistir.
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1.Gliserole Ait Tepkime

Deneyin Yapilisti:

Bir deney tiipiine %1 'lik boraks ¢ozeltisinden 1 ml konur. Uzerine birka¢ damla fenolftalein
damlatilir. Pembe bir renk meydana gelir. Gliserol ilave edilmesiyle renk kaybolur.
Gliseroldeki 2 hidroksil grubunun borik asitle kombine olarak daha kuvvetli mono bazik asit
teskil etmesine dayanan bu tepkime gliserol icin spesifik degildir. Gliserol disindaki diger

polihidroksi alkoller de bu tepkimeyi vermektedir. Tepkime asagida gosterilmistir.

| | | |
_CI:_OH + HO\B—OH + HO_CT_ — _C|_O\ B/O_(T_ H" + 3H,0
—C-OH  Ho~ HO—C— —c-0° Mo-C— i

2.Kolesterol i¢cin Salkowski Testi

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiipiline kolesteroliin kloroformdaki ¢ozeltisinden 2 mL konur. Tiip hafifce egilirek
dipte bir tabaka teskil edecek sekilde 2 mL derisik H2SOg ilave edilir. Calkalamadan (tiip avug
icinde dondiiriilerek) hafifce karistirilir. Bir miiddet bekletildikten sonra iistteki kloroform

tabakasinda kirmizi bir rengin olusmasi kolesterol bulundugunu gosterir.

Reaktifler:

1-% 10 luk sodyum nitroprussiat(taze hazirlanmig): 100 mL lik balon jojeye 10 g sodyum
nitroprussiat konur. Saf su ile ¢oziiliir ve hacim saf su ile 100 mL ye tamamlanur.

2-Buzlu asetik asit

3-Derigik amonyak

4- Gerhard reaktifi(%10 luk FeClz ):Bir balon jojeye 10 g FeClz konur. Saf su ile ¢oziiliir ve

hacim saf su ile 100 mL ye tamamlanir.

SORULAR

1-.Lipit nedir? Tanimlayimiz.

2-Lipit ve yag arasinda fark var midir? Agiklaymiz.
3- Kolesterol hangi lipit tiiriindendir?

4-Gliserin ve kolesterol varligini kalitatif olarak gdsteriniz?
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9. IDRARDA SAFRA BOYALARININ ARANMASI

Bilirubin

Bilirubin, retikiiloendotelyal sistemde eritrositlerin  pargalanmasiyla agiga ¢ikan
hemoglobinden olusur. Daha sonra kana gegerek karacigere gelir. Kanda albumine bagl
olarak tasinan bu bilirubin suda ¢6ziinmez ve bundan dolayi idrara gecemez. Bu sekle indirekt

bilirubin denmektedir.

Bilirubin karacigerde glukuronik asitle baglanarak bilirubin glukuronidleri meydana getirir ve
suda ¢oziiniir sekle ¢evrilir. Bu sekilde direkt bilirubin adi verilir ve safra ile barsaga atilir.
Barsakta bakterilerin etkisiyle iirobilinojene indirgenir. Bu terim de {irobilinojen,
mezobiliriibinojen vs. sterkobilinojen 'i kapsar. Bunun bir kismi1 barsaklardan emilerek vena
porta yolu ile karacigere gelir ve c¢ogu safra yollarina gegerek tekrar barsaga atilir.
Urobilinojenin az bir kism1 ise sistematik dolasma gegerek idrarla atilir. Bu sebeple normal
sartlarda idrarda az miktarda {irobilinojen bulunmaktadir (24 saatlik idrarda 4 mg kadar).
Urobilinojen hava ile temasa gegtigi zaman oksitlenerek iirobiline gevrilir. Absorbe edilmeyip

barsaklarda kalan tirobilinojen (sterkobilinojen) ise fecesle atilir.

Normal sartlarda idrarda bilirubin yoktur. Fakat baz1 patolojik hallerde idrara gegebilir. Buna
bilirubiniiri ad: verilir. Idrara sadece glukuronik asitle baglanmis olan, yani suda ¢dziinebilen

direkt bilirubin gecebilir.

Safra yollarinin tag, timor vs. ile tikandigi hallerde safra barsaga akmaz. Safra yollarinda
biriken bilirubin kana ve buradan da idrara gecer. Bu tiir sariliklara tikanma sarihg1 adi
verilir.

Tikanma sariliginin safra barsaga akmadigi i¢in tikanma derecesine gore iirobilinojen

yapiminda azalma olur. Bundan dolay1 idrar ve feceste hemen hemen hig tirobilinojen yoktur.

Karaciger hastaliklarinda mesela toksik ve viral hepatitlerde safra yollarina salgilanmasinda
bozukluk olur ve bir kismi1 kana gecger, geri kalani safra ile barsaga atilir. Ayrica dokularda
birikerek sarilik tablosunun ortaya ¢ikmasina sebep olur. Buna hepatojen sarihik adi verilir.
Kana gecen direkt bilirubin idrarla atilir. Bu durumda idrarla atilan {iribilinojen miktar1 da

artar. Bunun sebebi karaciger hiicrelerindeki bozukluk dolayisiyla barsaklardan emilen
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iirobilinojenlerin portal kandan alinarak safraya verilmesindeki yetersizliktir. Bu durum

kandaki ve neticede idrardaki lirobilinojen seviyesinin artmasina yol agar.

Eritrosit yikiminin arttigr hemolitik hastaliklarda retikiiloendotelyal sistemde olusan bilirubin
miktan arttifinda kandaki indirekt bilirubin seviyesi ylikselir. Sarilik tablosu ortaya ¢ikar.
Buna hemolitik sarihik adi verilir. Fakat bu bilirubin suda ¢6ziinmediginden idrara ge¢emez.
Karacigere gelip glukuronik asitle baglanarak safra ile barsaga atilir. Barsaga gecen bilirubin
miktar1 fazla oldugundan iirobilinojen olusur. Bunun sonucunda idrarla atilan iirobilinojen

miktarinda da artma olur.

1-Idrarda Bilirubin Aranmasi (Rosin Deneyi)

Deneyin Yapilisi:
Bir deney tiipiiniin 2/3 {ine kadar idrar konur. Tiip hafifce egilerek tabaka yapacak sekilde 2
ml rosin reaktifi ilave edilir. Iki sivinin temas yiizeyinde yegsil rengin meydana gelip

gelmedigine bakilir.

Yesil renk yoksa idrarda bilirubin yok demektir. Yegil halkanin mevcudiyeti idrarda bilirubin
bulundugunu gosterir. Rengin siddetine ve halkanin kalinligina gore sonuglar 1+, 2+, 3+ veya

4+ olarak gosterilir.

Rengin siddeti 4+ oldugu zaman idrar 10, 20, 30 kere sulandirilarak pozitif tepkime veren
seyreltme orani tespit edilmelidir. Normal idrarlarda 1/20 seyreltmeden sonra renk meydana

gelmez.

Reaktif:
1-Rosin reaktifi: Alkolde %0,5 g lik iyot ¢ozeltisidir.
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2-Idrarda Urobilinojen Aranmasi (Erlich Deneyi)

Prensip:
Urobilinojenin asit ortamda p-dimetilaminobenzaldehitle verdigi renk tepkimesine dayanir.
Urobilinojen taze idrarda, en iyisi saat 14-16 arasinda toplanan idrarda, aranmasidir. Ciinkii

idrar bekletilirse iirobilinojen oksitlenerek iirobiline gevrilir.

Deneyin Yapilisi:
Bir deney tiipiine 10 mL taze idrar tizerine 1 mL Erlich reaktifi konur, karistirilir, 3-5 dak.

bekletilir. Bu siirenin sonunda kiraz kirmizisi bir rengin meydana gelip gelmedigine bakilir.

Normalde ancak beyaz zemin iizerine tiipiin agzindan bakmakla goriilebilen bir pembelik olur

veya renk degisimi olmaz. Buna iirobilinojen normaldir denir.

Urobilinojen artmissa kiraz kirmizisi bir renk meydana gelir. Renk siddetine gore 1+, 2+, 3+
veya 4+ seklinde gosterilir.

Rengin siddeti 4+ oldugu zaman idrar 10, 20, 30 kere sulandirilarak pozitif tepkime veren
seyreltme orani tespit edilmelidir. Normal idrarlarda 1/20 seyreltmeden sonra renk meydana

gelmez.

Reaktif:
1-Ehrlich reaktifi:80 ml saf suya 20 mL derisik HCI konur, karistirilir. Buna 2g p-

dimetilaminobenzaldehit ilave edilerek ¢oziiliir.

SORULAR
1-.Safra boyalarinin adlarini belirtiniz.
2-Normal bir idrarda safra boyas1 bulunurmu? Aciklayimniz.

3- Idrarda safra boyalarmin varligini nasil gosterirsiniz?
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10. SUTTE KAZEININ COKTURULMESI, BELIRTIMI VE SUTTE LAKTOZ
MIKTARININ TAYINi

Siit 6zellikle protein, kalsiyum, vitamin, mineral, enzim vb. gibi beslenmede ¢ok 6nemli olan

cesitli besinleri biinyesinde barindiran temel gida maddesidir. Canli tiirii ne olursa olsun siitiin

bilesenleri:

Su % 86,6-89,5 arasinda,
Kuru madde agirlig % 11-38 arasinda
Protein miktar1 % 2,5-15,0 arasinda
Yag miktari % 1,8-20 arasinda

Laktoz (siit sekeri) miktar1 % 1,3-7,0 arasinda

Kiil (kuru madde) miktar1 % 0,5-2,5 arasindaki miktarlarda degistigi sOylenebilir.

1-Siitte Kazeinin Coktiiriilmesi ve Belirtimi

Proteinler izoelektrik noktalarinda kolayca pihtilagsarak ¢okerler. Siit proteini olan kazeinin
coktiirlilmesi icin siite buzlu asetik asit ilave edilmek suretiyle ortamm pH’s1 kazeinin

izoelektrik noktas1 olan pH= 4,6 ya getirilir.

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiipline 2,5 mL siit, 0,1 mL buzlu asetik asit konularak c¢alkalanir. Tiipiin dibinde
kalan ¢okelege 1 mL saf su katilarak calkalanir ve ¢okelek siispansiyon haline getirilir. Bir
deney tiipiine bu siispansiyondan 0,2 mL konur ve {izerine 2 mL biiire rektifi ve 1mL %10’luk

NaOH reaktifi ilave edilir. Meydana gelen mor renk peptid baginin varligini gosterir.

R OH
2 H,N-CH-COOH + cu™ ~ (H,N-CH-COOH),Cu

R R
(Mor renkli kompleks)

Bitre tepkimesi
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2-Siitte Laktoz Tayini

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiiptine 2 mL ¢ig siit, 1 mL %10’luk sodyum tungustat, 1 mL 2/3 N H2SO4
konularak calkalanir. Cokme tam olmadigi taktirde tiipe birkag damla buzlu asetik asit
damlatilir. Birka¢ dakika bekletildikten sonra 16 mL saf su ilave edilerek hacim 20 mL’ye
tamamlanir, stiziiliir. Stiziintii bir biirete doldurulur.

Bir erlene 5 mL Benedict kantitatif reaktifi konur. Bir spatiil ucu kristal sodyum karbonat
katilir. Erlen 1sitilarak ¢oziilmesi saglanir. Cozelti kaynamaya baslayinca biiretteki siizlintii
damla damla erlene ilave edilir. Her damladan sonra erlendeki sivi calkalanir ve kaynatilir.
Kirmiz1 ¢okelek olusuncaya kadar titrasyona devam edilir. Kirmiz1 renk olustugu anda

titrasyon durdurulur ve harcanan siiziintii miktar1 biiretten okunarak kaydedilir.

A
O
m
Laktoz (D-Galaktopiranozil-1B-O-4’-D-Glukopiranoz)

Ornek Hesaplama:
5 mL Benedict kantitatif reaktifine esdeger laktoz miktar1 13,4 mg’dir.

Harcanan stiziintii miktar1 = 3 mL

3 mL siiziintiide 13,4 mg laktoz varsa
100 mL stiziintiide X mg laktoz
X=447 mg laktoz x Seyrelme faktorii =477 x 10 = 4770 mg laktoz

Analizde 2 mL ¢ig siit alinip 20 mL’ye tamamlandi. Bu yiizden 10 kat seyrelme var.
19 1000 mg ise
Xq 4770 mg laktoz

X =4,77 g laktoz / 100 mL siit
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Reaktifler:

1-% 1’lik buzlu asetik asit

2- Biiire reaktifi (% 0,5’lik CuSOa)

3-% 10’luk sodyum tungustat

4-0,3 M H2SOq4

5- Benedict reaktifi: Litrelik bir behere 173 g sodyum sitrat, 100 g susuz sodyum karbonat ve
600 mL kadar saf su konur ve karistirilir. Isitilarak ¢oziinmesi saglanir. Bagka bir beherde
17,3 g kristalize bakir siilfat (CuSO4.5H20) 100 mL saf suda ¢oziiliir ve daha 6nce hazirlanan

cozeltiye devamli karistirilarak yavas yavas ilave edilir.

SORULAR

1-. Siit proteini nedir? Nasil ¢oktiiriiliir?

2-Peptit bagi nedir? Gosteriniz. Bir proteindeki peptit baginin varligi nasil anlagilir?
Reaksiyonu ile birlikte gosteriniz.

3-Laktozun yapis1 nasildir? Siitte laktoz tayini nasil yapilir?

4-Siitte laktoz tayininde proteinler ¢oktiiriildiikten sonra elde edilen siiziintii bir biirete
doldurulmus ve bie erlendeki 5 mL Benedict reaktifi ile titre edilmistir. Siiziintiden 4 mL

harcandigina gore stitteki laktoz miktarin1 mg/100 mL olarak bulunuz.
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11. KANDA GLUKOZ TAYIiNi

Glukoz insan kaninda bulunan en Onemli monosakkarittir. Glukoz insan ve hayvan
dokularmin enerjisini saglar. Bu canlilarin kalori ihtiyaglarinin yarisindan fazlasi glukoz

tarafindan saglanmaktadir. Glukoz alt1 karbona sahip bir aldoheksozdur.

Glukoz meyve sularinda, nisastada, seker kamisinda, maltoz ve laktozda bulunur. Hidroliz ile
aciga cikar. Organizmanin kullandig1 ve kanda taginan en 6nemli sekerdir. Seker hastalarinin

idrarinda bulunur. Indirgeyici bir sekerdir.

Glukoz bagirsaklardan emilerek kana gectikten sonra viicudun enerji ihtiyaci dogrultusunda
glikoliz yoluyla piruvata kadar yikilir. Glukozun piruvata yikimi aerobik glikoliz ile
olmaktadir ki bu yolu mitokondriye sahip hiicreler kullanmaktadir. Eritrositler, kornea, lens
ve retina hiicreleri ¢ok az mitokonri igerirler bu nedenle glikolitik yol bu dokularin primer
enerji gereksinimlerini karsiladiklar1 yoldur. Bu dokularda anaerobik glikoliz olur ve son iiriin

laktik asittir.

Glukozun kandan hiicrelere kullanilmak iizere girisinden sorumlu tek hormon insiilindir.
Insiiline z1t olarak calisan bir diger hormon ise glukagon hormonudur. Dolayisiyla kandaki
glukoz konsantrasyonu bu iki hormon tarafindan oncelikli olarak etkilenmektedir. Kan
glukozu azaldiginda ve hiicrelerin enerji ihtiyaglari arttiginda glukagon hormonunu etkisi ile
glikojen depolar1 bosalmaya ve kan sekeri artmaya baglar. Kan sekeri arttiginda ise hiicreler
glikozun girisi insiilin hormonu aracilig1 ile olmaktadir. Kandaki glukoz seviyesi karaciger
tarafindan diizenlenir. Kan sekeri belirli sinirlar arasinda sabit tutulmaktadir. Kan sekerinin
normal seviyesine glisemi denmektedir. Hastalik hallerinde normal sinirlarin iistiine ¢ikabilir.

Yiikselmesine hiperglisemi, diismesine ise hipoglisemi adi verilir.

Hipergliseminin goriildiigii baslica haller seker hastaligi ve tiroid, hipofiz ve adrenal
glandlarin hiperaktivitesidir. Hipoglisemi ise, seker hastalig1 tedavisi esnasinda yiliksek dozda
insiilin verildigi zaman, insiilin salgilanmasima yol acan pankreas tiimerlerinde, adrenal

korteks, hipofiz ve tiroid yetmezliklerinde ve diger bazi hallerde meydana gelebilir.
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Metot
Kanda glukoz miktarinin o6lgiilmesi igin degisik prensiplere dayanan c¢esitli metotlar

kullanilmaktadir. Burada Folin-Wu metodu verilmistir.

Folin-Wu Metodu ile Kanda Seker Tayini

Prensip:

Glukoz tayini yapilacak olan kan, plazma, ya da serum 6rnegi iginden glukozun yani sira
indergeyici Ozelligi bulunan proteinler coktiirilerek uzaklagtirilir. Bu amagla sodyum
tungustat kullanilir. Daha sonra numune igine alkali bakir tartarat ¢ozeltisi konulur. Glukozun
indirgen 6zelligi sebebiyle Cu™, Cu* ‘e indirgenir ve bakir (I) oksit meydana gelir. Cu2O daha
sonra ilave edilen renksiz fosfomolibdik asidi indergeyerek mavi renkli fosfomolibd6z aside
cevirir. Meydana gelen rengin siddeti glukoz miktari ile orantilidir. Bu renk siddeti bir glukoz

standardi ile mukayese edilerek glukoz miktar1 bulunur.

Deneyin Yapilisi:

Kor, numune ve standart i¢in 3 tane deney tiipii alinarak asagidaki sekilde calisilir.

Proteinsiz kan stiziintiisiiniin elde edilmesi:

Reaktifler Kor Numune Standart
Distile su 8 mL 7 mL 7mL
Antikoagulanli kan - 1mL -
%100 mg’lik glukoz standard1 - - 1mL
0,3 M H2S04 1mL 1mL 1mL
%10’luk Sodyum tungustat 1mL 1mL 1mL

Tiipler ¢alkalanir, 5 dakika oda sicakliginda bekletilir ve sonra siiziiliir.
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Ug tane temiz deney tiipii alinarak asagidaki sekilde caligilir

Kor Numune Standart
Kor suziintiisu 1mL - -
Numune siiziintiisti - 1mL -
Standart siiziintiisii - - 1mL
Alkali bakir tartarat ¢ozeltisi 1mL 1mL 1mL
Tiipler karistirilir, 8 dak. kaynar
su banyosunda tutulur, banyodan
¢ikarilir, sogutulur.
Fosfomolibdik asit | 1mL | 1mL | 1mL

Karstirilip 5 dakika kaynar su banyosunda tutulur. Musluk suyu altinda sogutulduktan sonra
hacim distile su ile 12,5 mL ‘ye tamamlanir (9,5 mL distile su ilave edilerek) . 10 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 640 nm’de kore karst numune ve standart absorbanslari

okunur.

Hesabi:

% mg glukoz = Numunenin absorbansi

x Standardin konsantrasyonu
Standardin absorbansi

Normal Degerler:

Glukoz disinda kanda bulunan indirgen maddelerin de tepkimeye girmesi sebebiyle Folin-Wu
metodu ile bulunan normal sinirlar diger metotlara gore daha yiiksek olup %80-120 mg
arasindadir.

Reaktifler:

1-%10’luk sodyum tungustat:10 g sodyum tungustat (Na2WO4.2H20) 100 mL’lik bir balon
jojeye konur. Saf su ile ¢oziiliir ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

2-0,3 M 1L H2SOq4

3-Alkali bakir tartarat ¢ozeltisi: litrelik bir balon jojeye 40 g anhidrat sodyum karbonat konur,
yaklasik 400 mL saf su ile ¢oziiliir. Uzerine 7,5 g tartarik asit ve 4,5 g kristalize bakir siilfat
ilave edilir. Karigtirllarak c¢oziildiikten sonra saf su ile litreye tamamlanir. Bulaniklik
gortldiigii taktirde stiziiliir.

4-Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi: Litrelik bir erlene 200 mL saf su, 200 mL %10’luk NaOH, 25
g molibdik asit ve 5 g sodyum tungustat konur. Hi¢ amonyak kalmayincaya kadar 30-40

dakika kuvvetle kaynatilir, sogutulur. 500 mL’ilk balon jojeye aktarilir. Saf su ile hacim
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yaklagik 350 mL’ye getirilir ve ilizerine 125 mL ortofosforik asit(%85°lik) ilave edilir.
Sogutulduktan sonra saf su ile 500 mL’ye tamamlanur.

5-% 1’lik stok glukoz ¢ozeltisi: 100 mL’lik balon jojeye 250 mg benzoik asit konur, lizerine
50 mL saf su ilave edilerek ¢oziiliir. Etiivde kurutulmus 0,1 g saf glukoz konur ve ¢oziildiikten
sonra hacim 100 mL’ye tamamlanir. Buzdolabinda saklanir.

6-Glukoz calisma ¢ozeltisi: Stok glukoz standardindan 10 mL alinarak saf su ile 100 mL’ye
tamamlanir. Bu ¢ozelti kanda % 100 mg glukoza karsilik gelir.

7-Standart glukoz ¢6zeltisi: 100 mg/ 100 mL glukoz

SORULAR

1-Glukozun yapisi nasildir? Gosteriniz.

2-Glisemi, hiperglisemi ve hipoglisemi nedir? Agiklayimiz.
3-Kanda glukoz tayininin prensibini reaksiyonu ile birlikte yaziniz.

4-Kanda glukoz tayini yapilirken neden proteinsiz kan siizlinttisii kullanilir? A¢iklayiniz.
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12. KANDA TOPLAM LiPIT ve KOLESTEROL TAYINi

Lipidler eter, kloroform ve aseton gibi apolar organik ¢oziiciilerde ¢oziiniip, suda ¢éziinmeyen
maddelerdir. Serumda tayini edilen toplam lipid icerisinde baslica noétral yaglar (trigliserit),
serbest ve ester kolestrol, fosfolipidler ve serbest yag asitleri bulunur. Dolasimda
lipoproteinler seklinde bulunurlar. Lipoproteinler lipidler ile proteinlerin birlesmesinden
meydana gelirler (Silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu lipoproteinler, diisiik yogunluklu
proteinler, yiiksek yogunluklu lipoproteinler ). Serbest yag asitleri plazmada albumine
baglanarak tasinir.
Lipidlerin organizmada bir¢cok goérevi vardir. Bunlardan yapisal eleman olusu, enerji kaynagi
olusu, enerjinin uzun siireli depo sekli olusu, vitaminlerin bazilar1 i¢in ¢6ziicii olusu ve 6nemli
bazi bilesiklere (safra asitleri, hormonlar vs) kaynaklik edisleri en 6nemlileridir.
Lipid metabolizmasi bozuklukarinda toplam lipid miktarinin teshisteki 6nemi siirhidir. Klinik
teshiste baslica rolii olan lipid reaksiyonlar1 toplam kolestrol ve triglerisitlerdir.
Kanda toplam lipid miktarinin artmasma hiperlipidemi denir. Hiperlipidemiler fizyolojik,
esansiyel ve semptomatik olmak iizere 3 gruba ayrilir.
a) Fizyolojik hiperlidemiler: Yaglh yemeklerden sonra ve tamamen yagsiz besinli
diyetten sonra gegici olarak kanda lipid miktarinin yiikselmesidir.
b) Esansiyel (primer) hiperlipidemiler: Bir genetik bozuklukluktan dolayr meydana gelen
hiperlipidemilerdir.
c) Semptomatik  (sekonder) hiperlipidemiler:  Cesitli  hastaliklarda  goriilen

hiperlipidemilerdir.

Hiperlipidemiler, seker hastaligi, kronik pankreas hastaligi, hipotiroidizm, gut ve hipofiz
yetmezligi gibi hastaliklarda goriilmektedir.

1-Fosfovanilin Metodu ile Serumda Toplam Lipid Tayini

Prensip:

Serum derisik H2SO4 ile 1sitilir. Uzerine fosforik asit-vanilin reaktifi ilave edilir. Serum
lipidleri siilfofosfovanilin tepkimesi ile giil kirmizis1 bir kompleks olustururlar. Serumdaki
lipid miktar1 ile dogru orantili olan bu rengin siddeti spektrofotometrik olarak Slgiiliir. Ayni

sekilde bir standartla karsilagtirarak numunedeki toplam lipid miktari tayin edilir.
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Deneyin Yapihisi:

Kor, numune ve standart i¢in 3 tane deney tiipii alinarak asagidaki sekilde ¢aligilir.
Kor Numune Standart

Numune ¢ozeltisi - 0,2 mL -

Standart ¢ozeltisi - - 0,2 mL

Saf su 0,2 mL - -

Derisik H2SO4 2mL 2mL 2mL

Hazirlanan bu tiipler kaynar su banyosunda 10 dakika bekletilir. Musluk suyu altinda
sogutulur. Daha sonra standart, numune ve kor olarak isaretlenen tiiplerin her birine 4 mL
fosfovanilin renk reaktifinden konulur. 20 dakika sonra standart ve numunenin absorbanslari

520 nm de kore kars1 dlgiliir.

Hesabi:

~ Numunenin absorbansi
% mg Lipid = x Standardin konsantrasyonu

Standardin absorbansi

Normal degerleri: %600-1000 mg

Reaktifler:

1-Derisik H2SO4

2-Standart: Kloroformdaki % 600-1000 mg’lik kolesterol ¢ozeltisidir.

3-Renk reaktifi: 0,008 M (0,992 g/L) vanilin, 11,9 M H3POs de ¢oziilerek hazirlanir.

2- Kanda Toplam Kolesterol Miktar Tayini ( Zlatkis Deneyi )
Serum normal kolesterol diizeyi 110-200 mg dir. Kanda kolesterol diizenin ¢esitli nedenler ile
artmast sonucunda hiperkolesterolemi olusmaktadir. Kalitsal ailesel kolesterolemide

kolesterol ¢esitli dokularda birikmektedir. Buna “Ksantomatoz” ad1 verilmektedir.




Prensip:

kolesterol
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Glasiyel asetik asit ve derisik siilfiirik asit karisimi icerisindeki demir (III) kloriir ile kolesterol

ve kolesteril esterleri arasinda olusan renk reaksiyonuna dayanan kolorimetrik bir metottur.

Deneyin Yapilisi:

7 adet deney tiipli alinarak asagidaki tabloya gore ¢aligilir.

TUP — Kor Ornek St.1 St.2 St.3 St.4 St5
mL mL mL mL mL mL mL
Serum - 0,1 - - - - -
Saf Su 0,1 - 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Glasiyel asetik asit 3 3 - - - - -
Kolesterol 0,1 g/l - - 3 - - - -
Kolesterol 0,2 g/l - - - 3 - -
Kolesterol 0,5 g/l - - - - 3 - -
Kolesterol 0,8 g/l - - - - - 3 -
Kolesterol 1,0 g/l - - - - - - 3
Biitiin Tiipler Kanistirihp Oda Sicakhigina Gelmesi Saglanir
Demir (IIT) Klortir 2 2 2 2 2 2 2

Tipler iyice karistirilir. Baslangicta olusan acgik kahverengi 1 dakika iginde mor renge

doniigtir. Biitiin tiipler oda sicakliginda 1 saat bekletilir daha sonra standart tiipler ve 6rnek

tiiplin absorbanslar1 kor tiiptine kars1 560 nm dalga boyunda okunur.

Ornekteki toplam kolesterol miktari, standart ¢ozeltilere (g/L) kars1 optik yogunluk degerleri

grafige gecilerek elde edilen standart kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanir.
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Reaktifler:

1- Kolesterol ¢ozeltileri: Kolesteroliin asetik asitteki ¢ozeltileri

2- Demir kloriir Cozeltisi (FeClz.6H20): Stok Demir (III) kloriir ¢dzeltisi; 10 g Demir (III)
kloriir, 100 mL glasiyel asetik asit i¢inde ¢6ziiniir; 2 mL stok ¢dzelti alinarak 200 mL derisik
H>SOq ile seyreltilir.

SORULAR

1-Lipid nedir? Lipid ile yag arsindaki fark nedir? Aciklayiniz.
2-Hiperlipidemi nedir? Kag gruba ayrilir. Acgiklayiniz.
3-Kanda toplam lipid tayininin nasil yapildigini agiklayiniz.

4-Kanda toplam kolesterol tayini nasil yapilir?
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13. KANDA TOPLAM PROTEIN TAYINi

Saglikl1 erigkinlerde serum proteinleri 6-8 g/dL kadardir. Bunun %3,5-5,5 gramin1 albumin,
geri kalanini as, a2, B ve y globulinler teskil eder. Serum proteinlerinin ayr1 ayri toplaminin ne
kadarmni teskil ettigi de dnemlidir, mesela albumin toplam proteinlerin %50,6-58,6 si teskil
eder. Bazi hastaliklarda toplam protein miktarinda azalma oldugu gibi protein
fonksiyonlarinda da degismeler olabilir, bu karaciger hastaliklarinda toplam protein ve
albumin miktarinda diisme goriiliir.

Yetersiz beslenme, bobrek hastaliklari, karaciger hastaliklar1 (siroz, kanser) ve kalp
yetmezliginde Hipoproteinemi goriilmektedir.

Hiperproteinemide ise serum globulinlerinin artmasi goriiliir. Retikiiloendotelyal sistem

hastaliklarinda globulin miktar1 artar. Serum albuminin artmasi nadirdir.

Prensip:
Serumda toplam protein tayini, alkali ortamda protein molekiiliindeki peptid baglarinin Cu™*

iyonlariyla mor renkli kompleks teskil etmesine dayanir. Buna biiire tepkimesi denir.

Deneyin Yapilisi:

Ug tiip alinir kor, standart ve numune tiipleri olarak isaretlenir, tabloda goriildiigii gibi

hazirlanir:
Kor Standart Numune
Serum fizyolojik 2,0 mL 1,9 mL 1,9mL
Standart _ 0,1 mL _
Serum _ _ 0,1 mL
Biiire reaktifi 8,0 mL 8,0 mL 8,0 mL

Tiipler ¢alkalanarak 30 dakika sonra kore kars1 540 nm de absorbansi okunur.

Hesaplama:
Numunenin absorbansi

Toplam protein g/dl = x  Standardin konsantrasyonu

Standardin absorbansi



53

Reaktifler:

1-Fizyolojik serum: 8,5 g NaCl bir miktar suda ¢6ziiliir ve litreye tamamlanir.

2-Biiire reaktifi: 1 litrelik balon jojeye 1,5 g kristalize CuSO4 ve 6 g sodyum potasyum
tartarat konur. 500 mL distile suda ¢oziiliir. Uzerine 300 mL karbonatsiz % NaOH yavas
karistirilarak ilave edilir. Distile su ile 1000 mL ye tamamlanir.

3-Standart albumin ¢ozeltisi: 5 g albumini bir miktar suda ¢oziiliir ve 100 mL’ye tamamlanir

SORULAR

1-Serum proteinleri nelerdir?

2-Serumda toplam protein tayininin prensibini reaksiyonu ile birlikte agiklayiniz?
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14. KANDA KALSIiYUM TAYIiNi

Viicutta bulunan kalsiyum ¢ok biiyiik bir kism1 (yaklasik %99 kadar1) kemik ve dislerde, az
bir kismi ise viicut sivilarinda bulunmaktadir. Plazmada kalsiyum ii¢ fraksiyon halinde
bulunur:

1. lyonize kalsiyum (buna diffiizlenebilen kalsiyum da denir)

2. Proteine bagl kalsiyum

3. Muhtemelen sitrat kompleksi halinde bulunan kalsiyum
Bu son iki fraksiyona diffiizlenemeyen kalsiyum denir.
Bunlarin en 6nemlisi iyonize kalsiyumdur ve kandaki seviyesi hormonal kontrol altindadir.
Iyonize kalsiyum kan pihtilasmasinda, kalbin, kaslarin, silindirlerin fonksiyonlarinda ve hiicre
membrani gegirgenliginde biiyiik 6nem tasir.
Burada uygulanan kalsiyum tayini yonteminde bu ti¢ fraksiyon birlikte dl¢iilmektedir.
Kalsiyum kanda %9-11 mg (4,5-5,5 mEq/l) arasinda bulunur. Kalsiyum kandaki artigina
hiperkalsemi denir, bu hiperparatiroidizim ve D vitamininin asir1 alindigi hallerde meydana
gelir. Hipokalsemi ise hiperparatiroidizim, rasitizm ve agir bobrek harabiyeti gibi hallerde

goriiliir.

Prensip:

Burada kalsiyum tayini ig¢in titrimetrik bir yontem kullanilacaktir. Bunun i¢in serum
kalsiyumu 6nce amonyum okzalatla ¢éziinmeyen kalsiyum okzalat halinde ¢oktiiriiliir. Fazla
okzalatin uzaklastirilmasi i¢in ¢okelek amonyakla yikanir. Sonra siilfiirik asitle bu ¢okelek

¢oziliir ve kalsiyuma esdeger miktardaki okzalat ayarli KMnOs ile titre edilir.

Deneyin Yapilisi:

Kor ve numune i¢in iki santrifiij tlipti alinir. Tabloda goriildiigii gibi tlipler hazirlanir:

Kor Numune
Distile su 4,0 mL 2,0 mL
Serum _ 2,0 mL
%4°liik amonyum okzalat 1,0 mL 1,0 mL

Tiipler karistirilir ve 30 dakika 37 °C deki su banyosunda bekletilir. Su banyosundan alinan

tiipler sogutulur ve 5 dakika santrifiijlenir. Ustteki siv1 atilir. Dipteki ¢okelti iizerine;
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%2’lik Amonyak ¢ozeltisi 2,0mL 2,0mL

Karistirilir tekrar santrifiijlenir. Dipte kalan ¢okelti {izerine:

0,5 M H2S04 2,0mL 2,0 mL

60-70 °C ‘lik su banyosunda ¢okelek ¢oziiniinceye kadar bekletilir ve sicakken 0,001 M ayarl
KMnOs; ile 2 dakika kalabilen pembelik elde edilene kadar titre edilir.

Hesaplama

MnOs +8H'"+5e — Mn*2+4H,0
C:042 - 2CO2+2¢€

5C2042+2MnOs + 16 H" — 2 Mn*2+ 10 CO; + 8 H,0

Reaksiyonundan faydalanarak % kalsiyum hesaplanir 6rnegin:
Titrasyondaki doniim noktasinda harcanan KMnO4 miktart 5 mL’ise
5 %1073 x 4 x 10 mol/L = 2 x 10 mol KMnOx

2,0 ml serumda bulunan Ca*? ‘nin miktart:

. 1mol MnO, 5mol C,0,2 1molCa™ 4o g ca*? 10°mg v
2 x10™ mol KMnQ, x x x x x = 0,2mgCa

1 mol KMnO, 2 mol MnO, 1 mol C,0,% 1molCa™ 1g Ca*

100 ml serumda bulunan Ca*2 ’nin miktari:
0,2 mg Ca*?
x 100 ml Serum = % 10 mg Ca*?
2,0 ml Serum

Kandaki normal degerler: % 9-11 mg

Reaktifler:

1-%4 g’lik amonyum okzalat ¢ozeltisi

2-%2’lik amonyak ¢ozeltisi

3-0,5 M H2S0Og4 ¢ozeltisi: 27 mL derisik H2SO4 1 litreye tamamlanir

4-Ayarli 0,01 M KMnOg4 ¢ozeltisi: kullanmadan once 1 litrelik balon jojeye 100 mL 0,01 M

KMnOys ¢ozeltisini distile suyla 1 litreye tamamliyoruz.
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SORULAR

1-Kalsiyumun plazmadaki fraksiyonlarimi agiklayiniz, ve bu fraksiyonlarin en 6nemli olanini
belirtiniz?

2-Kanda kalsiyum tayininin prensibini reaksiyonu ile birlikte agiklayimiz?

3-4 mL kan ornegi alinarak kandaki kalsiyum, amonyum okzalat ile ¢oktiiriiliiyor olusan
¢okelek HoSO4’de ¢oziiliiyor ve 2x10° M KMnOy ile titre ediliyor titrasyon sonucunda 10
mL KMnOs harcanildigina gore kandaki kalsiyum derisimini mg/100 mL olarak
hesaplayiniz? ( Ca =40 g/mol )



57

15. KANDA URIK ASIT TAYINI

Memelilerde adenin, guanin, ksantin veya hipoksantin yapisindaki azotun ¢ogu, idrarda iirik
asid veya allantoin olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Hipoksantin ve ksantin, ksantin oksidaz enzimi ile son iiriin olan iirik aside oksitlenir. Urik

asid, en ¢ok karaciger ve intestinal mukozada olusmaktadir.

(@] (@] (@]
H
HN | N\> Ksantin oksidaz ~HN | Ksantin oksidaz
N e el G e ue A
N H Ho, ° N
H20+ 0, 2~2 H H,0 + O, 202
Hipoksantin Ksantin Urik asit

Zayi1f asit olan lirik asit (pK 5,8), idrar pH’sina bagimli olarak, gérece suda ¢oziinmeyen asit
(asit pH’da) veya suda daha fazla ¢ozlinen sodyum {irat tuzu halinde (nétrallige yakin pH’da)
atilir. Urat kristalleri, piirin katabolizmasmin metabolik bir bozuklugu olan gutta tam
koydurur.

Yiiksek primatlar disinda kalan memelilerde, iirikaz enzimi iirik asiti parcalar ve suda ¢ok
¢Oziinen son liriin olan allantoin olusturur.

Ote yandan, insanlarda iirikaz enzimi bulunmadigindan, piirin katabolizmasinin insandaki son
irlinii iirik asittir. Amfibiler, kuslar ve siirtingenlerde de iirikaz enzimi bulunmaz ve bu

hayvanlar, piirin katabolizmasinin son {iirlinii olarak {irik asit ve guanin atar.
O
H H
HN N Urikaz NH, © N\
PP e i e
NS
o~ N H o2 SN HTN
H H H

2H,0 + O, CO, + H,0,
Urik asit Allantoin

Normal insanlarda total {irik asitin net atimi, ortalama 400-600 mg/24 saat’tir.



Kanda iirik asit seviyesinin yiikseldigi durumlar:

=

. Uzun siiren aglik halleri

. Bobrek yetmezligi baslangici

. Alkol zehirlenmesi
. Anemi ve 16semi

. Ateroskleroz

8. Gebelik

Gut hastalig1

2
3
4. Fazla miktarda diiiretik alinmasi
5
6
7

Kanda iirik asit seviyesinin diistiigii durumlar:

1. Piirinsiz besinlerle beslenme

2. Gut tedavisinden sonra

Prensip:
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Urik asit hafif asidik ortamda fosfotungustik asidi indirgiyerek mavi bir renk meydana getirir.

Kolorimetrik olarak 6l¢iilen bu mavi rengin koyulugu tirik asit miktari ile dogru orantilidir.

Deneyin Yapilisi:

Bir deney tiipiine 1 mL serum, 7 mL distile su, 1 mL 0,3 M H2SO4 ve 1 mL %10 sodyum

tungustat konur, karistirilir 3 dakika bekletilir ve siiziiliir. Numune ve kor i¢in ii¢ deney tiipii

almnir.
Kor Standart Numune
Stiziintii - - 3,0 mL
Standart - 3,0mL -
Distile su 3,0mL - -
%14 Na,COs3 1,0 mL 1,0 mL 1,0mL
Fosfotungstik asit 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Tiipler karistirilir. 10 dakika oda sicakliginda bekletilir ve 660 nm dalga boyunda kore karst

okunur.
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Hesaplama:
Numunenin absorbansi

% mg Urik asit = x  Standardin konsantrasyonu
Standardin absorbansi

Reaktifler:

1-0,3 M H2SOq4

2-%10 sodyum tungstat
3-%14 sodyum karbonat
4-Fosfotungstik asit reaktifi: Yuvarlak bir balona 40 g molibdensiz sodyum tungstat (Na2;WO4
2H,0) konularak takriben 300 mL distile suda ¢oziiliir. 32 ml %85’lik fosforik asit ilave
edilir. Gerisogutucu altinda 2 saat yavasca kaynatilir, sogutulur, litrelik bir balon jojeye
aktarilir ve distile su ile litreye tamamlanir. Sonra i¢ine 32 g lityum siilfat (Li2SO4 H20)

konularak ¢oziiliir. Koyu renkli sisede buzdolabinda saklanir.

SORULAR:
1-Urik asit tayininin prensibini a¢iklayin?
2-Insanda ksantin ve hipoksantinin oksitlenmesi sonucunda idrarda hangi iiriin olusur ve bu

reaksiyonu katalize eden enzimi denklem yazarak aciklayiniz?
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16. KANDA URE TAYINi

Memelilerde protein metabolizmasinin son {iriinii olan iire, iki mol amonyaktan bir mol iire
yapimui karacigerde bes asamali bir dongii ile gergeklesmektedir. Sentezlenen iire kan yolu ile

bobreklere gelmekte ve idrarla atilmaktadir.

Karbamoilfosfat

sentazi .
Karbamoil

/ \ g fosfat Ore

2Mg-ATP 2Mg-ADP + Pi L-Ornitin

CO,+ NH,"

Ornitin Arginaz H,0

Pi transkarbamoilaz

L-Sitrullin L-Arginin
Argininosiksinik asit Arginiosuksinaz
L-Aspartat sentaz
Fumarat

Mg-ATP Argininosiiksinat

AMP + Mg-PPi

Normal insanlarda 7-18 mg/dl kadar olan kan iire azotunun (BUN), iire ile arasindaki baginti,

Ure = BUN x 2,14 seklindedir. Urenin molekiil kiitlesi 60, azotun atom kiitlesi 14 oldugundan

bir molekiil lire 2 azot atomu icerdigine gore 1 molekiil lirede bulunan azot miktari, % =

2,14°tiir

Saglikli insanlarda giinde idrarla atilan {ire miktar1 20-35 g arasinda degisir. Urenin kandaki
normal seviyesi ise %20-40 mg dur.

Kan iire diizeyinin 80 mg/dL degerinden fazla olmasi bobrek fonksiyonlarinin bozuldugunun
en Onemli belirtisidir. Bunun yami sira kan amonyak konsantrasyonunun yiikselmesi,
karaciger fonksiyon bozukluguna bagli olarak {ire dongiisliniin 1yl c¢aligmadigini
gostermektedir. Siroz ve akut hepatitte lire sentezi yavaslamaktadir kan amonyak diizeyinin

Olclimii karaciger fonksiyonunun belirlenmesinde son derece yararli olmaktadir.
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Kandaki iire seviyesinin yiikseldigi durumlar:

. Cesitli bobrek hastaliklar

[

2. Protein yikim hizindaki artigi
3. Dolasim bozukluklari
4

. Idrar yollar1 tikanmalari

Kandaki tire seviyesinin diisiik oldugu durumlar:
1. Karaciger harabiyeti
2. Diistik proteinli diyet

3. 1lag zehirlenmeleri

Ureaz Metodu
Prensip:
Ure, iireaz enziminin kataliziyle NHs ve COz’e ayrilir. Aciga cikan amonyak Nessler

tepkimesi ile tayin edilir.

NH, )
Ureaz
N 2NH; + CO,

/c=o + H0 -

NH,

Nessler Tepkimesi:
Igerisinde Hgl, ve KI bulunan Nessler reaktifi amonyum iyonlari ile alkali ¢dzeltide portakal

saris1 koloidal bir bilesik teskil eder. Spektrofotometrik olarak olgiilebilen bu rengin siddeti

iire miktariyla dogru orantilidir.

2Hgl> + 4KI + NHs" + NaOH — NH2Hgzl3 + H3O" + 4K1 + Nal
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Deneyin Yapilisi:

Kor Standart Numune
Saf su 3,0mL 2,8 mL 2,8 mL
Standart - 0,2 mL -
Serum - - 0,2 mL
Ureaz siispansiyonu 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL

56 °C de su banyosunda 15 dakika tutulur

0,3 M H2S04 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

%10 sodyum tungstat 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL

Biitiin tiipler karistirilir ve siiziiliir

Stiziinti 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Saf su 40mL 4,0 mL 4,0 mmL
Nessler reaktifi 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Standart ve numune tiipiiniin 490 nm’de kore karsi 6l¢iiliir.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

. Numunenin absorbansi
Ure mg/dl = x Standartin konsantrasyonu

Standartin absorbans

Formiiliiyle hesaplanir, normal degerlerle karsilastirilir.
Serum iire normal degeri: 15-39 mg/dL

Serum iire azotu (BUN) normal degeri: 7-18 mg/dL

Reaktifler:
1-Standart: %50 mg’lik iire ¢ozeltisi
2-Ureaz ¢dzeltisi: 67 mL gliserin, 33 ml distile su ile karistirilir, iizerine 2 g iireaz ilave edilir.

Buzdolabinda saklanir.
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3-%10 sodyum tungstat

4-0,3 M H2SO04: %98’lik H2SO4 den 18,01 mL alinarak distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Nessler reaktifi: 10 g KI, 10 mL distile suda ¢oziiliir. Az miktarda kalic1 bir ¢okelek olusana
kadar doymus HgCl, (60 g/L)’den azar azar eklenir. Sonra 80 mL 9M KOH ilave edilir ve
distile suyla 200 mL’ye tamamlanir. Bir gece bekletilip olusan ¢okelek ayrilip siizerek

stizintl alinir.

SORULAR
1-Kanda iire tayininin prensibini denklem yazarak aciklayiniz?
2-Kanda fire seviyesinin yiikseldigi hastaliklar nelerdir?

3-Ure hangi metabolizmanin son iiriiniidiir ve nerede olusur?
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17. KARACIGER FONKSIiYON TESTLERI I

Cok cesitli sayida fonksiyonlart olan karaciger, intermidyer metabolizmasinin merkez
laboratuar1 durumundadir. Karaciger hastaliklar1 ile ilgili fonksiyon testleri baslica iki
maksatla yapilir:

1. Akut ve kronik hastaliklarin ayirici teshisi

2. Karaciger hastaliklarinin agirlik derecesinin tespiti
Karaciger hastaliklarinin teshisi i¢in karacigerin farkli fonksiyonlarina dayanan testlerden bir

kacinin bir arada yapilmas1 gerekir.

Flokiilasyon Testleri

Prensip:

Karaciger hastaliklarinin ekserisinde karacigerde sentez edilen serum albumin ve fibrinojen
miktarlar1 azalir. Bundan dolayr serum globulin miktarinda albumine nazaran bir artma
goriiliir. Globulinlerin bazi reaktiflerle ¢oktliriilmesi sonucu meydana gelen bulaniklik
Olciilerek karacigerdeki bozuklugun derecesi tespit edilir.

Flokiilasyon testlerinin en 6nemlileri Timol bulaniklik testi, ¢inko siilfat testi ve kadmiyum
stilfat testidir. Bu testlerden ¢inko siilfat ve kadmiyum siilfat testlerinin yapilisi asagida

gosterilmistir.

1-Kadmiyum Siilfat Testi
Prensip:
Serumdaki alfa ve gama globiilinler kadmiyum siilfath ortamda bulaniklik ve ¢cokelti meydana

getirirler.

Deneyin yapilisi:

Iki deney tiipii alinir. Tiiplerden birine 0,4 mL serum konur. Uzerine 0,2 mL kadmiyum siilfat
ilave edilerek karistirilir.

Diger deney tiipiine 0.4 mL serum ve 0.2 mL fizyolojik serum konarak karistirilir.

Bes dakika igerisinde ikinci tiipe gore birinci tiipte bir bulaniklik meydana gelip gelmedigi
arastirihir. Tipte ileri derecede bir bulaniklik meydana geldigi durumlarda karar vermek
kolaydir. Hafif bir bulaniklik olup olmadigimi anlamak i¢in her iki tiip g6z hizasina
kaldirilarak pencere tarafina bakilir. Tiplerin i¢inden goriilen pencere ¢ergevelerinin netlik

dereceleri mukayese edilir. Kadmiyumlu tiipten goriilen ¢erceve digerlerine nazaran daha net
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ise test (+) degerlendirilir. Pencere ¢ergevesinin goriilmeyecegi kadar bulaniklik varsa (++);
test baslangicinda ii¢lincii damladan itibaren bulaniklik goriiliirse (+++); birinci veya ikinci
damladan sonra bulaniklik baslarsa (++++) olarak degerlendirilir.

Normalde test (-) negatiftir.

Kronik karaciger hastaliklar1 ile serum globiilin fraksiyonlarinin yiikselmesine yol agan diger

hastaliklarda test pozitiftir.

Reaktifler:
1-Kadmiyum siilfat ¢ozeltisi (%4°lik): 4 g CdSO4 8H20 bir miktar distile su ile 100 mL ye
tamamlanir.

2-%0,9’1uk NaCl ¢ozeltisi

SORULAR
1-Flokiilasyon testleri nelerdir ve hangi prensibe dayali ¢alisir?

2-Karaciger fonksiyon testleri hangi maksatla yapilir agiklayiniz?
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18.KARACIGER FONKSiYON TESTLERI II

Karaciger, birinci iglevinin karaciger dis1 dokulara hizmet etmesi nedeniyle, glukoz ve amino

asitler dahil kandaki bir¢ok yapitasinin miktarlarinin diizenlenmesinde dogrudan rol oynar.

Karaciger icin spesifik olan 6nemli enzimlerden:
Glutamik-piriivik transaminaz (GPT)
Glutamik-oksaloasetik transaminaz (GOT)
y-glutamil transpeptidaz

Alkalin fosfataz

Bu enzimlerin bulundugu hiicrelerin harabiyeti veya hiicrelerin membran gegirgenliginin
artmasi1 sonucunda hiicre i¢inde bulunan enzimler hiicre digina ¢ikarak kana gecerler. Bundan
dolay1 bu enzimlerin kandaki aktiviteleri ylikselir. Bu enzimlerin serumdaki aktivitelerinin
Ol¢iimii, klinikte ayirici tani agisindan 6nem tagimaktadir.

Transaminazlar, amino grubunun bir alfa amino asitten bir alfa keto aside aktarilmasini

katalize eden enzimlerdir.

(l;oo' C|SOO' (,: 00"
+H3N—c|:—H (,?=0 *HaN-C—H
|
CH3 HZCI: HZCI:
COO”
. H
L-Alanin 2(|:
COO L-Aspartat
Alaninamin o-Ketoglutarat Aspartatamino
transferaz transferaz
GO0 ¢O00 oo
f|3=0 +H3N-,C—H G=0
CHs HZ(I'; 2H(‘;
COO
Pirlivat H2C|:
Coo Oksaloasetat

L-Glutamat
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Transaminazlar karaciger ve kas dokusu basta olmak iizere biitiin dokularda yaygindir.
Hiicrenin sitozol ve mitokondri fraksiyonlarinda bulunur. Transaminazlardan GPT ve GOT
karaciger, kas, beyin, bobrek ve testis dokusunda bulunmaktadir.
Transaminasyon tepkimeleri geri doniistimlii olduklar1 igin hem biyosentez, hemde
katabolizmada kullanilabilmektedir. Endojen amino asitlerin sentezi i¢in 6nemli bir metabolik
yoldur.
Transaminazlarin kanda artig1 durumlar:

1. Akut miyokard enfarktiis

2. Hepatoselliiler hastaliklar

3. Aktif siroz, karaciger timori

4

. Infeksiyaz ya da toksik hepatit

Prensip:

Glutamik piriivik transaminaz (GPT) enziminin kataliziyle gerceklesen transaminasyon
tepkimesinde alanin ve alfa-ketoglutarik asitten piriivik asit ve glutamik asit meydana gelir.
Pirtivik asit 2,4-dinitrofenilhidrazin ile renkli hidrazon bilesigi olusturur. Bazik ortamda

kahverengi olan bu bilesigin renk siddeti GPT aktivitesiyle dogru orantilidir.

COOH COOH
= |
COOH T° QOOH  H,N-C—H
-C— >, C=—0O
HoN (IZ H + Hzﬁl | HZCI:
H3C CI:HZ CH3 HZCI:
L-Alanin COOH Pirtivik asit COOH
o-Ketoglutarik asit L-Glutamik asit
OOH
HN—NH, C=N—NH
COOH NO, l _ _NO,
CH
(|;=o + - + H0
CH,
O,N O2N
Pirlivik asit

2,4-Dinitrofenilhidrazin Fenilhidrazon



Deneyin Yapilisi:
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Kor Numune
Substrat 1,0 mL 1,0 mL
37 °C deki su banyosunda 3 dakika bekletilir
Saf su 0,2 mL -
Serum - 0,2 mL
37 °C deki su banyosunda 30 dakika bekletilir
2,4-Dinitrofenilhidrazin 1,0 mL 1,0 mL
Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir
0,4 M NaOH 10 mL 10 mL

Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir, 510 nm de kore karst 6l¢iiliir

Normal degerler: 5-35 iinitedir.

Numunenin absorbansini okuduktan sonra numunedeki enzim aktivitesini hesaplamak i¢in

standart egri ¢izilmelidir.

Standart Egrinin Cizilmesi:

Kor Standart 1 Standart 2 Standart 3
Saf su 0,5mL 0,4 mL 0,3mL 0,2 mL
Sodyum piriivat - 0,1 mL 0,2 mL 0,3mL
2,4-Dinitrofenilhidrazin | 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Oda sicakliginda 20 dakika bekletilir
0,4 M NaOH 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Unite - 28 57 97
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Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir, 510 nm de kore kars1 ol¢iiliir.

0,35
0,3 1
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0 T T

0 50 100 150

Reitman-Frankel Unitesi

Absorbans

Reaktifler:

1-Fosfat tamponu: 13,97 g KoHPO4 ve 2,69 g KH2PO4 bir miktar distile suda ¢oziilerek distile
su ile litreye tamamlanmir. (pH = 7,4) 4 °C de saklanur.

2-Substrat: 29,2 mg alfa-keto glutarik asit ve 1,78 g B-Alanin 1 M NaOH de ¢oziiliir, pH=7,4
e ayarlanir. Fosfat tamponu ile 100 mL fosfat tamponunda ¢6ziiliir. Dondurularak saklanir.
3-Sodyum piriivat: 22 mg sodyum piriivat 100 mL fosfat tamponunda ¢oziiliir. Buzdolabinda
saklanir.

4-2,4-Dinitrofenilhidrazin: 19,8 mg 2,4-dinitrofenilhidrazin 10 mL derisik HCI de ¢oziiliir,
distile su ile 100 mL ye tamamlanir. Oda sicakliginda koyu renkli sisede saklanir.

5-0,4 M NaOH

SORULAR
1-Karaciger harabiyetini gosteren enzimler hangileridir?
2-Transaminaz enzimlerinin gorevleri nedir?

3-Kanda GPT enziminin aktivitesi nasil belirlenir? Denklem yazarak agiklayiniz.
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19-iDRARDA KREATININ TAYINi ve KREATININ KLERENS

Kreatin, bobrek ve karacigerde iki enzimatik reaksiyon sonucu olusur. Daha sonra kan
yoluyla beyin, kas gibi organlara tasimir ve fosforile edilerek yiiksek enerjili bilesik olan
fosfokreatine doniistiiriiliir. Kas kasilmasi yoluyla biiyiik enerji isteyen hallerde mevcut ATP
yeterli gelmez. O zaman kasta bulunan fosfokreatin kasin enerji deposu gibi gorev goriir.
Fosfokreatin kendiliginden fosfat ve su kaybederek kreatinine doniisiir. Bobreklerden

kreatinin seklinde atilir.

OH
NH——IL—OH Kreatin kinaz NH;
HN:C/ ) + ADP = =~ ATP + HN=C
N—CH,-COOH II\I—CHZ—COOH
CH HiC
Fosfokreatin Kreatin

OH
NH——I!’—OH HN\C//
/ I Enzimatik olmayan / |
HN=C @) » HN—C + H,O * H;PO,

\N/CHZ

N—CH,—-COOH |

l CHs,

CHs
Kreatinin

Fosfokreatin

Giinliik olarak kas kreatininin %1-2" si kreatinin’e ¢evrilir. Uretilen kreatinin, kas kitlesi ile
orantilidir ve serumdaki seviyeleri erkeklerde kadinlardakinden daha yiiksektir. Kanda
ortalama %1-2 mg kreatinin vardir. Diyetsel degisiklikler glinliik olarak kreatinin atiliminda
cok az degisiklige sebep olur.

Kreatininin kanda yiikselmesi c¢esitli bobrek hastaliklarinda ve idrar yollar1 tikanmasinda

gortiliir.
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Idrarda Kreatinin Miktar Tayini

Prensip:

Kreatinin bazik ortamda pikrik asit ile turuncu renkli bir kompleks olusturur(Jaffe
reaksiyonu). Bu kompleksin renk siddetinin 520 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesi

esasina dayanir.

Deneyin yapilist:
I mL idrar alinir ve saf su ile balon jojede 100 mL’ye tamamlanir.

Reaktifler Kor Standart Numune
1/100 seyreltilmis idrar - 4 mL(1mg/100mL) 4mL
Bazik pikrat ¢ozeltisi 2mL 2mL 2mL
Saf su 4mL - -

Hazirlanan tiipler karistirilir ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilir. Daha sonra 520nm dalga
boyunda kore karst numune ve standardin absorbansi okunur.

Sonucun hesaplanmasi:

Numunenin absorbansi
% mg Urik asit = x  Standardin konsantrasyonu

Standardin absorbansi

Kreatinin Klerens

Kreatinin klerens 1 dakikada kreatininden temizlenen plazma miktaridir. Bu miktar yaklagik
olarak glomertl filtratina esittir.

Deney icin hasta sabahleyin a¢ gelir, idrar1 alinir. Bu idrar atilir. Hastaya 1 bardak su igirilir.
Hastadan kan alinarak serumdaki kreatinin miktari dl¢iiliir. Ilk idrardan tam 1 saat sonra idrar
almir, hacim Olgiliir, iki idrar numunesi birlestirilir, toplam hacimden faydalanilarak 1
dakikadaki idrar hacmi hesaplanir. Idrardaki kreatinin &lgiiliir.

Kreatinin klerens = UxV

B
U= Idrardaki % mg kreatinin
V=1 dakikadaki mL idrar hacmi
B= Serumdaki % mg kreatinin
Normal degerler= 100-180 mL/dak’dur.

Kreatinin klerens bobrek hastaliklarinda azalir.
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Reaktifler:

1-Doygun pikrik asit ¢ozeltisi: 1,4 g pikrik asit 95 mL sicak saf suda ¢oziiliir, sogutulur. 100
mL’lik balon jojeye aktarilir, 100 ml’ye saf su ile tamamlanir. Koyu renkli sisede saklanir.

2- %10 NaOH

3- Bazik pikrat ¢ozeltisi: 5 hacim doymus pikrik asit+ 1 hacim %10 NaOH karistirilir. Bu
¢oOzelti kullanilmada hemen Once taze olarak hazirlanmalidir.

4- Stok kreatinin ¢0zeltisi(0,01g/100 mL): 0,01 g kreatinin alinir ve 0,1 M HCI iginde
¢oziildiikten sonra saf su ile 10 mL’ye tamamlanir.

5-Kreatinin ¢alisma ¢ozeltisi(1 mg/100 mL): Stok kreatinin ¢ozeltisinden ImL alinir ve saf su

ile 100 mL’ye tamamlanur.

SORULAR
1-Metabolizmada kreatinin nasil olusur? Denklemler ile gdsteriniz.
2-Idrarda kreatinin tayininin prensibini aciklayiniz.

3- Kreatinin klerens nedir, agiklayimiz.
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20-SUBSTRAT DERISIMINDEKI DEGISIKLIKLERIN ENZIMATIK TEPKIME
HIZINA ETKIiSi

Enzimler, protein yapisinda olan biyokimyasal katalizorlerdir. Reaksiyon sonucunda
degisiklige ugramazlar, sadece reaksiyonun hizini artirirlar. Enzimlerin bir kisminin aktiflik
gosterebilmesi i¢in ilave faktorlere ihtiyaci vardir. Bu tlir enzimlerin protein kisimlar
inaktiftir. Enzimin bu haline apoenzim denir. Enzimin inaktif kismina ilave faktoriin
baglanmasiyla elde edilen enzime ise holoenzim denir.

Bir enzim katalizli tepkime denklemi:
E+S < ES — E+U seklinde gosterilebilir.
Enzimatik reaksiyon hiz1 substrat derisimine, enzim derisimine, 1siya ve pH’ya radyasyona vs.
baglidir. Enzimatik reaksiyonlarda reaksiyon hizi ile substrat derisimi arasindaki iligki

Michealis-Menten esitligi ile verilir.

V= Vmax . ISl
Km+[S]

Bu denklemden faydalanilarak substrat derisimine karst hiz grafigi ¢izilebilir. Elde edilen

hiberbolik egriye Michealis-Menten egrisi denir.

O.D.

5] —
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Diger biitiin sartlar sabit tutulup sadece substrat derisimi artirildigi zaman enzim katalizli
reaksiyon hizinda bir artma olur. Bu artis belli bir noktaya kadar lineerdir. Bundan sonra hiz
maksimuma ulasir ve sabit kalir. Bu noktada artik enzim molekiilleri substratla doymustur.
Maksimum hizin yarisina (1/2 Vmax ) karsilik gelen substrat derisimine Michealis-Menten
sabiti (Km) denilir. Ky her enzim i¢in 6zel bir parametredir. Enzimin substrata olan ilgisinin
bir dlgiistidiir. Km sabiti kiigiik olan enzimin substratina kars1 ilgisi biiyiiktir.

Herhangi bir ortamdaki enzim miktar: (aktivite ) “ tinite *” cinsinden verilir. Bir dakikada 1

1 umol substrat1 liriine doniistiiren veya 1pumol iiriin olusturan enzim miktarma 1 internasyonel

enzim tinitesi (IU )denir.

Serum, idrar, beyin omirilik s1vist gibi gesitli viicut sivilarinda dlgtilen ¢esitli enzim
aktiviteleri sayesinde giiniimiizde bir¢ok hastaliga tan1 koyulabilmekte ve hastaliklarin gidisi

izlenebilmektedir. Bu bakimdan enzim analizleri ¢ok 6nemlidir.

Fosfatazlar, alkalen(ALP) ve asit fosfatazlar(ACP) olmak tizere iki degisik grupta toplanan,
sentezledikleri yerlerden kana gecerek fosfat esterlerini yikan bir grup hidroliz enzimleridir.
Alkalen ve asit fosfataz olarak ayrilmalarinin nedeni etki gosterdikleri pH’ nin farkli
olusundandir. Alkalen fosfataz pH 9 ve lizeri, asit fosfataz pH 5 ve altindaki pH’larda

optimum aktivite gosterir.

O
I Fosfotaz + H,O
HO—P—OR > HO—P—OH + R-OH
| I
OH OH

Alkali fosfataz ince barsakta (barsak epiteli), kemikte, karacigerde, bobrek ve plesentada ¢ok
bulunur. Asit fosfataz az miktarda kemik, bobrek, karaciger ve pankreasta fazla miktarda

prostat dokusunda bulunur.



75

prensip:

Enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢in substrat olarak fenil fosfat, p-nitrofenil fosfat, 3-glisero foafat,
B-naftil fosfat gibi ¢esitli fosfat esterleri kullanilabilir. Bu yontemde substrat olarak -glisero
fosfafat kullanildi. Reaksiyon sonucu ag¢iga ¢ikan inorganik fosfat anyonu siilfomolibdik asit

ile renklendirilerek, absorbans okunur.

Deneyin yapilisi:
Tipl | Korl |Tip2 |Kor2 |Tiip3 |Kor3 |Tiip4 | Kor4
Derisim(mM) 0,3 1 3 5
Substrat(mL) 0,3 0,3 1 1 3 3 5 5
Saf su(mL) 4,7 5,7 4 5 2 3 - 1
Serum(mL.) 1 - 1 - 1 - 1 -
Tiipler karistirildiktan sonra 37°C’de 30 dakika bekletilir
% 10’luk 4 4 4 4 4 4 4 4
TCA(mML)
Stiziiliir
Siiziintii(mL) 3 3 3 3 3 3 3 3
Saf su(mL) 3 3 3 3 3 3 3 3
Askorbik 2 2 2 2 2 2 2 2
asit(mL)
Siilfomolibdik 2 2 2 2 2 2 2 2
asit(mL)

Tiipler karigtirilir ve oda sicakliginda 15 dakika bekletilir ve kore karsi absorbans okunur.
Substrat derisimi arttik¢ca absorbansda artar. Fosfataz aktivitesi de renkli maddenin absorbansi

ile dogru orantilidir.

Egrinin cizilmesi: Substrat derisimine kars1 hizin degisimi grafikte incelenecektir. Apsis(x)
eksenine substrat derisimleri, ordinat(y) eksenine hizla dogru orantili olan absorbans degerleri

konularak grafik ¢izilir.
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Reaktifler:

1- Substrat ¢ozeltisi: 1,890 g sodyum B-glisero fosfat ve sodyum barbital saf suda ¢oziiliir ve
1 litreye tamamlanur.

2- %10’1luk Triklorasetik asit(TCA)

3-Siilfomolibdik asit: a) 500mL 10 M H2SO4 b)500mL %7 sodyum molibdat hazirlandiktan
sonra a ile b karistirilir.

4- % 1 Askorbik asit

SORULAR

1- Enzim, apoenzim, holoenzim, kofaktdr, koenzim, substrat, Km degeri nedir? Aciklayimiz.

2- Enzimatik reaksiyon hizina etki eden faktorler nelerdir? Agiklayiniz

3- Substrat derisimindeki degisikliklerin enzimatik reaksiyon hizina etkisini grafik ¢izerek
aciklaymiz.

4- Fosfataz enzimleri hakkinda ne biliyorsunuz, kisaca agiklaymiz.

5- Fosfataz enzinleri hangi reaksiyonu katalizler?
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21. KAN GRUBU TAYINi

Kan grubu belirlenmesinde c¢alismanin yapildigi ortam 6nemlidir. Enfeksiyonlardan
korunmak i¢in asagidaki kurallara dikkat etmek gerekir.

Once parmak eter-alkol ¢dzeltisi ile silindir.

Her kisi icin bir defaya mahsus olarak delici parmaga batirilir. Akan kan bir kapiler igine

aliir. Parmaga pamuk bastirilir.

Kullanilan arag ve geregler:
X Test serumu

Eter-alkol

Lam

Kapiler

Damlalik

X ¥ ¥ % ¥

Pamuk

Deneyin Yapilisi:

Test serum maddelerimiz Anti-A, Anti-B, Anti-AB(Rw faktorii) diir. Once lam iizerine birer
damla belirteglerden damlatilir. Uzerine kapilere alinmis kandan birer damla damlatilir ve
karistirilir. Eger Anti-A nin bulundugu kisimda bir ¢okme oluyorsa A grubudur denir. Cokme
Anti-B de oluyorsa B grubudur ve her ikisinde de oluyorsa AB grubudur denir. Anti-A ve
Anti-B de ¢6kme olmuyorsa 0 grubu olur. Anti-AB nin damlatildigi yerde ¢okme varsa

pozitif, yoksa negatif dir denir.



