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OZET

Klinik laboratuvarlarin en sik preanalitik hata kaynagi olan hemoliz, biyokimyasal test
sonuclarina etkisi cok degisken olabilen bir interferanstir. Bu ¢alismanin amaci, hemolizdeki
degiskenligin bir sebebi olarak diisiiniilen, hemolize ugrayan hiicre tipi ve sayisinin etkisini
deneysel bir modelle ortaya koymaktir.

Goniilli 10 bireyden elde edilen 1’er iinite tam kandan 4’lii kan torba sistemiyle 6nce
RBC ve PLT siispansiyonlari; ardindan, ana torbada kalan kandan dansite gradient
santrifiigasyonu yontemi ile WBC siispansiyonlar1 elde edildi. Hiicre siispansiyonlar1 serum
fizyolojik ile yikandi, yedi ayr1 konsantrasyonda seri olarak diliie edildi ve dondurup ¢dzme
yontemi ile hiicrelerin tam hemolizi saglandi. Goniillii 3 bireyin serumlarindan havuzlanarak
elde edilen serum orneklerine; bazal 6lciim icin serum fizyolojik ve deney gruplari icin
hazirlanan hiicre hemolizatlari, 1:20 oraninda eklendi. Tiim 6rneklerde, 12 adet biyokimya
test parametresi (LDH, potasyum, AST, demir, CK, magnezyum, total protein, total
kolesterol, inorganik fosfor, glukoz, kalsiyum ve BUN) ve serum indeksleri Beckman
Coulter AUS5800 otoanalizoriinde 6lgiildii. Lizis belirteci olarak RBC i¢in fHb
spektrofotometrik olarak; WBC icin MPO ve PLT icin B-TGB ELISA yOntemleriyle manuel
olarak Olgiildii. Her hiicre tipi ve konsantrasyon seviyesi icin; biyokimyasal test
parametrelerinin diizeyi, “Wilcoxon Isaretli Siralar Testi” kullanilarak serum fizyolojik iceren
bazal konsantrasyon seviyesi ile karsilastirildi. Ayrica, biyokimyasal test parametrelerinin
bazal konsantrasyon seviyesine gore yiizde degisimi hesaplandi. Her parametre igin,
istatistiksel olarak anlamli farkliliga yol agan hiicre sayis1 analitik esik ve klinik agidan
anlamli biasa yol acan hiicre sayis1 klinik esik olarak tanimlandi.

Olgiilen biyokimyasal parametrelerin klinik a¢idan anlamli esik degeri astigt RBC
sayilar1 (adet/uL); LDH i¢in 50000, AST i¢in 100000, potasyum i¢in 200000, magnezyum ve
inorganik fosfor i¢in 400000, total protein i¢in 800000, CK ve total kolesterol icin 1620000
olarak belirlendi. PLT acisindan bakildiginda ise bu sayilarin (adet/uL); LDH ve total protein
icin 90000 oldugu saptandi. Ayrica LDH testi i¢in 12000 adet/uL. PLT ve potasyum igin
90000 adet/pL PLT igeren seviyelerde analitik olarak anlamli esigin asildig: tespit edildi.
WBC siispansiyonlar1 yeterince saf elde edilemediginden net etkisi degerlendirilemedi.
Belirtecler degerlendirildiginde; RBC sayisi ile fHb arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmasina (r=0.999, p=0,001) ragmen, WBC sayis1 ile MPO ve PLT sayist ile B-TGB
arasinda anlamli bir iliski saptanmadi (sirastyla p=0,436; p=0,277).



Bu calisma bulgulari, hemolize ugrayan degisik hiicre tipi ve sayismnin hemolize
katkisinin farkli oldugunu ve dolayisiyla, hemolizde biyokimyasal test sonuglarindaki
degiskenligin bir sebebi olabilecegini ortaya koymaktadir. Ileriye yonelik hemoliz
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglayan bu tiir arastirmalar, klinik laboratuvarlarda

stk goriilen bu interferansin ¢éziimiinde 6nemli ipuglar1 saglayacaktir.

Anahtar kelimeler : Hemoliz, analitik interferans, laboratuvar testleri, fHb, MPO, B-TGB



SUMMARY

Hemolysis, the most frequent preanalytical error in clinical laboratories, is an
interference which has very variable effects on biochemical test results. The aim of this study
is to examine the effects of the hemolysed cell type and number as a reason for this variability
using an experimental design.

One unit of blood was obtained from 10 volunteers and RBC and PLT suspensions
were prepared using quadruple blood bag system, WBC suspensions were prepared from the
blood left in the primary bag from each subject. Cell suspensions were washed with serum
physiological followed by serial dilutions to obtain seven different concentrations and then
the hemolysis of cells was achieved by freeze-thaw cycle. Serum physiological and cell
hemolysates were added (1:20) to the serum pool prepared from the serum samples of 3
volunteers to obtain the basal and seven different concentrations respectively. The 12
biochemical test parameters (LDH, potassium, AST, iron, CK, magnesium, total protein, total
cholesterol, inorganic phosphorus, glucose, calcium ve BUN) and serum indices were
measured by Beckman Coulter AU5S800 autoanalyser. As cell lysis markers, free hemoglobin
for RBC was measured by spectrophotometrically; MPO for WBC and B-TGB for PLT were
measured by ELISA methods manually. The levels of biochemical test parameters were
compared to basal sample using “Wilcoxon Signed Rank Test”. Additionally, the relative
change of each parameter according to the basal sample was calculated. The cell number
which caused statistically significant difference was defined as the analytical threshold and
the cell number which caused clinically significant bias was defined as the clinical threshold
for each parameter.

The RBC concentrations (number/pL) defined as the clinical threshold were 50000 for
LDH, 100000 for AST, 200000 for potassium, 400000 for magnesium and inorganic
phosphorous, 800000 for total protein, 162000 for CK and total cholesterol. The PLT
concentration (number/uL) defined as the clinical threshold was 90000 for LDH and total
protein while the analytical threshold was 12000 for LDH and 90000 for potassium. The
effect of WBC lysis could not be evaluated since WBC suspensions were contaminated by
other cell types. As a cell lysis marker, fHb was significantly correlated with RBC number
(r=0.999, p=0,001), while MPO and B-TGB showed no significant correlation to WBC and
PLT numbers respectively ( p=0,436 and p=0,277).



The findings of this study point out that the hemolysed cell type and number contribute
to the influence of hemolysis in a variable manner and thus may be a reason for the variability
of the biochemical test results in hemolysed samples. Further studies that explain the
mechanisms of hemolysis will provide important findings to solve this common interference

in clinical laboratories.

Key Words : Hemolysis, analytical interference, laboratory testing, free Hb, MPO, B-TGB



1. GIRIS ve AMAC

Preanalitik evre, toplam test siirecinde laboratuvar test sonuglarini etkileyen hatalarin
cogunun olustugu zaman araligidir. Bu durum; preanalitik evrenin diger laboratuvar
evrelerinden uzun ve ¢ok basamakli olmasi nedeniyle gesitli faktorlerin 6rnek biitlinligiinii
etkilemesine zemin hazirlamasindan kaynaklanmakta ve sonu¢ giivenilirligini tehdit
etmektedir. Preanalitik faktorlere bagli olarak olusan uygunsuz 6rneklerden elde edilen test
sonuclari, sadece tiim laboratuvar siirecinin kalitesini etkilemekle kalmamakta, ayrica klinik

ve ekonomik olumsuz sonuglara da neden olmaktadir (1).

Kendisi analitik evreyi etkilemekle birlikte; siklikla preanalitik evredeki c¢esitli
etkenlerden kaynaklanan interferans, laboratuvar tibbinda karsilagilan yaygin bir sorundur
(2,3). Interferans terimi, “6rnegin 6zelligi veya baska bir bilesenin etkisi nedeniyle dlgiilen
analit konsantrasyonunda meydana gelen klinik olarak anlamli bias nedeni” olarak
tanimlanmaktadir (4). Baska bir deyisle; interferans, 6rnekte bulunan ve bir analitin genellikle

konsantrasyon veya aktivite olarak ifade edilen sonucunu degistiren bir maddenin etkisidir
(5).

Analiz materyali olan viicut sivilari, heterojen ve degisken bir bilesim iceren matrikse
sahiptir. Viicut sivilarinda bulunan endojen ve/veya eksojen kaynakl cesitli bilesikler, yani
interferantlar, analiz sonuglarinin dogrulugunu etkileyebilmektedir (5). Endojen interferantlar,
ornegin dogasida var olan, siklikla preanalitik faktorlerden, nadiren fizyolojik veya patolojik
etkenlerden kaynaklanan maddelerdir. Bunlar; hemoliz (fHb veya diger maddeler), bilirubin,
lipidler, proteinler, antikorlar (otoantikorlar, heterofil antikorlar), asir1 analit konsantrasyonu
ve capraz reaksiyon goOsteren maddeler (6rnegin, Jaffe yontemiyle kreatinin 6lgiimiinde
ketonlar)’dir. Eksojen interferantlar ise, 6rnegin dogasinda bulunmayan maddelerdir. Bunlar;
ilaglar (ana ilag, metabolitleri ve katki maddeleri), zehirler, bitkisel {iriinler, intravendz sivilar,
tedavi olarak verilen maddeler (6rnegin antikorlar, digibind), ornek tiipli bilesenleri ve

carryover (¢apraz bulas) kontaminantlardir (6).

Hemolizli 6rnekler, laboratuvar pratiginde preanalitik faktorlerden kaynaklanan en sik
goriilen interferans nedenidir. Klinik laboratuvarlara gonderilen rutin 6rneklerin ortalama
%3’li ve kabul edilen uygunsuz drneklerin %39-69’undan sorumludur (Ikinci sik nedenden
yaklasik 5 kat daha fazla) (7). Hemoliz, latince “hemo” (kan) ve “lysis” (parcalanma)

kelimelerinden koken almaktadir (8,9). Bazi yazarlar hemolizi sadece kirmizi kan hiicreleri



(RBC) ile smirlamaktadir (eritroliz) (10-12). Digerleri ise tiim kan hiicrelerinin
parcalanmasini (pansitoliz) kastetmektedir (9,13-16). Hemoliz, in vivo olarak meydana
gelebilmektedir; fakat klinik laboratuvarlarin karsilagtigi baslica sorun 6rnek alimi sirasinda
veya sonrasinda preanalitik evrede meydana gelen in vitro hemolizdir (5). in vivo hemolize
cesitli konjenital ve kazanilmis hastaliklar (6rnegin, hemolitik anemiler) yol agmaktayken, in
vitro hemolize kan drneklerinin alinmasi, islenmesi ve depolanmasi sirasindaki birgok durum
neden olabilmektedir. Dolayisiyla in vitro hemolize yol acan etkenler, hasta basinda
baslamakta ve Ornegin analizine kadar olan siire¢ boyunca devam etmektedir. Bu etkenler;
hastadan kaynaklanan durumlar (6rnegin frajil venler, kan1 alan kisinin yeterlilik seviyesi
(6rnegin, egitim), kan Orneginin alinma, tasinma ve depolanma kosullar1 gseklinde

simiflandirilabilir (10,17).

Hemolizden kaynaklanan interferans; kan hiicrelerinden hiicre disma ¢ikmasi sonucu
analit konsantrasyonlarindaki degisme, fHb veya diger intraseliiler icerigin Ol¢im
reaksiyonuna yaptig1 kimyasal interferans ve Hb’nin yiiksek absorbans gosterdigi dalga
boylarinda meydana gelen spektrofotometrik interferans mekanizmalariyla olugsmaktadir (18).
Mekanizmalar1 iyi bilinmesine ragmen; hemolizin sebep oldugu interferansin laboratuvar test

sonuglarma etkisi cok degiskendir (19-23).

Hemoliz, fHb konsantrasyonu 30 mg/dL’yi astiginda goriilebilir hale gelmektedir ve
serum veya plazmaya pembeden kirmiziya kadar degisen bir renk vermektedir (10,17).
Orneklerin gorsel olarak degerlendirilmesi subjektif bir ydntem oldugundan, birgok
laboratuvar, Ornekteki hemoliz miktarmi tutarli olarak saptamak amaciyla otomatize
spektrofotometrik Ol¢timlerin kullanimmi benimsemistir. Hemoliz indeksi olarak bilinen bu
Olglim, hemolizli Orneklerin analiz i¢in uygun olup olmadigini belirleme konusunda

laboratuvara yardimei1 olmaktadir (11).

Hemolizli 6rneklere ait test sonuclarinin hemoliz nedeniyle reddi, hasta gilivenligini
tehlikeye atacak sekilde tanida gecikmelere neden olabilmekte; hastadan tekrar kan alinmasi
gerektigi durumlar ise artmis is yiikkii ve laboratuvarlar i¢in artmis maliyet anlamina

gelmektedir (8).

Bir¢ok analit, hemolizden kaynaklanan interferans etkisine maruz kalmakla birlikte, en
yaygin olarak hemolizin potasyum sonugclar1 lizerine olan etkisi degerlendirilmistir. Potasyum

Olctimlerinin siklig1 ve hipokalemi veya hiperkaleminin yanlig tanismin ciddi sonuglari,



hemolizli 6rneklere yaklasim agisindan gesitli segenekler arastirilmasina sebep olmustur. Bu
secenekler; hemolizli Ornegin biitiiniiyle reddi, hemolizli 6rnegin analizi ve potasyum
sonucunun yanlig olabileceginin bildirilmesi, hemolizli 6rnegin analizi sonrasinda Slgiilen
potasyum sonucuna hemolizin siddetine gore hesaplanmis bir diizeltme faktorii uygulanarak

sonucun verilmesini igermektedir (24).

Bazi1 g¢aligmalar, Olgiilen potasyum konsantrasyonlari iizerinde in vitro hemolizin
etkisini hesaplamak i¢cin diizeltme faktorlerinin kullanimini desteklemektedir (19,25-27).
Diizeltme faktorleri, hastalardaki gercek potasyum konsantrasyonlarimi degerlendirme olanagi
saglamakla birlikte Onerilen diizeltme faktorleri arasindaki degiskenlik korkutucudur (8,24).
Bu farkliliga neden olabilecek faktorler; in vitro hemolizi olusturmak i¢in kullanilan yontem,
eritrosit/Hb konsantrasyonundaki bireyler arasi degiskenlik ve RBC yasmin intraselliiler
potasyum konsantrasyonu Tlizerine etkisidir. Dolayisiyla, Onerilen diizeltme faktorlerinin
gercek potasyum sonuclarini 6ngoérmek i¢in kullanilmasmin uygun olmayabilecegi ve hasta

giivenligini tehdit edebilecegi belirtilmektedir (24,28,29).

Bu arastirmanin amaci, hemolizin biyokimyasal testlere etkisindeki degiskenligin bir
sebebi olarak diisliniilen, hemolize ugrayan hiicre tipi ve sayisinin etkisini ortaya koymaktir.
Bunun i¢in serum 6rnegine, in vitro hemolize ugratilmis olan degisik tip ve sayida hiicreden
olusturulmus hemolizatlar eklenerek, hemolizin bazi biyokimyasal test sonuglar1 iizerindeki

etkisi deneysel bir modelle incelenmistir.
Bu arastirmanin hedefleri :

1- Serum 6rneginde, in vitro hemolize ugrayan hiicre tiplerinin ve sayilarmin bazi rutin
biyokimyasal test sonuglar1 {izerindeki etkisini belirlemek,
2- Serum Orneginde, in vitro hemoliz miktarinin saptanmasi i¢in fHb’den farkli

potansiyel belirte¢lerin 6l¢iimlerini ortaya koymak,



2. GENEL BIiLGILER
2.1 TOPLAM TEST SURECI

Toplam test siireci; Lundberg’in “brain-to-brain loop” olarak tanimladigr kavrama
dayanmaktadir. Bu kavrama gore; siire¢, klinik hekiminin kafasinda olusan klinik soru ve
buna yonelik test istemi ile baglamakta, bunu 6rnek alimi, 6rnegin laboratuvara taginmasi ve
laboratuvar personelinin analizi gerceklestirmesi takip etmekte, test sonucunun hekime
ulagsmasi, hekimin onu degerlendirip bir karar vermesi ile sonlanmaktadir (30). Tim bu
basamaklar klasik olarak 3 evreye ayrilmaktadir: Preanalitik, analitik ve postanalitik (31,32).
Ornegin analizine kadar olan evre preanalitik, 6rnegin analizini iceren evre analitik ve
analizden sonraki evre ise postanalitik evredir (32). Baz1 yazarlar, preanalitik evreyi pre-
preanalitik ve preanalitik olarak; postanalitik evreyi ise post-postanalitik ve postanalitik
olarak iizere ikiye aywrmuslardir (33,34). Pre-preanalitik evre; laboratuvarin disindaki test
istemi, ornek alma, Ornegin laboratuvara tasinmasi ve Orne8in laboratuvara kabulii gibi
islemleri igerirken klasik preanalitik evre; santriflij, alikotlama, diliisyon, orneklerin
otoanalizOr i¢in gruplanmasi ve siralanmasi gibi laboratuvarin kontrolii altindaki islemleri
icermektedir (35). Benzer olarak; laboratuvarin kontroliinde olan, analiz sonucunun
raporlanmast ve hekime ulagsmasini igeren evre postanalitik evre, hekimin sonucu
degerlendirmesi ve klinik karara varmasi ise post-postanalitik evre olarak isimlendirilmistir.
Bununla birlikte; bu tanimlar ve kullanimlar1 yaygin degildir. Aslinda temel terimler olan
preanalitik, analitik ve postanalitik evrenin tanmimlar1 dahi yazarlar arasinda degisiklik

gosterebilmektedir (32).

Analitik evrenin yaninda preanalitik ve postanalitik evre, diger bir deyisle ekstraanalitik
evre de laboratuvar sonuglarinin kalitesi iizerine gok bilyiik etki gdstermektedir (36). Ozellikle
analitik evre laboratuvarin kontrolii altindadir; bununla birlikte preanalitik ve postanalitik
evreler ¢cogunlukla laboratuvar kontrolii altinda degildir (37). 1990’lardan sonra yapilan
calismalar, laboratuvar siirecinde meydana gelen hatalarin biiylik cogunlugunun preanalitik
evreden kaynaklandigini gostermis ve bu evrenin laboratuvar sonuglar1 ve hasta giivenligi
iizerine etkisine dikkat ¢ekmistir (2,38—40). Plebani ve arkadaslari, 1996 yilinda laboratuvar
evrelerinde meydana gelen hatalarm siklig1 ile ilgili yaptiklar1 ¢aligmalarmda %68,2°lik bir
oranla preanalitik evrenin hataya en agik evre oldugunu, onu %18,5’luk oranla postanalitik

evrenin takip ettigini saptamuglardir (39). Ayni grubun 10 y1l sonra ayni laboratuvarda, ayni



calisma dizaynini kullandiklar1 ¢aligmalarinda benzer sonuglar elde etmislerdir. Bu ¢aligmada

dikkati ¢geken diger bir bulgu ise hatalarin %73’liikk kisminin 6nlenebilir olarak siniflanmasidir
(2).

Glinlimiiz klinik laboratuvar rutininde, yeterli bir analitik kalite seviyesine ulagmak i¢in
caba gosterilmekte ve tiim kaynaklar bu yonde kullanilmaktadir. Bununla birlikte; preanalitik
evre hasta bakimima biiyiik 6l¢iide etki eden degiskenliklere ve hatalara daha yatkindir (7).
Preanalitik evrede yer alan hastanin kimliklendirilmesi, test istemi, Ornek alinmasi ve
tasinmasi gibi islemlerde hekim, hemsire, hasta gibi laboratuvar dis1 kisiler rol oynamaktadir
(37). Preanalitik fazda meydana gelen hatalarin ¢ogu, sistem kusurlarindan ve bu evrede
gorev alan kisilerin yeterince denetlenmemesinden kaynaklanmaktadir. Bu durum ise kabul

edilemez miktarda uygunsuz 6rnek ile sonu¢lanmaktadir (7).

Ornek uygunlugunun degerlendirilmesi, test sonuglarinin  dogrulugunu ve
kullanilabilirligini etkileyen ciddi bir preanalitik faktordiir (41). Wiwanitkit, preanalitik
hatalarin cesitleri ve siklig1 ile ilgili yaptigi calismasinda %47°lik oranla uygunsuz 6rneklerin
onde gelen hata kaynagi oldugunu saptamistir (40). Ornegin analiz i¢in uygunluguna etki eden

en yaygin preanalitik faktor ise 6rnekte bulunup interferansa yol agan maddelerdir (42).

Kendisi analitik evreyi etkilemekle birlikte; siklikla preanalitik evredeki cesitli
etkenlerden kaynaklanan interferans, laboratuvar tibbinda karsilagilan yaygim bir sorundur
(2,3). Sekil 1°de preanalitik, analitik ve postanalitik evrenin laboratuvar siirecindeki hatalara

katk1 oranlar1 goriilmektedir :



Ekipman islev
bozuklugu

POSTANALITIK
(%618,5-47)

ANATITIK
(%7 - 13,3)

PREANALITIK
(046-68,2)

Ornek islenmesi
e transport

Ornek calkalanmas:
ve interferans

Sekil 1 : Toplam laboratuvar siirecinde karsilagilan hata ¢esitleri ve oranlar1 (36).

Aty

sonug stires

2.2 INTERFERANS

Interferans terimi, ¢esitli kaynaklarda farkli sekilde tanimlanmaktadir. “International
Union of Pure and Applied Chemistry (UIPAC)” tarafindan interferans, “bir 6rnekte bir arada
bulunanlarin varliindan kaynaklanan sinyalin Olgiimiindeki sistematik hata” olarak
tanimlanirken “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)” ise “Ornegin 6zelligi veya
baska bir bilesenin etkisi nedeniyle dl¢giilen analit konsantrasyonunda meydana gelen klinik
olarak anlamli bias nedeni” seklinde tanimlanmaktadir (4,43). “International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC)” ilag ve/veya metabolitlerinin neden oldugu interferanstan, bu
bilesiklerin bagka bir bilesene bagli olarak miktar Ol¢limiinlin herhangi bir basamagini
interfere etmesi” seklinde s6z ederken, baska bir kaynakta ise interferans, “6rnekte bulunan ve
bir analitin genellikle konsantrasyon veya aktivite olarak ifade edilen sonucunu degistiren bir

maddenin etkisi ” seklinde ifade edilmektedir (5,44).
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Bir biyokimya laboratuvari, biyokimyasal parametrelerin dlgiimii i¢in bir¢ok ydntem
kullanir. Tiim bu yontemler, ¢esitli kaynaklardan interferansa agiktir. Bir yontemi etkileyen

interferans bir digeri i¢in 6nemli olmayabilir (45).

Interferansa sebep olan faktorler, interferant olarak isimlendirilir. Interferantlar,
analitten farkli kimyasal maddelerdir ve kaynagina gore endojen interferantlar ve eksojen

interferantlar olmak tizere iki baslik altinda siniflandirilabilir :

2.2.1 Eksojen Interferantlar

Eksojen interferantlar, drnegin dogasnda bulunmayan maddelerdir (6). Ilaglar, tiip

bilesenleri, “carryover” (capraz bulas) ve matriks bilesenleri baglica eksojen interferantlardir

3.

2.2.1.1 ilaclar

[lag interferanslari, laboratuvarlarda hastaya ait tedavi bilgisi bulunmadigmndan siklikla
farkedilmemektedir. Interferans; ana ilag, ilacin metaboliti veya katki maddelerinden

kaynaklanabilmektedir (6).

[lag interferansi {ic mekanizma ile meydana gelebilir. Bunlar; ana ilag, ilacin metaboliti
veya katki maddelerinin ¢apraz reaktivite gdsterdigi kimyasal interferans; ilaclar veya katki
maddelerinin 6l¢lim reaksiyonunu hizlandirmas1 veya inhibe etmesi ve ana ilag, ilacin
metaboliti veya katki maddelerinin 6lgiilen kromojenle benzer absorbsiyon piklerine sahip

olmasi seklindedir (6).

Ilag metabolitlerinin neden oldugu interferans: saptamak, ana ilacin neden oldugu
interferans1 saptamaktan daha zor olabilmektedir. Bunun nedeni, siklikla metabolitlerin

bilinmemesi ve metabolit konsantrasyonlarinin dngdriilememesidir (5).

2.2.1.2 Tiip Bilesenleri

Kan alinan tiipler; antikoagiilasyon, glikoliz inhibisyonu gibi amaglarla ¢esitli maddeleri
icermektedir (5). Bu maddelerin bir¢ok analitin 6l¢iim yontemini interfere ettigi gdsterilmistir
(46). Bu tiiplerde bulunup interferansa neden olabilen diger maddeler; kayganlastiricilar, pihti

aktivatorleri, slirfaktanlar ve bariyer jellerdir (47).
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Tiip bilesenleri; katki maddesinin Olgiilecek analitin kendisini igcermesi seklinde, 6lglim
reaksiyonunu aktive veya inhibe ederek, immunoassayler icin ise nonspesifik adsorbsiyon

veya baglanmaya neden olarak interferansa yol agcabilmektedir (47,48).

2.2.1.3 Carryover (Capraz Bulas)

Carryover interferansi, bir dnceki 6rnegin veya reaktifin sonraki reaksiyon karigimina
bulasmasidir. Tipik olarak, Olgiimden bir Onceki Ornegin veya reaktifin yiliksek analit
konsantrasyonuna sahip olmasi ve yikama islemleri ile yeterince temizlenememesinden
kaynaklanmakta ve 6zellikle otomatize dl¢limlerde beklenen konsantrasyon araligi cok genis
olan beta insan koryonik gonadotropini (B-hCG), tiimor belirtecleri gibi testlerde
karsilagilmaktadir (6,49). Carryover varligmi belirleyebilmek i¢in prob, karistirict ve kiivet
gibi bilesenler i¢in ek yikama iglemleri yapilmalidir (6).

Carryover, kan alma islemi sirasinda vakumlu tiip kullanildigi durumlarda tiip
srralamasina uyulmadigi takdirde de meydana gelebilmektedir (50). Burada ¢ok sayida 6rnek
almmasi gerektigi durumlarda bir 6nceki tiipteki katki maddesi ile kontamine kan alma ignesi

bu maddeyi bir sonraki tiipe aktarabilmekte ve yanlis test sonuglarina yol agabilmektedir (51).

2.2.1.4 Matriks etkisi

Analitik kimyada matriks etkisi, Olciilen analit hari¢c olmak {izere 6rnegin diger tiim
bilesenlerinin ortak etkisi olarak tanimlanmaktadir. Kan, plazma, idrar, feges, safra ve doku
ornekleri sik karsilasilan matrikslerdir. Bu kompleks matriksler bir¢ok ortak bilesene sahip
olmakla birlikte, tiim bilesenler bilinmemekte ve diizeyleri bireyler arasinda degiskenlik
gosterebilmektedir. Ornegin klinik arastirmalara katilan farkli hastalardan elde edilen plazma
ornekleri, hastalarin genetik yapilar1 ve/veya hastaliklarmin yanisira kullandiklar1 cesitli
ilaclardan kaynaklanan farkli seviyelerde endojen bilesenler igerebilmektedir. Fosfolipidler,
karbohidratlar, endojen metabolitler (6rnegin bilirubin) gibi endojen biyolojik bilesenler

matriks etkisine neden olabilmektedir (52).

Matriks etkisi ile kontrol ve kalibrasyon materyallerinde de karsilasilabilmektedir (5).
Burada analitin degerindeki degisiklik, bilinmeyen veya 6rnekte net sekilde tanimlanamamais
etkenlerden kaynaklanmaktadir. Bu etkenler; materyalin cinsi (Ornegin; at, insan),
koruyucular (6rnegin; sodyum azid veya antibiyotikler), stabilizatorler (6rnegin; asetilsistein)

veya liyofilizasyon, dondurma gibi fiziksel degisiklikleri icerir (53). Ornegin, serum
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havuzlarinin iglemlenmesi ve liyofilize edilmesinin, bir¢ok analizor igin kolesterol sonucunu

etkiledigi ve bu analitin standardizasyon islemini interfere ettigi gosterilmistir (54).

2.2.2 Endojen interferantlar

Endojen interferantlar, 6rnekte dogal olarak var olan fakat normalde karsilasilandan
daha ytiksek miktarda bulunan maddelerdir. Hemoliz, lipemi, ikter ve paraproteinemi endojen

interferant 6rnekleridir (55).

2.2.2.1 Lipemi

Lipemi, serum ve plazma oOrneklerinde bulanikligin en yaygm formudur.Tam kan
orneklerinde de  goriilebilmekle birlikte 6rnekte  bulunan  hiicreler tarafindan

perdeleneceginden farkedilmesi ¢cok zor olabilir (55).

Lipeminin sebep oldugu interferansta 3 mekanizma rol oynamaktadir. Bunlar: Mikro
emiilsiyonlarmn sivi fazin yerini almasi ve dolayisiyla 6rnek hacmindeki sivi fazi azaltmasi;
steroid hormonlar, dilantin gibi lipofilik ilaglarin plazmanm silomikron ve cok diisiik
yogunluklu lipoprotein (VLDL) partikiilleri iceren nonpolar kisminda bulunmasi ve yine bu

partikiillerin biiyiik boyutlar1 nedeniyle 151k sagcilimina neden olmasidir (55).

Lipid interferansmi azaltmak i¢in ultrasantrifiigasyon veya yiiksek hizda santrifiij
yapilabilir, lipid temizleyici madde kullanilabilir ya da indirekt iyon selektif elektrod yontemi
kullanilan durumlarda imkan varsa direkt iyon selektif elektrod yontemi ile 6l¢iim yapilabilir

(6,56).

2.2.2.2 ikter

Artmis bilirubin konsantrasyonu bir diger endojen interferans kaynagidir (5). Bilirubin
iki sekilde interferansa neden olur: Spektral interferans ve kimyasal interferans. Spektral
interferans yaklasik 456 nm’de absorbans piki veren bilirubinin bu dalga boyuna yakin
analitlerin Ol¢limiinde meydana getirdigi interferanstir (6). Kimyasal interferansin
mekanizmasi ise bilirubinin analit 6l¢iimiinde kullanilan reaktiflerle reaksiyona girmesidir
(56). Ornegin bilirubin, peroksidaz yontemlerinde analitin dlciimiinii bes sekilde interfere

edebilir: Peroksidaz igin substrat olarak, dl¢lim reaksiyonunun iirliniiyle ayn1 dalga boyunda
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absorbans yaparak, oksidaz ara {irliniinii alikoyarak veya uzaklastirarak, hidrojen peroksit gibi

bir peroksidaz ara tirlinii ile reaksiyona girerek ve son reaksiyonun rengini acarak (57).

Bilirubinin etkisi hangi formda bulundugu ile de iliskilidir. Indirekt bilirubin alkali
cozeltilerde metaboliti olan biliverdine doniisme egilimindeyken, direkt bilirubin i¢in bu etki
daha azdir. Kreatinin 6l¢iimiinde kullanilan alkalen pikrat yonteminde alkali ortam meydana
gelmekte ve Ornekte bulunan bilirubinin biliverdine doniismesi negatif interferansa neden

olmaktadir (58,59)

2.2.2.3 Paraproteinemi

Protein interferansinin ¢gogu paraproteinler (monoklonal immunoglobulinler), genellikle
de immunoglobulin M (IgM) ve immunoglobulin G (IgG) ile iliskilidir. Paraproteinler tiim
otomatize yOntemleri interfere edebilir (spektrofotometrik, immunoturbidimetrik,
immunonefelometrik) ve total bilirubin, fosfat, yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol
(HDL-Kol), gama glutamil transferaz, C-reaktif protein (CRP) ve glukoz sonuglarini
etkiledigi gosterilmistir (60,61).

Paraproteinler, yontem reaktifi ile fizikokimyasal etkilesime girerek ¢okelebilir.
Cokelme, genellikle bir tampon olan ilk reaktif ile meydana gelir. Bu tip interferansin
giderilmesi i¢in Ornek tipinin degismesi, farkli yontem veya o6rnek diliisyonlar1 gerekebilir
(61). Ayrica, protein, hacim yer degisimi etkisiyle indirekt iyon selektif elektrod yonteminde,
ozellikle sodyum Ol¢limiinde belirgin hatalara neden olur (hiperproteinemide hiponatremi,
hipoproteinemide hipernatremi seklinde) (62). Genel olarak, total protein konsantrasyonu

>100 ve <40 g/L olan 6rnekler, direkt iyon selektif elektrod yontemi ile ¢alisiimalidir (6).

2.2.2.4 Hemoliz

Hemoliz, latince “hemo” (kan) ve “lysis” (par¢alanma) kelimelerinden kdken almaktadir
(8,9). Baz1 yazarlar hemolizi sadece RBC’lerle sinirlamaktadir (eritroliz) (10-12). Digerleri
ise tim kan hiicrelerinin parcalanmasmi (pansitoliz) kastetmektedir (9,13—-16). Aslinda
hemolize her zaman Hb salmmasi eslik etmez. Ornegin; kan, diisiik fakat dondurucu olmayan
bir sicaklikta saklandiginda bu durum gergeklesebilmektedir. Ayrica, interferantlar hem PLT

hem de graniilosit par¢alanmasindan kaynaklanabilmektedir (16).

Hemoliz konusu, ilerleyen boliimlerde ayrintili olarak bahsedilecektir.
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2.3 KAN ve BILESENLERI

Kan, plazma ad1 verilen proteinden zengin bir stvidan ve bu sivi i¢inde slispanse olmus
hiicresel elemanlardan meydana gelmektedir. Bu hiicresel elemanlar; beyaz kan hiicreleri
(WBC), RBC ve kan pulcuklar1 (PLT)’lerdir. Dolasimdaki kan viicut agirliginin %8’ini
olusturmaktadir ve 70 kg agirligindaki bir kiside 5600 mL’dir. Bu hacmin %55’ini plazma
meydana getirmektedir (63).

Kanin sivi kismi olan plazma; viicudun cesitli bolgelerine tasimmakta olan veya diger
maddelerin taginmasma yardim eden cok sayida iyon, inorganik ve organik molekiilleri
icermektedir. Normal plazma voliimii viicut agirligmin %5 ini olusturmaktadir ve 70 kg viicut
agirligi olan bir kiside yaklasik olarak 3500 mL’dir (63). Yapilan metabolomics arastirmalar1

ile plazma bilesimi tam olarak ortaya konmaya ¢alisilmaktadir (64,65).

Klinik laboratuvarlarda kanm kimyasal bilesimi, tam kan 6rnegini santrifligasyonla kan
hiicrelerinden ayirarak elde edilen kan sivisinda analiz ile saptanir. Geleneksel olarak kan
ornegi kan pihtilagsmasi tamamlandiktan sonra kan hiicrelerinin ayrimi ile elde edilen serum
seklinde en sik analiz edilir. Bazen de antikoagiilan maddeler [etilendiamin tetra asetik asit
(EDTA), sitrat, heparin, hirudin gibi] eklenerek pihtilasmasi engellendikten sonra kan
hiicrelerinin ayrimi ile elde edilen plazma seklinde de analiz edilir. Plazma hem analiz
stiresini yaklasik 30 dk kisaltmasi hem de kan 6rnek hacmini %15-20 artirmasi agisindan
avanjalidir; fakat igerdigi antikoagiilanlar nedeniyle interferansa sebep olmasi agisindan
dezavantajlidir (66). Ayrica serumda fibrin kafesi i¢inde hiicrelerinin mekanik basinca maruz

kalarak par¢alanmasi (hemoliz) agisindan plazma 6rnekleri avantajlidir (67).

Kan hiicresel elemanlar1; 3 baslik altinda incelenebilir :

2.3.1 RBC

RBC’ler, diger kan hiicreleri gibi kemik iliginde bulunan pluripotent kok hiicreden
koken almaktadwr. Bu hiicreden olusan ortak miyeloid progenitéor (CFU-GEMM),
megakaryosit/RBC serisine smirli progenitér (CFU-MegE)’ii olusturur. CFU-MegE hiicreleri
once burst-forming unit-erythrocyte (BFU-E) ve ardindan colony forming unit erythrocyte
(CFU-E) hiicrelerini meydana getirir. Kemik iliginde en erken ayirt edilebilen eritroid
prekiirsorii pronormoblasttir ve eritroid prekiirsorlerinin en biiyiigiidiir. Pronormoblastlar,

mitoz boliinme sonrasinda bazofilik normoblastlara doniisiir. Ardindan Hb {iretiminin
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gbzlenebildigi polikromatofilik normoblast ve takiben ortokromatik normoblast meydana
gelir. Bu evreden sonra mitoz boliinme goriilmez (68). Hiicre ¢ekirdeginin digar1 atilmasi ile
birlikte retikiilosit meydana gelir. Retikiilositin mitokondri ve ribozomlarmi kaybetmesiyle
dolagimdaki kan hiicrelerinin biiyiikk ¢ogunlugunu olusturan olgun RBC’ler meydana gelir

(69).

Normal insan RBC’i 7,5-8,7 um c¢apa sahip bikonkav disk seklindedir. Sekillerinden
dolay1 151k mikroskobunda hiicrenin merkezi ¢evresine gore daha soluk boyanmis olarak
goriilmektedir. Caplar1 hiicre yasiyla birlikte azalmaktadir. Hiicreler 90 fL ortalama hacme ve
yaklagik 136 um yiizey alanmna sahiptir. Hiicre membram1 150 fLL hacminde bir kiireye

donlismeye ve 2.8 um ¢apinda bir kapillere girmeye izin verecek niteliktedir (70).

RBC, kompleks bir hiicredir. Hiicre membrani proteinler ve lipidlerden meydana gelir.
Hiicre igerigi ise, 120 giinliik yasam siiresini metabolik olarak idame ettirecek ve hiicre iginde
bulunan Hb’nin fonksiyonunu siirdiirecek sekildedir (71). RBC’nin en 6nemli bilesenlerinden
biri olan Hb bir hemoproteindir ve baslica gorevi oksijeni akcigerlerden dokulara tagimaktir.
Kandaki referans arali§i saglikli eriskin erkeklerde 14-17,5 g/dL iken saglikli erigkin
kadinlarda 12,3-15,3 g/dL’dir (72). Hb; 6,4 nm capa ve yaklasik 64500 Da agirliga sahip
globiiler bir proteindir (73). Hb molekiilii, iki ¢ift polipeptit zinciri (globinler)’nden
olugmaktadir ve her biri bir ferr6z demir atomu igeren 4 adet prostetik hem grubuna sahiptir.
Her bir polipeptit zincirinin olusturdugu cebe bir adet hem grubu yerlesmistir. Hem grubu
oksijen veya karbondioksiti geri doniisiimlii olarak baglar. Hb molekiilii tamamen doygun
hale geldiginde gram Hb basma 1,34 mL oksijen tasir. Oksijen basincmin 100 mm Hg oldugu
akciger kapiller damarlarinda Hb’nin %95-98’1 oksijenle baghdir. Oksijen basincinin 20 mm
Hg gibi diisiik diizeyde oldugu dokularda ise oksijen kolaylikla dokulardan ayrilir ve
oksijenin %30’undan az1 bagh olarak kalir (72).

RBC’lerin kandaki referans araligi saglikli eriskin erkeklerde 4520000-5900000
adet/pL iken saglikli erigkin kadinlarda 4100000-5100000 adet/uL’dir. RBC’ler, dolasim
Oomriiniin biiyiik bir kismini kapiller damarlarda gegirir. Bu hiicreler 100-120 giinliik dmiirleri
boyunca yaklasik 250 km yol katetmektedir. RBC’nin uzun 6mrii, hiicre membraninin hiicre
icerigi cevresinde rotasyon yapabilmesi 6zelligiyle miimkiin olur. RBC membraninin bu
yetenegi, membran iskelet proteinlerinin fiziksel diizenlenme sekliyle ilgilidir. Bu

diizenlenme ayni1 zamanda RBC’nin dinlenme halindeki bikonkav seklinin de nedenidir (70).
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RBC membrani dolasimdayken zedelendigi takdirde damar iginde hiicre ortadan kaldirilir.
Normalde RBC’nin bu sekilde 6liimii daha az siklikta gergeklesir. Daha siklikla RBC’nin
yasami dalak siniizoidlerinde bir makrofaj tarafindan sonlandirilir. Makrofajlar, hasarlanmis
olan RBC’leri bazi hiicre ylizey degisiklikleri ve/veya azalmis deformabilitelerinden ayirt
edebilir (74). Normal sartlarda saniyede yaklasik {i¢ milyon RBC dolasimdan

temizlenmektedir (68).

RBC’lerin baslica fonksiyonlari; oksijeni dokulara tasimak ve doku metabolizmasi

sonucu meydana gelen karbondioksit ve protonlarin uzaklastirilmasidir (75).

2.3.2 WBC

Kemik iliginde pluripotent hematopoietik kok hiicreden CFU-GEMM ve ortak lenfoid
progenitor meydana gelir. Notrofil ve monositler i¢in ortak progenitor olan CFU-GM
hiicresinden ise graniilosit progenitor hiicresi (CFU-G) ve monosit progenitor hiicresi (CFU-
M) olusur. CFU-G ve CFU-M hiicreleri, graniilosit ve monosit koloni uyarici faktorlerin etkisi
ile sirastyla miyeloblastlara ve monoblastlara doniisiir. CFU-GEMM hiicresinden ayrica,
eozinofillerin kdken aldig1 eozinofil progenitor hiicresi (CFU-Eo) ve bazofillerin koken aldig1

bazofil progenitor hiicresi (CFU-Baso) de meydana gelmektedir (68).

Kemik iligindeki ortak lenfoid progenitor hiicreden ise T lenfosit/natural killer ve B
lenfosit prekiirsorleri meydana gelir. B lenfositlerin gelisimi kemik iliginde gerceklesirken, T

lenfositler timusta olgunlagmaktadir (68).

WBC’lerin kandaki referans araligi saghkli erigskinlerde 4400-11300 adet/uL’dir.
Normal kosullarda kanda bulunan WBC’ler; nétrofiller, eozinofiller, bazofiller, monositler ve
lenfositlerdir (72). Bu hiicreler polimorfoniikleer WBC (PMNL) ve mononiikleer WBC’ler

olmak tizere iki ana baslik altinda incelenebilir :

2.3.2.1 PMNL (Graniilositler)

2.3.2.1.1 Notrofiller (Polimorfoniikleer Notrofilik WBC’ler; Segmente Notrofilik
Graniilositler)

Kemik iliginde olusan ve mikroskop ile tanmabilen ilk notrofil prekiirsorii olan
miyeloblast; sirasiyla promiyelosit, miyelosit, metamiyelosit, bant evrelerinden gecerek

segmente notrofili olusturur (76).
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Notrofiller, ortalama 12 pm c¢apinda olup monosit ve eozinofillerden kiiciik,
bazofillerden hafif biiyiik hiicrelerdir. Normal nétrofillerin ¢ekirdekleri, ortalama ii¢ loba
sahip olmakla birlikte, lob sayisi ikiden bese kadar degisebilmektedir. Notrofillerin
sitoplazmalarinda Wright boyasi ile boyanabilen kiigiik graniiller bulunur. Sitoplazmadaki
graniillerin tigte ikisi spesifik graniillerken, tigte biri azurofilik graniillerdir (72). Promiyelosit
evresinde olusan azurofilik graniiller; lizozomal enzimler (6rnegin; asit hidrolaz:asit fosfataz,
beta glukuronidaz), MPO, elastaz, arilsiilfataz ve katyonik antibakteriyel proteinler, diger
enzim ve proteinleri igerir. Miyelosit evresinde olusan spesifik graniiller ise lizozim,
laktoferrin, kollagenaz, plazminojen aktivatorii, aminopeptidaz ve Bl vitamini baglayici

protein, diger enzim ve proteinleri igerir (68).

Olgun nétrofiller, WBC’lerin ortalama %56 ’sin1 olusturmaktadir (72). Bu hiicreler, kan
dolasimina verilmeden 6nce kemik iliginde depolanir. Dolasimdaki nétrofiller ise kanda
yaklagik 7 giinliik bir yarilanma siiresine sahiptir. Toplam kan noétrofil havuzu, vaskiiler
bosluklardaki tiim ndétrofilleri kapsar. Bunlarin bir kismi dolagimda serbest haldeyken
(dolasan havuz) diger kismi kii¢iik damarlarin endotel duvari boyunca ilerlemekte veya gecici
olarak akcigerin alveolar kapiller damarlarinda sekestre olmaktadir (marjinal havuz).
Dokulara gecen noétrofiller, hiicre 6liimii ya da gastrointestinal yolda kaybedilmeden 6nce
olasilikla bir veya iki giin bulundugu dokuda fonksiyon gosterir (76). Notrofilin dokulara
gd¢ii, notrofiller ve endotel hiicreleri tizerinde bulunan selektin ailesinin adhezyon molekiilleri

ve onlarm ilgili ligandlarma baglidir (68).

Notrofiller, fagositoz ve bakterisidal aktivite fonksiyonlarina sahiptir (68).

2.3.2.1.2 Eozinofiller (Eozinofilik Graniilositler)

Eozinofiller, kemik iliginde iiretilmektedir. in vitro kiiltiir ¢alismalar1, eozinofiller icin
CFU-GM, CFU-G ve CFU-M’den ayr1 bir CFU-Eo bulundugunu gostermistir. Eozinofilik
seriye ait taninabilen ilk hiicre olan myelositin prekiirsorii olan miyeloblast, her ne kadar
ndtrofil, monosit ve bazofilinkinden morfolojik olarak ayirt edilemese de biiyiik olasilikla
farkli bir miyeloblasttir. Notrofillere benzer sekilde; miyelosit evresini takiben sirasiyla

metamiyelosit, bant ve son olarak eozinofil meydana gelir (68).

Eozinofiller, ortalama 13 pm capli hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yapisi, ndtrofillere
benzemekle birlikte, sitoplazmalar1 notrofilik graniiller yerine, onlardan daha biiyiik olan, asit

boyalara giiclii afinite gdsteren oval veya yuvarlak graniiller igerir (72). Ayrica eozinofilin
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cekirdeginin lob sayisi nétrofilinkinden daha azdir. Eozinofillerin sahip oldugu olgun
graniiller 2 c¢esittir: Merkezinde yogun kristaloid bir ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin icinde
bulundugu daha az yogun bir matriksten olusan biiyiik graniiller (en biytgi 0,5-1,5) ve
kristaloid icermeyen daha kiigiik graniiller (0,1-0,5 um). Bu eozinofil spesifik graniiller,
kristaloid ¢ekirdeklerinde major basic protein (MBP) igerir ve bu protein parazitlere ve
hiicrelere toksik etki gosterir, heparini notralize eder ve bazofillerden histamin salinimini
uyarir. Graniiliin matriksi ise asit hidrolaz, peroksidaz, fosfolipaz ve katepsin icerir. Bu
spesifik graniiller, ayrica, eozinofil katyonik protein (ECP), eosinophil derived-neurotoxin
(EDN) ve eozinofil peroksidaza sahiptir. Daha kiigiik graniiller ise, arilsiilfataz ve biiyiik
graniillere benzer sekilde asit fosfataz ve peroksidaz icerir. Eozinofildeki peroksidaz, nétrofil
ve monositlerde bulunan peroksidazdan farklidir. Ayrica eozinofil, alkalen fosfataz ve

muramidaz icermemektedir (68).

Eozinofiller, saglikli eriskinlerde kandaki WBC’lerin ortalama %3’iinii olusturur (72).
Bu hiicreler, kemik iliginden kan dolasimina ¢iktiktan sonra dolasimda yaklasik olarak 18
saatlik bir yarilanma siiresine sahiptir. Eozinofiller, esas olarak doku yerlesimli hiicrelerdir.
Kandaki her bir eozinofile karsilik dokuda 100 adet eozinofil bulundugu tahmin edilmektedir
(77).

Eozinofiller, fagosit olarak gérev yapar ve inflamatuar cevaplar1 diizenler. Helmintleri
giiclii oksidanlar iireterek ve katyonik proteinler salgilayarak yok eder. Ozellikle alerjik
reaksiyonlar, astim ve bazi miyokardiyal hastaliklarda rol oynar. Eozinofiller, yabanci
partikiilleri ve antijen-antikor komplekslerini fagosite etmekle birlikte tek gorevleri bu
degildir. Eozinofilin diger bir 6nemli gorevi, hipersensitivite ve inflamatuar reaksiyonlari
azaltmaktir. Doku mast hiicreleri ve bazofillerin degraniilasyonunun ardindan meydana gelen

reaksiyonlar1 eozinofillerin modiile ettigi kanitlanmistir (68).

2.3.2.1.3 Bazofiller (Bazofilik Graniilositler)

Bazofiller, hematopoietik prekiirsorlerden koken almakta ve olasilikla diger graniilosit
ve monositlerle ortak bir prekiirsorden meydana gelmektedir. Miyeloblast: andiran bir
hiicreden tanmabilen ve spesifik bazofilik graniillere sahip olan ilk bazofil hiicresi olan
bazofil myelosit olusmaktadir. Notrofil olusumundaki ara evreler bazofiller i¢in kolaylikla
tanimlanamamuistir. Son olarak biiyiik koyu kirmizi-mor graniilleri ile olgun bazofil meydana

gelmektedir (68).
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Bazofiller, genel olarak, notrofillere benzer fakat cekirdekleri daha az segmentli
(cogunlukla sadece girintili veya kismen lobiile) olup graniilleri bazik boyalara gii¢lii afinite
gosteren daha biiyiikk graniillerdir (72). Bazofil graniilleri; histamin, heparin ve peroksidaz
icermektedir. Bazofiller, histamin ve eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis (ECF-A)
sentezler ve depolar. Ayrica uyarildiklarinda slow-reacting substance of anaphylaxis (SRS-A)
ve olasilikla PLT activating factor (PAF) sentezler ve salgilar, fakat onlar1 depo etmez.

Glikojen, graniillerin etrafinda bol miktarda bulunur (68).

Insan bazofili, kanda en az bulunan graniilosit tipidir. Bazofiller, olgun hiicreler
seklinde dolasimda bulunur ve kandaki WBC’lerin %0.5’ini olusturur (72). Bu hiicreler,
dokulardaki 06zellikle immiinolojik veya inflamatuar cevap bdlgelerine gegebilir fakat
dokulara yerlesmez. Bazofiller, kisa bir yasam siiresine sahiptir ve graniilositik 6zelliklerini

dokulara gog¢ ettikten sonra da siirdiirtir (78).

Bazofiller, alerjik astim gibi akut hipersensitivite reaksiyonlarinda rol oynamaktadir.
IgE, kolaylikla bazofil membranindaki reseptorlerine baglanir ve spesifik bir antijen
membrana baghi IgE ile etkilesime girdiginde, graniillerden akut hipersensitivitenin
mediatorleri (6rnegin; histamin, SRS-A, PAF, heparin, ECF-A) salinir. Bazofiller, ayrica, bazi
gecikmis hipersensitivite reaksiyonlar1 ve farkli bir degraniilasyon cevabmin meydana geldigi

kontakt alerjiler gibi kutandz bazofil hipersensitivitesi ile iliskilidir (68).

2.3.2.2 MNL (Agraniilositler)
2.3.2.2.1 Monositler

Monositler, nétrofillerin de progenitoriic. CFU-GM hiicresinden koken almaktadir. Bu
hiicreden monosit progenitdr hiicresi olan CFU-M meydana gelmekte ve o da monoblasta
doniismektedir. Kemik iliginde morfolojik olarak monoblasti miyeloblasttan ayirt etmek
miimkiin degildir. Bu serideki tanmabilen ilk hiicre promonosittir. Ardindan olusan monosit,
biraz daha kiigiiktiir ve hem kemik iliginde, hem de kanda bulunur. Kandan dokuya gegen
monositler ise makrofajlara doniislir. Makrofajlar, viicuttaki tiim dokularda bulunmakla
birlikte en fazla barsak, karaciger, kemik iligi ve dalakta bulunur (68). “Mononiikleer
fagositik sistem”, kemik iligi monoblast ve promonositleri, kan monositleri ve dokudaki

serbest veya sabit olarak bulunan makrofajlar1 icermektedir (79).

Monositler, scanning elektron mikroskobu ile incelendiginde belirgin yiizey

dalgalanmalar1 ve kabarciklar1 igeren kiire biciminde hiicrelerdir (79). Monosit, normal kanin
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en biiyiik hiicresidir. Bir RBC’nin yaklasik 2-3 kat1 ¢capa sahiptir (14-20 um) fakat daha kiiciik
monositlerle de karsilasilabilmektedir. Kismen lobiile ve at nalina benzeyen bir ¢ekirdegi
vardir (72). Sitoplazmalarinda bol miktarda kiiciik azurofilik graniiller bulunur. Azurofilik
graniiller; asit hidrolaz, arilsiilfataz, nonspesifik esteraz ve peroksidaz igermektedir.
Monositlerde birden fazla graniil tipi bulunabilir. Hiicre olgunlastik¢a, peroksidaz aktivitesi
azalmakta, asit hidrolaz, arilsiilfataz, nonspesifik esteraz aktivitesi artmaktadir (68).
Monositler, dokulara ge¢ip makrofajlara  doniistiikklerinde, hiicre hacimleri ve

sitoplazmalarindaki graniil miktar: artmaktadir (79).

Monositler, WBC’lerin ortalama %4’iinii olusturur (72). Bu hiicreler, dolagima girdikte
sonra 8,4 saatlik bir yarilanma 6mriine sahiptir. Kan monositleri ise, 1:3,5 oraninda dolasan
monosit havuzu ve marjinal monosit havuzunu meydana getirmektedir. Artmis talep
durumunda, monosit iiretimi hizlanabilir ve olgunlagmamis monositler kan dolasimina
cikabilir. Monositler, kandan ayrildiktan sonra, aylarca doku makrofaji olarak gorev yapar

(68).

Monositler, hareketli hiicrelerdir ve sitoplazmalar1 birgok mitokondri, mikrotubul ve
mikrofilament icerir. Bu hiicreler, inflamasyon ve kemotaktik uyariya aktif diapedez ile
damarlardan inflamasyon odagina gecerek cevap verir ve burada daha fazla fagositoz
kapasitesine ve hidrolitik enzime sahip olan makrofajlara doniistir (79). Mononiikleer
fagositik sistem; mikobakteriler, mantarlar, bakteriler, protozoalar ve viriislere karsi viicut
savunmasinda 6nemli rol oynar. Bu sistem, hem sivisal ve hem de hiicresel bagisikligin
tamamlayic1 bir bilesenidir. Hiicreler, antijenleri isler ve antijenin veya antijenik bilginin
lenfositlere iletilmesinde gorevlidir. Ayrica bir¢ok lenfokin ve monokine cevap verir ve hiicre
aracili immun yanitta efektor hiicre olarak rol alir. Monositler ve makrofajlar, antikor bagimli
hiicresel sitotoksisitede fonksiyon gosterir. Cesitli malign hiicreleri 6ldiirme yetenegine
sahiptir. Makrofajlar, yash hiicreleri ve hiicre artiklarin1 fagositoz ve sindirim yoluyla
uzaklagtirir. Makrofajlar; enzimler, kompleman bilesenleri, baglayici proteinler, pihtilasma
faktorleri, sitokinler ve biiylime faktorleri, kemotaktik faktorler, anjiogenez faktorleri ve
biyolojik olarak aktif lipidler gibi bircok molekiil sentez eder ve salgilar. Bu nedenle, bu
sistem, konak savunmasi, hematopoez kontrolii ve viicut i¢i ¢evrenin kontroliinii saglamak

gibi bir¢ok fonksiyona sahiptir (68).
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2.3.2.2.2 Lenfositler

Lenfositler, diger WBC’lerden morfolojik olarak kolaylikla ayirt edilebilen heterojen bir
hiicre grubudur. Bu hiicreler T lenfosit, B lenfosit ve natural killer (NK) hiicreleridir ve bu ii¢
lenfosit alt grubu ayn1 morfolojiye sahiptir. Bununla birlikte, B lenfositler plazma hiicrelerine

doniisebilmektedir ve plazma hiicreleri digerlerinden farkli bir morfolojiye sahiptir (80).

Her ti¢ lenfosit alt grubu, ortak lenfoid progenitor hiicreden kdken almaktadir. Ardindan
bu hiicre T/NK prekiirsorii ve B lenfosit prekiirsorii meydana getirmekte ve bu
prekiirsorlerden de ilgili hiicre serileri olugsmaktadir. Anlasildigi gibi, T lenfosit ve NK ortak
bir prekiirsorden, B lenfosit ise farkli bir prekiirsérden koken almaktadir. Fetal hayat boyunca
T hiicrelerinin olgunlasmas1 ve se¢imi Oncelikli olarak timusta gerceklesirken, B

hiicrelerininki kemik iligi ve periferal lenfoid organlarda meydana gelir (68).

[k tanmabilen B hiicresi progenitor B hiicresi (pro-B hiicresi) olup sitoplazmik veya
ylizeye bagli immunoglobulin icermez. Bu hiicre, gen yeniden diizenlenmesi ile
immunoglobulin iiretebilen pre-B hiicresine doniisiir. Pre-B hiicreleri ise yiizeye bagl
immunoglobulin eksprese edebilen olgun naif B lenfositleri meydana getirir. Olgun B
lenfositler; primer lenfoid follikiillerde, follikiiliin manto bolgesinde ve dolasimda
bulunmaktadir. Farklilasmanin ikinci asamasinda B hiicreleri antijenle etkilesime girer, T
lenfosit ve makrofajlarin varliginda degisime ugrar. Bu olay, lenfoid follikiiliin germinal
merkezinde meydana gelmektedir. Sonugta immunoglobulin salgilayan plazma hiicrelerine ya
da ayni1 antijenle karsilasildiginda olusan hizli humoral yanit1 saglayan memory hiicrelerine

doniisiir (68).

T lenfositlerin farklilasmasi i¢in timusun mikrogevresine ihtiyact vardmr. Kemik
iliginden ya da fetal karacigerden kdken alan progenitor T hiicreleri (pro-T hiicreleri), T hiicre
reseptorii (TCR) gen diizenlenmesinin gerceklestigi ve dolasima verilmek tizere fonksiyonel
olarak olgun T lenfositlerin olustugu timusa ve periferal veya sekonder lenfoid organlara go¢
eder. Olgun T lenfositler, timusun medullasinda pre-T hiicrelerinden meydana gelir. T
hiicrelerinin olgunlagma siireci komplekstir. Bu asamalar ii¢ evrede incelenebilir. Oncelikler
Pro-T hiicreleri, kemik iligi veya karacigerden timusun korteksine gog eder. Ikinci asamada,
bu hiicreler subkapsiiler korteksten i¢ kortekse ve ardindan da medullaya go¢ eder. Bu siireg
boyunca, yabanci antijenleri tanima yetenegi olan T lenfositler kalir ve viicudun kendi

antijenini tantyanlar ortadan kaldirilir (68).
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NK hiicreleri timusta gelisebilmekle birlikte, bu hiicrelerin farklilasmasi i¢in timik
cevreye ihtiyaci yoktur. NK hiicreleri sekonder lenfoid dokular ve kemik iliginde de

geligebilmektedir (68).

Lenfositler, genel olarak, spesifik sitoplazmik graniilleri olmayan hiicrelerdir. Kiigiik
lenfositler, yaklasik olarak RBC boyutundadir ya da biraz daha biiyiiktiir (6-10 pm). Tipik bir
lenfosit, sinirlar1 belirgin genellikle yuvarlak bir adet ¢gekirdege sahiptir. Cekirdek bazen bir
tarafindan girintili olabilir. Biiylik lenfositler ise, 12-15 pm ¢apinda, daha az yogun boyanan
bir ¢ekirdege, daha fazla sitoplazmaya sahip hiicrelerdir. Ozellikle ¢ocuklarin kanmda olmak
iizere kanda siklikla bulunur ve monositlerden ayrimi gii¢ olabilir. Biiyiik lenfositlerin iigte
birinin sitoplazmasinda birka¢ kirmizi-mor graniill bulunur. Bu graniiller, notrofilin
sitoplazmasindakilerden daha biiytiktiir. Boyut olarak kii¢iik ve biiyiik lenfositler arasinda
bulunan pek ¢ok hiicre vardir ve aslinda kiigtik, biiyiik lenfositler ve blast formlar birbirlerine
doniisebilmektedir. Bu nedenle lenfositleri kii¢lik ve biiyiik olarak siniflamak anlamli degildir
(72). Lenfosit sitoplazmasinda fosforilaz, asit hidrolaz, niikleaz ve mitokondriyal enzimler
gibi bir¢ok enzim bulunur. Peroksidaz reaksiyonlari, lenfositlerde negatiftir (80). Plazma
hiicreleri, bol sitoplazmaya, ekzantrik yerlesimli yuvarlak bir ¢ekirdege ve c¢ekirdege komsu
berrak bir zona sahiptir (68). NK hiicreleri ise baskin olarak biiyiik graniiler lenfositlerdir

(81).

Lenfositler, eriskinlerde tiim WBC’lerin ortalama %34’linii olusturur (72). Kanda
dolasan lenfositlerin biiyiik ¢cogunlugu T lenfositlerdir ve aylardan yillara kadar degisen
yasam siirelerine sahiptir. B hiicreleri daha ufak bir popiilasyonu (lenfositlerin %10-20’s1)

olusturur ve olasilikla giinlerle 6lciilebilen kisa yasam siirelerine sahiptir (68).

B lenfositler ve plazma hiicreleri, glikoprotein yapidaki immunoglobulinleri {iretir ve
bu molekiillerin ana fonksiyonu antijen baglamak oldugundan reseptorler olarak
nitelendirilebilir. Bir kisi, her biri farkli antijen baglama spesifitesine sahip 10-100 milyon
farkli immunoglobulin molekiilii sentezleyebilir. Humoral immun sistemdeki bu biiyiik
cesitlilik, normal sartlarda ¢cevremizde dogal olarak bulunmayan sentetik molekiiller de dahil
olmak iizere bircok maddeye kars1 spesifik antikorlar olusturmay1 saglar. Antikorun antijene
baglanmasi, kompleman aktivasyonu ve/veya immun komplekslerin WBC’lerde bulunan
reseptorlere baglanmasi gibi biyolojik agidan dnemli iglevlerin meydana gelmesini saglar. Bu

islevlerin sonucu olarak da yabanc1 madde pargalanir ve temizlenir (82).
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Immunoglobulinlerden farkli olarak, T hiicre reseptdrleri, genellikle peptidler olmak
iizere antijenlerin ufak parcalarmi tanir. Bu antijenik parcalar, diger bir hiicrenin major
histocompatibility complex (MHC) molekiillerinin peptid baglayan bir bolgesine yerlesmistir.
T hiicresi, immun tanima i¢in diger hiicre ile arasinda intraselliiler etkilesimlere gereksinim
duymaktadir ve bu diger hiicre bazen antijen sunan hiicre olarak adlandirilmaktadir. T
hiicresinin cevabi, T hiicre reseptoriiniin baglanmasiyla meydana gelen sinyalin yogunluguna
baghdir.  Ayrica, bu sinyal, antijen sunan hiicrenin membraninda bulunan yardimci
molekiillerin diger T hiicre reseptorlerine es zamanli olarak baglanmasiyla modifiye
olmaktadir. Bu nedenle, T hiicrenin immun tanimasi, immun aktivasyon ve T hiicre
cogalmasindan spesifik T hiicre toleransi ve/veya programlanmis hiicre 6liimiine kadar genis
bir aralikta sonuclanabilir (83). T hiicreleri, genel olarak, hiicre aracili sitotoksik
reaksiyonlardan, gecikmis hipersensitiviteden sorumlu olup immun cevabi diizenleyen

sitokinler tiretir ve B hiicreleri i¢in helper aktivitesi gosterir (84).

NK hiicreleri, dig uyarana onceden sensitize olmasi gerekmeden karsilik verme
yetenegine sahip oldugundan, enfeksiyoz mikroorganizmalara veya bazi durumlarda
neoplastik hiicrelerin varhigna hizli bir sekilde tepki verebilir. Bu hiicreler, fagositik
hiicrelerle birliktedogustan gelen veya dogal savunmanin efektorleridir. Ayrica bu hiicreler,
erken immun cevap boyunca enfeksiydz ajanlarla ve antijenlerle etkilesime girerek, antijen
sunan hiicreler, B ve T hiicrelerinin fonksiyonlar1 iizerinde hem uyarict hem de inhibe edici

etkileri vardir. NK hiicrelerinin hematopoezde de diizenleyici etkilere sahiptir (81).

233 PLT

PLT’ler, RBC’lerle ortak progenitor hiicre olan colony forming unit- megakaryocyte-
erythroid (CFU-MegE) den meydana gelen colony forming unit- megakaryocyte (CFU-Meg)
progenitor hiicresinden kdken alir. Bu hiicreden ise bu seriye ait taninabilen ilk hiicre olan
megakaryoblast meydana gelir. Sirasiyla; promegakaryosit ve graniiler megakaryosit
evrelerinin ardindan olgun megakaryosit olusur. Megakaryosit gelisimi, niikleer boliinmenin
oldugu ve sitoplazmik boliinmenin gerceklesmedigi endomitozla karakterizedir. Bu nedenle

megakaryositler loblu bir nukleusa sahiptir (68).

PLT olusumu, kompleks bir siirectir. Megakaryositler, invajine olmus ylizey membrani

olusturur. Bunun amaci, proplatelet olarak adlandirilan megakaryositlerin olusturdugu
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dallanan pseudopodal ¢ikintilar i¢in membran rezervi olusturmaktir. Proplatelet olusumunda
ve graniil ve organel bilesenlerinin bu yapilara tasinmasinda mikrotubul aktivitesi 6nemli rol
oynamaktadir. PLT’ler, bu yapilarin u¢ kisimlarindan olusturulup mikrotubul aktivitesi ile
megakaryositten saliir (68). Dolayistyla, PLT ler ¢ekirdek i¢cermeyen hiicre pargaciklaridir
(85).

Ortalama PLT cap1 bireyler arasinda farklilik gostermekle birlikte yaklagik 1,5-3,0 um
arasinda degismektedir. Oval veya yuvarlak sekilli ve Wright boyasiyla kirmizi-mor grantiller
iceren yapilardir. PLT ler, a-graniiller ve “dense graniiller” olmak tizere iki ¢esit graniil igerir.
a-graniiller, PLT de en fazla bulunan (PLT basina 50-70) graniillerdir. Bu graniiller; B-TGB,
PLT faktor 4 (PF4), proteoglikan, von Willebrand factor (vWF), multimerin ve faktér V
icermektedir. Dense graniillerde ise yiiksek miktarda kalsiyum, serotonin, adenozin difosfat
(ADP) ve adenozin trifosfat (ATP) bulunmaktadir. Bu graniiller ayrica, pirofosfat, guanozin

difosfat (GDP) ve magnezyum da icermektedir (85).

PLT’lerin kandaki referans araligi saghkli erigkinlerde 172000 — 450000
adet/uL’dir(72). Yeni salinan PLT’ler; daha biiyiik, metabolik olarak daha aktif ve hemostatik
acidan daha etkilidir. PLT’ler dolasimda sabit bir konsantrasyonda bulunur (275000 adet/uL).
Herhangi bir zamanda PLT lerin iicte ikisi dolasimdayken {icte biri dalakta bulunur. PLT ler
dolasimda 8-10 giinliik bir yagsam siiresine sahiptir (68).

PLT’ler, kan damarlarmin biitlinliigiiniin siirdiiriilmesinde, zedelenen kan damarlarindan
kan kaybmi onlemek i¢in hemostatik tikaglarin olusturulmasinda ve plazma faktorlerinin
pihtilagsma islevinin desteklenmesinde gorevlidir (68). PLT pihtilasma aktivitesi; PLT
yilizeyindeki negatif ylikli fosfolipidlerin agiga ¢ikarilmasi, PLT mikropartikiillerinin iiretimi,
PLT faktor V’in salinmas1 ve aktivasyonu ve olasilikla aktive olmus pihtilagsma faktoérleri i¢in
reseptorlerin aciga ¢ikarilmasindan kaynaklanir. PLT aktivasyonuyla birlikte, membran ve
PLT ici iskeletin kompleks reorganizasyonu ile PLT ler sekil degistirir. Ayrica; a-graniiller,
dense body’ler ve lizozomal icerik dis ortama salnir. Aktivasyon siireci, arasinda ADP,
epinefrin, trombin, kollajen, tromboksan A2, vazopressin, serotonin, PAF, lizofosfatidik asit,
sfingozin-1-fosfat ve fosfoinozitid metabolizmasi, trombospondin gibi agonistler ve
arasidonik asit salinimi ve tromboksan A2 olusumu, bircok hedef proteinin fosforillenmesi
gibi sinyal transdiiksiyon yolaklar1 i¢in reseptorler gerektirir. PLT aktivasyonuyla birlikte

hiicre i¢i kalsiyum artar ve bu artig daha sonra aktivasyona katkida bulunur. PLT aktivasyonu;
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glikoprotein IIb-IIla reseptoriinde konformasyonel degisiklik ve PLT aggregasyonu ile

sonuglanir (85).

Tiim bu kan hiicrelerine ve onlarla iligkili parametrelere ait ortalama degerler ve

referans araliklar1 Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1 : Kan sayimi1 parametreleri ortalama degerleri ve referans araliklar1 (72).

Parametre Kadm Erkek
WBC savist, adet/ul kan 7800 (4400 - 11300)

RBC savist, adet/uL kan 5210000 (4320000 - 5900000} 4600000 (4100000 - 5100000)
Hb, g/dL kan 15,7(14,0-17.5) 13,8(12.3-15.3)
Hematokrit (HCT), (%) 46 (41,5-504) 40.2 (33,9 - 44.6)
Ortalama RBC hacmi (MCV), {L/.RBC 88.0 (80.0-96,1)

Ortalama RBC Hb'i (MCH). pg/RBC 304(275-332)

Ortalama RBC Hb konsantrasyonu 344(334-3355)

(MCHC), g/dL RBC

RBC dagilm genisligi, %Coefficient 13.1(11,6 - 14,6)

of variation (CV)

PLT sayisi. adet/ul kan 311000 (172000 - 450000)

2.4 HEMOLIZ

Hemoliz in vivo ve in vitro olmak {izere iki baslik altinda incelenebilir :

2.4.1 1in Vivo Hemoliz

In vivo hemoliz, viicutta gerceklesen hemolizdir ve dolasimda gerceklesirse

intravaskiiler, dolasim disinda gergeklesirse ekstravaskiiler hemoliz olarak adlandirilir (86).

Normalde yasam siiresini tamamlayan RBC’lerin yikimi ekstravaskiiler ve intravaskiiler
olmak tizere iki sekilde meydana gelir. Ekstravaskiiler yikim, normalde RBC’lerin yikiminda
baskin olan tiptir ve Ozellikle dalak ve karacigerdeki makrofajlar tarafindan
gerceklestirilmektedir (74). Intravaskiiler yikim ise, daha az siklikta goriilir ve RBC

membranlarmmim dolasim sirasinda parcalanmasiyla meydana gelir (8,74).
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Bazi hastaliklarda RBC’lerin yasam siiresi kisalir, kemik iligi yikilan hiicrelerin yerini
dolduramaz ve bu durum anemi ile sonuglanir. Hemolitik anemi adi verilen bu hastalik
grubunda RBC’ler, makrofajlar tarafindan ekstravaskiiler olarak yikilabilir (ekstravaskiiler
hemoliz) ya da daha az siklikla membranlar1 dolasim sirasinda parcalanir (intravaskiiler
hemoliz) (8). Hemolitik anemilere neden olan 200’den fazla neden tanimlanmistir. Bu
nedenler genel olarak RBC membran defektleri, anormal Hb’ler, RBC’nin enzimatik
defektleri, RBC’lerin immun yikimi, ilaglarm neden oldugu toksik ve immun etkiler, mekanik

hasar ve hipersplenizmi igermektedir (17).

In vivo hemolize yol agan baslica nedenler Tablo 2’de 6zetlenmektedir :
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Tablo 2 : in vivo hemolize yol acan baslica nedenler (17).

Kalitsal hemolitik anemiler
1. Hb tiretim bozukluklar
a. Talassemiler
b. Orak hiicreli anemi
2. RBC membran iiretim bozukluklar1
a. Herediter sferositoz
b. Herediter eliptositoz
c. Paroksizmal nokturnal hemoglobiniiri
3. RBC metabolizmas1 bozukluklar1
4. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz eksikligi
5. Piriivat kinaz eksikligi
Kazamilmis hemolitik anemiler
1. Immun-aracili nedenler
a. Mycoplasma pneumonia enfeksiyonu (soguk aglutinin hastalig1)
b. Otoimmun hemolitik anemi
¢. Otoimmun hastaliklar (sistemik lupus eritamatozus ve kronik lenfositik 16semi)
2. Hipersplenizm
3. Yaniklar
4. Enfeksiyonlar
a. Malaria
b. Babesiosis
c. Clostridium
5. Dolasimda meydana gelen mekanik hasar
a. Yaygin intravaskiiler koagiilasyon
b. Hemolitik {iremik sendrom
c¢. Trombotik trombositopenik purpura
d. Prostetik kalp kapaklar1
c. HELLP sendromu (hemoliz, karaciger enzim yiiksekligi ve PLT diistikligii)
6. Farkli kan grubundan kan transflizyonu
7. llaglar, toksinler ve diger nedenler

Hemolitik siirecin klinik dnemi, hemoliz baslangicinin ani olup olmamas: ve RBC
yikiminin derecesi ile iligkilidir. Hafif hemolizi olan hastalar asemptomatik olabilirken, ciddi
olgularda anemi hayati tehdit edici olabilir ve bu tabloya dispne, anjina ve pulmoner

dekompanzasyon eslik edebilir (17).

28



2.4.2 in Vitro Hemoliz

Ornegin almmasindan analizine kadar olan siiregte meydana gelen gesitli preanalitik
nedenlerden kaynaklanan hemoliz in vitro hemoliz olarak adlandirilmaktadir (10). In vitro
hemoliz, hem yatan hem de ayaktan hastalardan acil ve rutin olarak gelen uygunsuz

orneklerin en 6nde gelen sebebidir (2,7,38,41).

Biyolojik nedenlerin aksine, in vitro hemoliz 6rnegin alinma, tasinma ve islenmesi
sirasinda meydana geldiginden dolay1 ¢ogu durumda &nlenebilirdir (10). In vitro hemolizin

olasi nedenleri Tablo 3’te 6zetlenmektedir:
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Tablo 3 : In vitro hemolizin olas1 nedenleri (17).

1. Hastaya bagh nedenler
a. Frajil veya zor venler
b. Ven bolgesinin elverissiz olmasi
c. Hematom, lenfoédem ve travma bdlgelerinden kan alimi

2. Kam alan kisiye bagh nedenler
a. Kan alma becerisinin yetersiz olmasi
b. Dogru kan alma uygulamalari ile 1lgili bilgi yetersizligi

3. Ornek alimn ile ilgili nedenler
a. Uzamis turnike uygulamasi (6rnegin; >3 dakika)
b. Antiseptik ¢ozeltilerin kan alma bdlgesinden yeterince uzaklagtirilmamasi
c. Vene basarisiz ve/veya tekrarlayan girigimler
d. Kiigiik ¢apli ignelerin kullanilmasi (6rnegin; <22 gauge)
e. Uygun olmayan gereglerle kan alimi

f. Kan alma sirasinda kullanilan sistem i¢inde kanin kismi tikaniklik yaratmasi ve/veya
pthtilagsmasi

g. Travmatik kan alimi1
h. Kan alimi sirasinda venin kagirilmasi
i. Tiiplin gereginden az ya da fazla doldurulmasi

4. Ornek islenmesi ile ilgili nedenler

a. Katki maddesi igeren tiiplerin uygunsuz sekilde karistirilmasi (6rnegin; antikoagiilan
icerenler)

b. Tiipiin siddetli bir sekilde ¢calkalanmasi1
c. Enjektor ile alinmis kanin primer tiipe tazyikli bir sekilde aktarimi

5. Ornegin tasinmasi ile ilgili nedenler
a. Uygun olmayan tagima yontemi (6rnegin; pndmotik tiiplerin kullanimi1 veya kuryeler)
b. Uygun olmayan tagima kosullar1 (sicaklik, siire, nem)
c. Gecikmis santrifligasyon

6. Ornegin islemlenmesi ile ilgili nedenler
a. Uygun olmayan santrifiigasyon kosullar1 (hiz, siire ve sicaklik)
b. Serum veya plazma ile hiicreler arasindaki bariyerin zayif olmasi
c. Santrifligasyon sonras1 0rnegin tekrar dondiiriilmesi

7. Ornegin saklanmasi ile ilgili nedenler
a. Uygun olmayan saklama kosullar1 (6rnegin; siire ve sicaklik)
b. Tam kan 6rneklerinin dondurulup ¢oziilmesi
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Tablo 3’te de goriildiigii gibi, in vitro hemolize yol acan etkenler, hasta basinda
baslamakta ve 6rnegin analizine kadar olan siire¢ boyunca devam etmektedir (10). Listelenen
nedenler arasinda hemolize yol acanlarin ¢ogu laboratuvarin kontroliiniin disinda
gerceklesmekle birlikte, uygunsuz Ornekler ve yanlis test sonuglarindan hatali bir sekilde

laboratuvarlar sorumlu tutulmaktadir (8,37).

2.4.3 Hemolize Yol A¢can Nedenler

2.4.3.1 Kan Ahm {le iliskili Hemoliz Nedenleri

Ozellikle RBC’ler olmak iizere tiim kan hiicreleri frajil hiicrelerdir ve mekanik travma,
ozmotik sok (izotonik olmayan sivilara maruziyet), diisiik ve yiiksek sicakliklara (6rnegin;
laboratuvara tasinma agamasi) maruz kaldiklarinda parcalanmaya egilimlidirler. Dolayisiyla
kan alimi sirasinda travmatize olan ven, ilk tiipe alinan kanin hemolizli olmasina yol acabilir
fakat ardindan 6rnek alinan tiiplerde boyle bir sorun yasanmaz. Ayrica hizli aspirasyon da
igne boyunca meydana gelen fiziksel kuvvetler ve tiirbiilans nedeniyle hemolize neden
olmaktadir. Antekiibital bolge disinda bulunan venler (6rnegin; el venleri), hassas ve
kolaylikla travmatize oldugundan bu boélgelerden elde edilen 6rneklerin hemolizli olma

thtimali daha yiiksektir (8).

Kan alim islemi swrasinda antiseptik amagli kullanilan alkol kurumadan Ornegin
almmas1 da diger bir hemoliz nedenidir. Bu durum, alkoliin RBC membranina yapisarak

hiicrenin par¢calanmasia neden olmasindan kaynaklanmaktadir (8,87).

Kan alinan tiiplerin eksik doldurulmasi, hemolize neden olan faktorlerdendir. Buradaki
mekanizma, Ozellikle EDTA olmak {iizere tiipte bulunan katki madddelerinin 6rnegin
azligindan dolay:1 yiiksek konsantrasyona ulagsmasi ve RBC membraninin yirtilmasina yol
acmasidir (10). Yanls tiipe kan alimi da kimyasal ve fiziksel etkilerden dolay1r hemolize

neden olabilmektedir (8).

Kan alim sirasinda karsilagilan baska bir hemoliz sebebi, uzun siire (6rnegin 3-5 dakika
iizerinde) turnike uygulanmasidir (8). Saleem ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada turnike
stiresinin bir dakikanin lizerinde olmasmin hemolizle iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir (88).
Olusan uzamis vendz stazin hemolize nasil yol a¢tigi tam olarak bilinmemekle birlikte,
hemokonsantrasyon ve hiicre ic¢indeki su dengesinde degisikliZe neden olarak RBC ve

PLT’lerin parcalanmasina yol acabilecegi tahmin edilmektedir. Turnike kullanimimna bagh
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olmaksizin yumruk sikilip ag¢ilmasi da RBC’lerin hasarlanmasina neden olarak hemolize yol

acabilmektedir (8).

Kan alim1 sirasinda kullanilan geregler de bu konuda 6nem tagimaktadir. Vakumlu tiip
sistemleri, laboratuvar analizi i¢in iyi kalitede Orneklerin elde edilmesi agisindan kullanigh
gibi goriinmektedir (8,89-91). Bununla birlikte; intravendz kateterler, enjektorler, kiigiik
capl igneler ve kelebek setler gibi gereglerle kan alim1 hemolize yol agmaktadir. Intravenoz
kateteri olan hastalarin kateterlerinden kan alimi; hasta ve kan alan kisi acisindan daha
giivenli olmasi, ek maliyet gerektirmemesi, hasta konforu agisindan daha uygun olmasi gibi
nedenlerden dolay1 tercih edilmektedir (8). Ozellikle acil servislerde zaman kazandirmasindan
dolay1 intravendz kateterden kan alimi hastaya kateter ilk olarak takildiginda
gerceklestirilmektedir (92). Bununla birlikte, bu geregler ile kan aliminm hemolize neden
oldugu cesitli c¢alismalarla gosterilmistir (93-96). Bundan sorumlu tutulan baslica
mekanizma, biaksiyal gerilim esiginin asilmasidir. Bu durum ise hiicre membraninin
porlarindan hiicre iceriginin digar1 kacisi ya da membranin pargalanmasiyla sonuglanir.
Ayrica, kanin bu araglarin ig¢inde farkli c¢aplardan ve acgilardan gegisinden kaynaklanan
tiirblilans da hemoliz olusumunda rol almaktadir. Bu kateterlerden elde edilen hemolizli
ornekler ise; tekrarlayan kan alimlarina, tedavide gecikmelere, hasta memnuniyetinin
azalmasma ve bakim maliyetlerinin artmasina neden olabilmektedir. Kan alirken kullanilan
enjektorler, ven i¢ine uygulanan vakum ya da basinci kontrol edebilme imkani saglamasi
baslica avantajidir (8). Bununla birlikte, bu gerecler kullanilirken uygulanan asir1 vakum ve
pistonuna uygulanan fazla giic, makaslama kuvvetleri olusturmakta ve hemolize neden
olmaktadir (89,90). Bu gereclerin, hemolize neden oldugu vakumlu tiip sistemleri ile
karsilastirildigr cesitli calismalarla ortaya konmustur (89-91). Kan aliminda enjektdrler,
intravendz  kateterler gibi gereclerle kullanilan igneler, gauge birimine gore
derecelendirilmektedir ve bu deger ignenin i¢ capi ile ters orantilidir (97). Igne capinin kiigiik
olmasi, kani biiyiik bir kuvvetle kiiclik bir delikten gegmeye zorladigindan hemolize neden
olabilmektedir (98). Lippi ve arkadaslari, 25-gauge veya alt1 olan ignelerle kan alimi ile
hemolizle iligkili olan potasyum ve diger analitlerin artis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptamislardir (99,100). Bu yazarlar, 25-gauge veya alt1 gibi kiigiik ¢apli ignelerin
yenidoganlar ve vendz giris sorunu olan hastalar i¢in kullanilmasmi dnermektedirler (99).
Biiytik ¢apli igneler (6rnegin 18 gauge’tan biiylik)’in kullanimi da venin hasarlanmasima yol

acabilmesi ve fazla miktarda kanin tiipe daha hizli ve kuvvetli girebilmesinden dolay1
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hemolize neden olabilmektedir (8,98). Bu nedenle kan alimi i¢in standart gauge ignelerin
(6rnegin; 19-gauge ve 21-gauge arasi) kullanimi 6nerilebilir. Kan aliminda kullanilan kelebek
setler, esnek plastik kanatlara takili bir igne ve bu kanatlarin arka tarafindan uzanan bir boru
sistemine sahip gereclerdir (8). Igneleri ince oldugundan (21-gauge veya 23-gauge) pediatrik
veya kiiciik ve frajil venleri olan hastalarda tercih edilmektedir (97). Fakat bu gereclerin
pahali olmasi ve tiipin yeterince doldurulamamasi, hemoliz gibi nedenlerle laboratuvar
analizi acisindan uygunsuz Orneklere yol agmasi dezavantajlari arasindadir (8). Lippi ve
arkadaslar1 bu gereglerle klasik igneleri karsilastirdiklar1 calismalarinda birkag test sonucunda
anlaml bir farklilik tespit etmekle birlikte iki yontem arasinda hemoliz agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik saptamamislar ve belli durumlarda uygun bir teknik
kullanildiginda kelebek setlerin klasik ignelere giivenilir bir alternatif olabilecegi sonucuna

varmiglardir (100).

Kan 6rnegini alan kisinin becerisi ve kan alma konusundaki egitim diizeyi de bu konuda
etkili bir faktordiir (90,101,102). Ong ve arkadaslari, yaptiklar1 calismalarinda kan alma

egitimi sonrasinda hemoliz oranlarinin azaldigini ortaya koymuslardir (102).

Kan 6rneginin enjektdrden direkt olarak tiipe aktarimi da hemolize neden olabilmektedir
(8,89,101). Bunun nedeni, pistona uygulanan fazla gii¢ nedeniyle kanin tiip i¢ine kuvvetli bir
sekilde girmesidir (8,101). Ornegin katki maddesi igeren tiipe almmasmin ardindan
calkalanmas1 veya kuvvetli bir sekilde karistirilmasi da hemolize yol agmaktadir
(10,15,98,101). Dogru yontem, tiipiin yumusak bir sekilde 8-12 kez alt iist edilmesidir
(98,101).

2.4.3.2 Kan Orneginin Tasinmasi ve Saklanmasi Ile iliskili Hemoliz Nedenleri

Uygun Ornek tasmmasi, laboratuvar test sonucunun dogru ve zamaninda elde
edilmesinde biiyilk énem tagimaktadir. Ornek tagmnmasinda etkili olan sicaklik, nem gibi
faktorler, 6zellikle 6rnegin santrifiij edilmemis olarak ve uzun mesafe ve/veya ¢ok uzun siire

tagindig1 durumlarda kritiktir (8).

Ornek tagmmasi sirasinda meydana gelen in vitro hemolizle iligkili sorunlarin cogu tam
kan orneklerinin uzun mesafe tagmmasi sirasinda meydana gelmektedir. Bunun nedeni, serum

veya plazmanin kan hiicreleri ile temasmin hemolizi tetikleyebilmesidir (8).
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Ornek tagmmas: sirasinda meydana gelen diger bir hemoliz nedeni ise drnegin maruz
kaldigt mekanik travmadir. Bu durum o6zellikle Ornekle temasm arttigt durumlarda

siddetlenmektedir (8).

Orneklerin laboratuvara ulastirilmasinda kullanilan pndmotik tiip sistemlerinin test
istemi ile test sonucunun ¢ikmasi arasindaki siireyi kisalttigi bilinmektedir (103,104). Bu
sistemlerin ornek kalitesini etkilemedigini gosteren cesitli calismalar mevcuttur (104—106).
Bununla birlikte, bu sistemlerin kullaninminin hemolize neden oldugunu gdésteren ¢alismalar
da bulunmaktadir (107-110). Meydana gelen hemolizden sistemdeki ag¢ilanmalar, ani
hizlanma ve yavaslama, tiipiin kismen dolu olmasi gibi faktorler sorumlu tutulmaktadir
(8,111). Farkli laboratuvarlarin farkli pnomotik sistem yapilandirmasi ve farkli 6rnek tiplerini
kullanmalarindan dolay1 her laboratuvarin 6rneklerin hemoliz seviyelerini degerlendirmesi

Onerilmektedir (107,108).

Kan 6rnegindeki in vitro hemoliz, 6rnegin uzun siire veya uygun olmayan kosullarda
(6rnegin; ¢ok sicak veya cok soguk) saklanmasi durumunda da meydana gelebilmektedir
(8,66,98). Ozellikle serum veya plazmanin uzun siire RBC’lerle temas ettigi durumlar
hemolizle sonuglanabilmektedir. Kan tiiplerinin direkt olarak buzla veya soguk jel
paketleriyle temasi da hemolize neden olabilmektedir. Hemolizden kaginmak i¢in tam kan

orneklerine kesinlikle dondurup ¢6zme islemi uygulanmamalidir (8,15,66).

2.4.3.3 Ornegin islenmesi ile iliskili Hemoliz Nedenleri

Laboratuvara ulasan antikoagiilan madde iceren tiipler santrifiij edilerek plazma,
icermeyenler santrifiij edilerek serum elde edilir. Plazma eldesi i¢in herhangi bir bekleme
stiresine gerek olmazken, serum Orneklerinin pihtilagmasi icin santrifiij edilmeden 6nce 30
dakika beklenmelidir. Pihtilagsma aktive edildigi takdirde bu siire daha kisadir (66). Kan
Orneginin pihtilagma tamamlanmadan santrifiij edilmesi ya da antikoagiilan tedavi alan
hastalarin kismen pihtilagsmis Orneklerinin santrifiij edilmesi in vitro hemolize neden
olmaktadir (15). Heparinle kontamine diiz tiipe alinmis olan Ornekler de, pihtilasmanin

tamamlanamamasindan dolay1 hemolize yol agabilmektedir (8).

Santrifij isleminin gecikmesi de bilinen in vitro hemoliz nedenlerinden biridir
(112,113). Hiicre membran biitlinliiglinii bozabilmekte ve yanlig test sonuglarma neden

olabilmektedir (113,114).
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Santrifiij hizinin yiiksek olmas1 da hemolize neden olmaktadir. Bu durum biiyiik gravity
(g) kuvvetlerine maruz kalindiginda meydana gelen mekanik stresten kaynaklanmaktadir

(115).

Tiipiin i¢inde bulunan jel gibi mekanik bariyerlerin biitiinliigiiniin bozuk olmasi da
tekrar santrifiij edilen 6rneklerde hiicrelerin seruma geri kagmasina ve dolayisiyla santrifiij

sirasinda pargalanmasina neden olabildiginden hemolize yol agabilmektedir (8).

2.4.4 Hemolizin Laboratuvar Bulgulan

In vitro hemoliz, in vivo hemolize gdre daha sik goriilmekle birlikte in vivo hemoliz
patolojik kokenli olmasi ve laboratuvar sonuglarinin hastaligin tani, tedavi ve izlemi i¢in
gerekli olmasindan dolay1 6nem tasimaktadir (15). Bu nedenle, in vivo hemoliz siiphesi olan

olgularin 6rneklerinin reddi, tibbi kétii uygulamadir ve 6liimle sonuglanabilmektedir (15,116).

Bir hemolitik sendromdan siiphelenildiginde, haptoglobin diislisii ve laktat
dehidrogenaz (LDH), indirekt bilirubin, retikiilosit indeksi artis1 hemolizin derecesine
baghdir. Siddetli hemolizde LDH, indirekt bilirubin ve haptoglobindeki degisiklikler 24 saat
icinde gercgeklesir. Bununla birlikte, retikiilosit indeksindeki degisiklik en erken iki giin sonra

meydana gelir (15).

Kan hiicrelerinden salman ve intraselliler konsantrasyonlar1 ekstraselliiler
konsantrasyonlarindan 10 kat yiiksek olan bilesenlerin serum konsantrasyonlari, in vivo ve in
vitro hemolizde onemli &lciide artabilmektedir. Ozellikle potasyum, LDH ve Aspartat
transaminaz (AST) seviyeleri artmaktadir (15,66). Hemoliz durumunda serumla plazma
arasinda farklilik olan bilesenler parcalanan kan hiicrelerinden (6zellikle PLT’lerden)
kaynaklanmaktadir. Potasyum, néron spesifik enolaz ve asit fosfataz bunlara 6rnek olarak

verilebilir (14,15,66).

Plazma haptoglobin azalmasi, hemoliz bdlgesinden bagimsiz olarak in vivo RBC
par¢alanmasmin hizli taninmasinda giivenilir bir belirte¢ olarak goriilmektedir. Diger olas1
belirteclerden farkli olarak haptoglobin seviyeleri in vitro hemolizden etkilenmemektedir.
Bunun nedeni, RBC yikimi sonrasinda dolasimda meydana gelen haptoglobin-Hb
komplekslerinin monositler ve doku makrofajlar1 tarafindan Cluster of Differentiation 163

(CD163) reseptorleriyle hizlica dolasimdan uzaklastirilmasidir. Haptoglobin, ¢ogu klinik
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kimya cihazinda Olgiilebilmektedir ve bu nedenle hem acil hem de rutin uygulama i¢in
uygundur. Dolayistyla in vivo hemolizin in vitro hemolizden ayrimi gerektigi durumlarda
laboratuvarda analizi yapilabilen degerli bir belirtectir. Haptoglobin &lgiimiinde dnemli bir
nokta, baz1 immunolojik yontemlerin haptoglobin-Hb kompleksi ile serbest haptoglobini ayirt
edebilme yeteneginin farklilik gostermesidir. Ayrica, haptoglobin akut faz reaktani
oldugundan, eslik eden enfeksiyonlar, diger reaktif durumlar ve kronik hemoliz dogru bir

sekilde diglanmalidir (8).

Retikiilositoz hemolitik anemilerde sik goriilmekle birlikte spesifik degildir. Ciinkii
RBC iiretiminin artis1, kan kayb1 veya demire kemik iligi yaniti, B12 vitamini ve folik asit
eksiklikleri ile iligkilidir. Ayrica kemik iligi baskilanmis olan hastalarda siiregelen siddetli
hemolize ragmen referans aralifa yakin olabilmektedir. Yiiksek MCH ve MCHC degerleri,
sferositozu akla getirebilmektedir. Serum LDH artis1 hemolizde yaygindir fakat hemolize
spesifik degildir. Bu enzim, viicudun her yerinde bulunur ve viicudun herhangi bir yerinde
bulunan iskemik veya neoplastik hiicrelerden de salinir. LDH-1 ve LDH-2 izoenzimleri RBC
yikimina daha spesifiktir fakat bu izoenzimler hasarlanmis miyokarddan da salmnir. In vivo
hemolizli hastalarda indirekt bilirubin artis1 gézlenir fakat bu parametrenin artmasi, Gilbert

sendromunun tanisinda da 6nemli bir 6zelliktir (8).

Idrarda Hb varligi, intravaskiiler hemolizde meydana gelir ve bu durum fHb
konsantrasyonu kanda dolasan haptoglobin kapasitesini astiginda ortaya ¢ikar. Hemoglobiniiri
koyu renkli bir idrara neden olur; fakat porfiri, miyoglobiniiri gibi baska durumlar da bu

goriintiiye yol acabilir (8).

Birlikte ele alindiginda; yiiksek LDH ve diisiik haptoglobin, hemoliz tanisinda ve in
vivo ve in vitro hemolizin ayirt edilmesinde en etkili ve yaygin testlerdir (8). Ayrica Blank ve
arkadaslari, artmis LDH aktivitesi ile referans araliktaki potasyum degerlerinin 6ncelikli
olarak in vivo hemolizi gdsterdigini one siirmiistiir (21). Intravaskiiler hemoliz sirasinda kan
hiicrelerinden salinan potasyum genel olarak tiim viicut sivilarmna dagilir ve bu durum
hemoliz nedeniyle kana salman potasyumun artan konsantrasyonunu bu sekilde azaltir.
Bobrekler de potasyum fazlaligini erken donemde uzaklastirr. LDH ise, daha biiylik bir

molekiil oldugundan vaskiiler boslukta daha uzun siire kalir ve klirensi daha yavastir (8,21).

In vivo hemolizden siiphelenildigi durumlarda, klinik &ykii, fizik muayene, periferik

kan yaymasi ve tam kan sayimi gibi laboratuvar analizleri hemolizin etyolojisini saptamak

36



icin gereklidir. Tam kan sayimi, anemi ve WBC anormalliklerinin tanisinda yardimc1 olur,
PLT sayist ise altta yatan bir enfeksiyonu veya hematolojik bir maligniteyi dislayabilir, ¢linkii
hemolitik anemilerde PLT sayis1 genellikle referans aralik igindedir. Trombositopeni;
sistemik lupus eritamatozus, kronik lenfositik 16semi, ve mikroanjiyopatik anemide meydana
gelebilir (8). Periferik kan yaymasinda hemolizi akla getiren bulgular; poikilositoz, orak
hiicreler, sistozitler ve sferositlerdir (86). Bu tetkikle ayrica hemolizle iligkili altta yatan bir

hematolojik malignite (6rnegin, kronik lenfositik 16semi) ortaya konabilir (8).

RBC indeksleri de tamida yararhidir. MCV ve MCH’nin disiik seviyeleri, kronik
intravaskiiler hemoliz sonucu meydana gelebilen mikrositer hipokrom anemi ile iligkilidir.
Yiiksek MCV ise genellikle megaloblastik anemi ve karaciger hastaliklarindan kaynaklanan
makrositik anemi ile iliskilidir. Direkt Coombs testi, otoimmun hemolitik anemisi olan

hastalarda genellikle pozitiftir fakat olgularin %10’una kadar negatif olabilir (8).

2.4.5 Klinik Biyokimyada Hemolizin Neden Oldugu Interferansin Mekanizmalan

Hemolizli orneklerdeki interferans, Hb ve diger intraselliiler icerigin cevre siviya
gecmesine dayanir. Burada, ii¢ interferans mekanizmasi rol oynamaktadir: (a) Analitlerin
intraselliiler ve ekstraselliiller konsantrasyon farklarindan kaynaklanan interferans, (b)

Kimyasal interferans ve (c) Spektrofotometrik interferans (8).

2.4.5.1 Analitlerin int}‘asellﬁler ve Ekstraselliiler Konsantrasyon Farklarindan
Kaynaklanan Interferans

Bir analit, kan hiicresi i¢cinde daha yiiksek konsantrasyonda ise hiicre igeriginin
plazmaya karigmasi ile konsantrasyonu artar; daha diisiik konsantrasyonda ise plazma diliie

olarak konsantrasyonu diiser (117).

Kan hiicrelerinden saliman ve intraselliiler konsantrasyonlar1 ekstraselliiler
konsantrasyonlarindan 10 kat yiiksek olan bilesenlerin serum konsantrasyonlari, in vivo ve in
vitro hemolizde 6nemli dlgiide artabilmektedir. Ozellikle potasyum, LDH ve AST seviyeleri
artmaktadir (15,66). Hemolizde meydana gelen magnezyum ve fosfor diizeylerindeki artis da
intraselliiler konsantrasyonlarinin ekstraseliilere gore ¢ok daha yiiksek olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, magnezyumun intraselliiler konsantrasyonu plazma

degerinden yaklasik 3 kat fazla oldugundan klinik olarak anlamli bir etki olusturabilmesi i¢in
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hemoliz siddetinin fazla olmasi1 gerekmektedir (118). RBC’ler, yiiksek konsantrasyonlarda
organik fosfat esterleri icermektedir ve hemoliz durumunda bu esterler plazma fosfatazlari
tarafindan hidroliz edildiginden hemolizli 6rneklerde inorganik fosfat konsantrasyonlar1

artmaktadir (8).

Demir ile ilgili hemoliz interferanst konusu ilgingtir ve sorun teskil etmektedir. Bir
mikromol Hb monomeri bir mikromol demir igermektedir. Dolayisiyla hemolizli 6rnekte
yiliksek miktarda fHb’ nin bulundugu durumda demir seviyesinde fazla artis beklenmektedir.
Bilinmeyen nedenlerle bazi demir 6l¢ciim ydntemleri bu tiir bir biasa digerlerinden daha az
sensitiftir ve zaman zaman negatif bir bias bile gostermektedir. Grafmeyer ve arkadaslari, bu
durumun reaksiyon ortamimin pH’si, kullanilan deterjan ve spektral interferansla iliskili
olabilecegini belirtmislerdir. Ozellikle demir Hb molekiiliinden salmmadig1 takdirde
interferans optiktir ve ornek korii kullanilarak ortadan kaldirilabilir. Aksine, demir Hb
molekiillerinden salindigi durumda ise meydana gelen interferans demir seviyesinin

artmastyla sonu¢lanmaktadir (118).

Hb’nin bir protein olmasindan dolayi, hemolizli Orneklerde serbest formda

bulundugundan total protein seviyelerinde artisa neden olmaktadir (8,15).

RBC’ler kanda en fazla sayida bulunan hiicre oldugu i¢in hemolizde RBC’lerin
katkisinin ~ 6nemli oldugu bilinmektedir ve hatta hemoliz eritrosit lizisi ile
Ozdeslestirilmektedir (10—12). Hemoliz durumunda serumla plazma arasinda farklilik olan
bilesenler parcalanan kan hiicrelerinden (6zellikle PLT lerden) kaynaklanmaktadir. Potasyum,

ndron spesifik enolaz ve asit fosfataz bunlara 6rnek olarak verilebilir (14,15,66).

Bu interferans mekanizmasi kullanilan ydntemle iliskili olmadigindan, bu sekilde

meydana gelen interferans etkisinin diglanmasi miimkiin degildir (8).

2.4.5.2 Kimyasal interferans

Kan hiicrelerinin bilesenleri, direkt veya indirekt olarak analitlerin 6l¢limiinii interfere
edebilir (119). Hemolizin neden oldugu kimyasal interferans, esas olarak Hb molekiillerinin
pseudoperoksidaz aktivitesinden kaynaklanmaktadir (14,15,17). Bu etkisini 6zellikle bilirubin
Ol¢limiinde gdstermektedir (bilirubinin saptanmasinda deazotizasyonun inhibisyonu) (120).
Reaksiyon boyunca pH degistikce Hb, hematin ya da methemoglobine doniisebilir ve

Olgiilmiis olan bilirubin, Hb peroksidaz tarafindan ortadan kaldirilabilir. Bu nedenle
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Jendrassik-Grof yontemi kullanilarak yanlis diisiik bilirubin sonuglar1 tipik olarak goézlenir,
¢linkii Hb’nin pseudoperoksidaz aktivitesi azo boyasinin olusumunu inhibe eder (inhibisyon
tipik olarak serum veya plazma serbest fHb konsantrasyonu 80 mg/dL’yi asti§inda gdzlenir)
(8,117).  Yenidogan topuk kani  Orneklerinde, normal yenidogan bilirubin
konsantrasyonlarinda pozitif bias, orta ve yiiksek yenidogan bilirubin konsantrasyonlarinda

ise negatif bias rapor edilmistir (120).

Yiiksek Hb konsantrasyonlar: iirik asidin diisiikk 6l¢iilmesine neden olmaktadir (15).
Urikaz-katalaz yontemi (Kageyama reaksiyonu), interferansa iirikaz-peroksidaz yonteminden
daha fazla aciktir (14,15). Ayrica, zincirleme enzim (esterazlar) aktivite dl¢limiinde pH’1

degistirerek interferansa neden olabilir (117).

RBC’ler, Hb yaninda bir¢ok yapisal protein, enzim, lipid ve karbohidrat icermektedir
(71). Biyokimyasal interferans, Hb disindaki bu intraselliiler bilesenlerden de kaynaklanabilir
(6,14,18). RBC’lerden kaynaklanan adenilat kinaz nedeniyle meydana gelen kreatin kinaz
(CK) aktivitesindeki artis buna bir 6rnektir (6,15,119). RBC’lerden salinan adenilat kinaz,
ozellikle reaksiyon karisiminda adenilat kinaz inhibitorlerinin yetersiz oldugu durumda, CK
ve creatine kinase muscle-brain fraction (CK-MB) aktivitelerinde artisa neden olmaktadir
(15,119). Bu nedenle bir¢ok ticari CK kiti, adenilat kinaz inhibit6rleri olarak adenozin

monofosfat (AMP) ve/veya diadenozinpentafosfat igerir (121).

Kimyasal interferans, kullanilan reaktiflerle iliskili olma egilimindedir. Bu nedenle

kimyasal interferans, ancak ilgili reaktifin degistirilmesi ile onlenebilir (14).

Ozellikle yogun hemolizi olan &rneklerde; farkli interferans mekanizmalarinin birlikte
etkili olabilecegi, ayn1 yonde olmayan biaslara yol agabilecegi ve bu durumda biasin yonii ve

biiyiikliigliniin 6ngdriilmesinin siklikla miimkiin olmadig1 akilda tutulmalidir (8).

2.4.5.2.1 Spektrofotometrik (Spektral, Optik) interferans

Spektrofotometrik interferans, kan hiicrelerinin bilesenlerinin, 6l¢iim dalga boyunda
absorbans olusturmasindan kaynaklanir. Bu tiir interferans, optik absorbans artis1 veya blank
degerindeki degisimden kaynaklanmakta ve Ozellikle Hb’nin yiiksek absorbans gosterdigi
dalga boylar1 olan 415, 540, 570 nm’de Ol¢iimii yapilan laboratuvar testlerini etkilemektedir
(5,14,15,19,23,117,118,122). Hb spektrumun bu bdlgesinde dnemli miktarda absorbsiyona

neden oldugundan, bu dalga boylar1 boyunca spektrofotometrik Sl¢im kullanan yontemler
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hemolizden olumsuz olarak etkilenecektir (117). Hb’nin rengi kendi dalga boyunda
absorbsiyonu artirir ya da blank degerini degistirir. Bu nedenle sonucun Hb tarafindan
belirgin sekilde diisiiriilmesi veya yiikseltilmesi yonteme ve analit konsantrasyonuna baglidir

(66).

Hb, 415 nm (Soret piki)’de giiglii ve 530-600 nm araliginda daha az bir absorbsiyon
gosterir ve bu aralikta 540 nm ve 570 nm’de olmak iizere iki adet pik daha verir. Olgiimleri bu
dalga boylarmi kapsayan enzimatik 6l¢iim yontemlerini giiclii bir sekilde interfere edebilir.
Hb’nin yapis1 reaksiyon ortamindan etkilenebilir: Asit ortamda ¢dkebilir ve alkali ortamda
hematine doniisebilir, rediikte olabilir, methemoglobin veya hatta karboksihemoglobin veya
sulfohemoglobini olusturabilir ve bu maddelerin hepsi farkli spektrumlara ve c¢esitli
interferans paternlerine sahiptir (118). Ornegin, Hb oksidasyona ugraylp methemoglobine
dontstiigiinde 340 nm’deki absorbans diiser (123). Bununla birlikte, spektrofotometrik
interferans neredeyse lineerdir ve serum ve plazmadaki fHb’nin nihai konsantrasyonuna
baghdir ve bu da Hb konsantrasyonunu ile uyumlu bir artis trendi izleyerek AST, alanin
transaminaz (ALT), CK ve LDH gibi bazi enzimlerin oldugundan yiiksek saptanmasina neden
olur. Bilirubin, demir, lipaz ve gama glutamil transferaz (GGT) Ol¢iimlerindeki bu tiir
interferanstan c¢ogunlukla fHb’nin reaktiflerle kimyasal reaksiyonunda meydana gelen
spektral ¢akisma sorumlu tutulurken, alkalen fosfataz (ALP)’ninki ise alkali ortamda olusan

reaksiyon boyunca Hb’nin denatiire olmasina baglanmistir (122).

Bu interferans mekanizmasimnin neden oldugu etki, uygun blank leme, deproteinizasyon
veya end-point reaksiyon yerine kinetigi tercih etme seklinde ya da spektrofotometrik yontem

disinda bir yontem secimi ile dislanabilir (14).

2.4.6 Klinik Laboratuvarlarda Hemolizli Orneklerin Sikhg

Klinik laboratuvara gelen 6rneklerde hemoliz, 6rnek kalitesini bozan baslica sorundur.
Hemolizli 6rnekler, klinik laboratuvara gonderilen orneklerin yaklasik %3’iinii ve kabul

edilen uygunsuz orneklerin ise yaklasik %39-69’unu olusturmaktadir (7).

Bu alandaki temel ¢aligmalardan biri, College of American Pathologists tarafindan
yiirlitiilmiistiir (41). Bu calisma, 453 laboratuvar ve 10709701 o6rnekle gergeklestirilmistir.

Orneklerin %0,35°1 (37208 6rnek) analiz dncesi reddedilmistir. En sik red nedeninin hemoliz

40



oldugu saptanmis ve ikinci en sik red nedeni olan yetersiz 6rnek miktarindan 5 kat daha fazla

oldugu tespit edilmistir.

“European Preanalytical Scientific Committee”, “IFCC Working Group on Patient
Safety” isbirligi ile klinik kimya laboratuvarlarinda hemolizli 6rneklerin prevalansi ve
yonetimi ile ilgili bir anket hazirlamistir ve bu calismaya diinya ¢apinda 391 laboratuvar
katilmistir. Bu laboratuvarlarin %58’inin laboratuvarlarina gelen hemolizli 6rneklerin sikligini
ve hangi birimden geldigini sistematik olarak izledigi tespit edilmistir. Yapilan degerlendirme
sonucunda bu laboratuvarlara gelen hemolizli 6rnek siklig1; laboratuvarlar %39’unda %1-3
arasmnda, %28’inde %1’in altinda, %?21’inde %3-6 arasmnda, %8’inde %5-10 arasinda ve
%2’sinde %10-20 arasinda ve yine %?2’sinde %?20’nin {izerinde saptanmistir. Hemolizli
orneklerin en sik geldigi birimin ise %53’liik oranla acil servisler oldugu, ardindan %16’lik
oranla pediatri boliimii, %7°lik oranla yogun bakim {initelerinin geldigi tespit edilmistir (124).
Klinik laboratuvara gelen 6rneklerde hemolizin, standardize prosediirlerin uygulanmasiin zor
oldugu, yogun calisilan, ¢ok kisinin calistigi ve Ornek alma zorlugunun yasandigi
birimlerinden kaynaklanan sorun oldugunu gosteren bu bulgulara benzer olarak, Lippi ve
arkadaslari da bir yil boyunca vyiriittikleri ve 150516 oOrnekle gerceklestirdikleri
calismalarinda, laboratuvara ulasan hemolizli 6rneklerin prevalansini %5,6 olarak saptamis;
bu orneklerin %8,8’inin acil servisten geldigini, onu %38,5’luk oranla pediatri boliimiiniin

izledigini tespit etmislerdir (125).

2.4.7 Orneklerdeki Hemolizin Varhgmin ve Miktarinin Saptanmasi

Orneklerde hemolizin saptanmasit Onem tasimaktadir. Bunun nedeni; Ornekteki
hemolizin in vivo hemolizden kaynaklanan ve doktorun acil olarak bilgilendirilmesini
gerektiren hayati tehdit edebilen bir hastaliga isaret edebilmesi, in vitro hemolizin glivenilir
olmayan laboratuvar test sonuglarina yol a¢masi ve hastabasi cihazlarin verdigi farkl
sonuglarin tespit edilmemis hemolizden kaynaklanabilecegidir. Bundan dolayi, toplam test
stirecinin kalitesine iliskin tizerinde en ¢ok durulan konu bu 6rneklerin laboratuvar personeli

tarafindan tanmmasidir (8).

Giliniimiiz teknolojisi ile Ornek santrifiij edilene kadar hemolizin degerlendirilmesi
miimkiin degildir (8). Santrifiij yoluyla hiicrelerinden ayrilmis Orneklerde hemolizin

saptanmasinda fHb varligina dayanan iki yontem kullanilmaktadir:
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2.4.7.1 Gorsel Degerlendirme

Hiicre disina ¢ikan Hb, serum veya plazmaya pembeden kirmiziya kadar degisen bir
renk vermektedir. Hemoliz, fHb konsantrasyonu 30 mg/dL’yi astiginda goriilebilir hale
gelmektedir (10,17). Serum veya plazmanin rengi, ¢esitli fotograflar, renk kartelalarina veya
renkli diagramlar gibi gerecler referans olarak kullanilarak degerlendirilir. Buna gore
genellikle hemoliz yar1 kantitatif olarak siiflandirilarak Orneklerdeki hemoliz miktar1

degerlendirilir (126—128).

Hemolizin gorsel olarak degerlendirilmesi kolay ve maliyetsiz bir degerlendirme
yontemi olmakla birlikte zaman alan, son derece goreceli, standardize olmayan bir yontemdir

ve olas1 bir hata kaynagidir (126).

Gorsel degerlendirmenin hemolizin saptanmasinda giivenilir bir yontem olmadig gesitli
calismalarla ortaya konmustur (26,126-128). Glick ve arkadaglarinin turbidite, ikter ve
hemolizin gorsel degerlendirmesi ile 1ilgili yaptigi bir calismada, serumlara bilinen
konsantrasyonlarda interferant eklenmis, interferans “0” (interferant igcermeyen), eser
miktarda, +1, +2, +3, +4 ve +5 seklinde derecelendirilmis, bunlar1 renkli fotograflarla
eslestirmis ve bu fotograflara bakarak egitimli ve deneyimli personel tarafindan
smiflandirilmasi istenmistir. Gorsel degerlendirmenin dogrulugunu saptamak amaciyla
orneklerdeki Hb, bilirubin ve trigliserid miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Renkli fotograflar gibi bir
kiyaslama noktasi olmasina ragmen egitimli personelin dahi dogru bir derecelendirme
yapamadigini ortaya koymuslardir (127). Hawkins, hemolizin gorsel degerlendirmesi ile
otomatize hemoliz indeksini karsilastirdig1r bir ¢alismada, hemolizi fotograflarla hafif (Hb
konsantrasyonu 1 g/L), orta (Hb konsantrasyonu 2-5 g/L) ve siddetli (Hb konsantrasyonu 5
g/L) seklinde derecelendirmis, bu fotograflara gore laboratuvar personeli tarafindan serum ve
plazma ornekleri smiflandirilmis ve bu degerlendirme otomatize hemoliz indeksi 6lgiimii ile
karsilastirilmistir. Calismada en sik olarak hafif hemolizli 6rneklerin gézden kactigi saptanmis
ve bu calisma da hemolizi gorsel olarak degerlendirmenin giivenilir bir yontem olmadigi

ortaya konmustur (128).

2.4.7.2 Analitik Degerlendirme
2.4.7.2.1 fHb Konsantrasyonu Ol¢iimii

Serbest serum veya plazma fHb Olgiimii; direkt optik teknikler (6rnegin;

oksihemoglobinin 415nm, 541 nm ve 577 nm’deki absorbans piklerine dayali miktar 6l¢limii),
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kimyasal eklenen yontemler (Hb’nin siyanmethemoglobin gibi kimyasallarla karistirildiginda
renkli bir reaksiyon iirlinii olusturdugu Olciim yOntemleri) ve immunonefelometri ile
gerceklestirilebilmektedir (129,130). CLSI’nin 6nerdigi yontem, Drabkin yontemi olarak da
bilinen hemiglobinsiyanid yontemidir (131). Bu yontem, alkali potasyum siyanid varliginda
Hb ve tiirevlerinin (normalde kanda c¢ok diisiik konsantrasyonda bulunan bir pigment olan
sulfohemoglobin disinda) methemoglobine oksidasyonuna dayalidir. Olusan methemoglobin,
potasyum siyanid ile 540 nm’de en yliksek absorbansa sahip olan siyanmethemoglobin
olusturmak {izere reaksiyona girer. 540 nm’de Olgiilen renk yogunlugu, toplam Hb
konsantrasyonu ile orantilidir (8,132). Hb’nin heterojen dogasi nedeniyle, Drabkin reaktifi

halen tiim diger yontemlerin test edilmesi i¢in kullanilmaktadir (8).

fHb 6lctimii, kantitatif degerlendirme saglamakla birlikte klinik laboratuvarlar agisindan
her cihaz i¢in uygulanabilir olmamasi, turn around time artis1 gibi nedenlerle pratik olmayan

ve maliyetli bir degerlendirme yontemidir (8).

2.4.7.2.2 Hemoliz Indeksi Ol¢iimii

Bir¢ok laboratuvar, ornekteki hemoliz miktarmi tutarli olarak saptamak amaciyla Hb
tayinine dayanan otomatize spektrofotometrik Ol¢iimlerin kullanimmi benimsemistir (11).
Hemoliz indeksi olarak bilinen bu 6l¢iim, siklikla 405 - 700 nm arasinda spektrofotometrik
ve bikromatik olarak gerceklestirilmektedir (1). Hemoliz indeksi, hemolizli 6rneklerin analiz
icin uygun olup olmadigini belirleme konusunda laboratuvara yardimci olmaktadir (11). Cogu
durumda cihazlar kalitatif, yar1 kantitatif veya kantitatif bir sonu¢ vermekte ve bu sonug
iiretici, cihaz veya Olgiilen analite 6zgii ikaz degerleri ile karsilastirilarak 6rnegin analiz edilip
edilmeyecegine karar verilebilmektedir (1,133). Bu islemin amaci 6rnegin durumuyla ilgili
bilgi sahibi olmaktir. Kullanici interferansin uyar1 verecegi degerleri ayarlayabilmekte ve
interferans1  raporlamak agisindan ¢alisma modunu kendi ihtiyaglarmma  gore
ozellestirebilmektedir. Bu teknolojinin  uygulanmasmin faydalar1 arasmmda gorsel
degerlendirmenin sinirhiliklarinin agilabilmesi ve gorsel degerlendirme ile saptanmasi zor olan
ve gozden kacabilen hafif hemolizli orneklerin (yaklasik 60 mg/dL fHb igeren Ornekler)
tespit edilebilmesi yer almaktadir (1). Ayrica nesnel, yar1 kantitatif, ucuz, otomasyona uygun
ve hizli bir yontemdir. Bununla birlikte, hemoliz indeks dl¢limiiniin farkl iiretici ve cihazlar

acisindan standardizasyonu ve uyumlu hale getirilmesi 6nerilmektedir (1,133).
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Jeffery ve arkadaslari, yaptiklar1 calismada erigkinlerde ve yeni doganlarda hemolizin
gorsel degerlendirilmesi ile hemoliz indeksini karsilastirmis ve neonatal 6rneklerdeki ikterin
hemolizin gorsel degerlendirme ile tespitini azalttigini1 saptamislardir. Bulgularina dayanarak,
otomatize hemoliz indeks Olciimiiniin 6zellikle yenidogan popiilasyonunda kullanilmasini

Oonermektedirler (26).

Hemoliz indeksi Olglimii, ayni zamanda laboratuvar icinde farkli personellerden
kaynaklanan degiskenligi ortadan kaldirmakta ve standardizasyonu saglamaktadir (1).
Simundic ve arkadaslari; lipemik, ikterik ve hemolizli 6rneklerde gorsel degerlendirme ve
hemoliz indeksini karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda, gorsel degerlendirme konusunda
personeller arasindaki uyumsuzlugu vurgulamis ve bu yontemin giivenilir olmadigi ve

otomatize indeks 6l¢iimiiniin gerekli oldugu sonucuna varmiglardir (126).

Indeks &lgiimiine iliskin bir diger konu, toplam test siirecindeki yeri ile ilgilidir.
Ilerleyen otomasyon ve entegrasyonun bir sonucu olarak preanalitik modiiller analitik
sistemlere entegre edilmekte ve bu durum Ornegin islenmesi 6ncesi kontrolii agisindan bir
engel olusturmaktadir. Bu nedenle toplam laboratuvar siirecindeki bu gelismelerin
interferanslarin tespitinde otomatize indeks Ol¢climii gibi sistematik degerlendirmeyi

gerektirdigi vurgulanmaktadir (126).

Orneklerdeki hemolizin varhigini ve miktarmi saptama ydntemleri ve 6zellikleri Tablo

4’te Ozetlenmistir:
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Tablo 4 : Orneklerdeki hemolizin varligmi ve miktarmni saptama ydntemleri ve 6zellikleri.

.. 5 Analitik degerlendi
O ellikler ] Gurse! na egerlendirme
degerlendirme
fHb Hemoliz indeksi
Prensibi Renk degisimi Hb éleiimii Feenk dlciimii
Y intem Girsel renk Spektrofotometrik Spektrofotometrik
karsilastoma veva nefelometrik
Avantajlan Malivetsiz Nesnel Nesnel
Kantitatif Kalitatif, varikantitatif
Otomatize veva kantitatif
Emeksiz Dhigiik malivetli
Hizlh veva malivetsiz
Standardize Otomatize
Emeksiz
Hizla
Dezavantajlan Zaman alan Malivetli Standardize degil
Emekli

Standardize degil

2.4.8 Orneklerdeki Hemoliz Miktarimin Siniflandirilmasi

Hemoliz, serum veya plazmaya pembeden kirmiziya kadar degisen bir renk verir ve fHb

diizeyi genellikle 30-60 mg/dL’yi astiginda goriiniir hale gelir. Ikterik &rneklerde gorsel

degerlendirmenin limiti daha yiiksek olabilir (10,14,17).

Hemolizin varligini ve miktarini degerlendirmek i¢in plazma veya serum orneklerinde

fHb’nin kantitatif 6l¢limii yapilabilir. Plazma ve serum i¢in fHb’nin {ist referans limiti

strastyla 2 ve 5 mg/dL’dir (8).

Laboratuvar pratiginde hemolizli Orneklerin serum veya plazmasindaki fHb’nin

konsantrasyonuna gore siniflandirilmasi en uygun yontemdir (Tablo 5).
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Tablo 5 : Orneklerde hemoliz miktarinin siniflandirilmasi (10,17).

Smiflandirma fHb (mg/dL) Ornek goriiniimii
Hemoliz vok <5 Sar1

Cok hafif hemoliz >5-30 Sar1 — acik pembe
Hafif hemoliz =30-60 Pembe
Asikar hemoliz =6—300 Acik kirmizi
Asirt hemoliz =300 Kirmizi - kahverengi

2.4.9 Hemoliz Sorununun Coziimii
2.4.9.1 Orneklerde Hemoliz Olusumunun Onlenmesi

Gtivenilir laboratuvar sonuglarinin saglanabilmesi i¢in laboratuvar evrelerinin devamli
olarak izlenmesi ve olusan hatalara karsi Onlemlerin almarak kalitenin gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu evredeki yas, cinsiyet gibi fizyolojik degiskenler kontrol edilemezken;
ornek alimi ve iglenmesi gibi 6rnek ile ilgili degiskenler kontrol edilebilir (134). Dolayisiyla,
preanalitik evrede olusan laboratuvar test sonuglari etkileyen hatalarin ¢ogu, miimkiin olan
preanalitik degiskenlerin kontrol edilmesi veya standardize prosediirlerin uygulanmasiyla
Onlenebilir. Bu bakis acisiyla; preanalitik evre ile ilgili ¢esitli oneri, kilavuz ve standartlar
gelistirilmistir (66,135—138). I¢lerinden Guder ve arkadaslarinin yaymnladig1 oneriler; spesifik

olarak hemoliz, ikter, lipemi gibi interferantlar ile iliskilidir (135).

2.4.9.2 Orneklerden Hemolizin Giderilmesi

Orneklerden interferantlarin eliminasyonu interferans sorunu ¢oziimiinde bir yoldur (6).
Fakat hemoliz interferansi ¢esitli mekanizmalarla meydana gelmis komplike bir interferans

oldugundan 6rneklerden hemolizi elimine etmek miimkiin degildir (8).

2.4.9.3 Hemolizli Ornek Test Sonuclarinin Verilmemesi veya Kontrollii Bir Sekilde
Verilmesi

Hemolizli ornek saptandiginda bundan sonraki asama i¢in iki farkli yaklasim

uygulanabilir: Sonucun kontrollii bir sekilde verilmesi ya da sonucun verilmemesi.
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2.4.9.3.1 Test Sonucunun Kontrollii Bir Sekilde Verilmesi

2.4.9.3.1.1 Test Sonucundaki Hatanin Diizeltilmesi

Bir¢ok analit, hemolizden kaynaklanan interferans etkisine maruz kalmakla birlikte, en
yaygin olarak hemolizin potasyum sonuglar1 {izerine olan etkisi degerlendirilmistir. Potasyum
Olgtimlerinin siklig1 ve hipokalemi veya hiperkaleminin yanlig tanismnin ciddi sonuglari,
hemolizli 6rnekler agisindan cesitli segenekler arastirilmasina sebep olmustur (24). Bazi
calismalar, Olclilen potasyum konsantrasyonlar1 {izerinde in vitro hemolizin etkisini

hesaplamak i¢in diizeltme faktorlerinin kullanimini desteklemektedir (19,25-27).

Hemolizli 6rneklerde Hb ve potasyum arasindaki iliskinin lineer oldugu daha 6nce
yapilan calismalarda gosterilmistir (22). Serum ve RBC’ler arasindaki relatif dagilima
dayanan formiiller, serum Hb Ol¢iimii araciligiyla hemolizin etkisinin kantitatif
diizeltilmesinin bir yolu olarak Onerilmistir (13,19). Bu diizeltme faktorleri, Hb
konsantrasyonu ile relatif serbest serum Hb konsantrasyonunda potasyumda gozlenen bias
arasindaki lineer regresyon analizinden elde edilen egimin carpimi ile elde edilmistir (19,25).
Brescia ve arkadaglari, RBC’lerdeki ortalama Hb konsantrasyonu (MCHC)’nun kisiler
arasinda degisiklik gosterdigini, bu nedenle hemoliz sonucunda kana salinan Hb miktarmin da
farkl1 olacagmi ve salman total potasyumu ortak diizeltme faktor kullanimi ile
iligkilendirmenin giic olacagini One siirmiis ve diizeltme formiiliinde her birey icin
MCHC’ nun kullanilarak saptanan hemolizli 6rneklerdeki potasyum sonuglarmin dogrulugunu
degerlendirmistir. Bu ¢alismalarinda in vitro hemolizden kaynaklanan hiperkalemi i¢in tekrar

ornek alimi ve analizinin gerekli olmayabilecegi sonucuna varmiglardir (27).

Diizeltme faktdrleri, hastalardaki gergek potasyum konsantrasyonlarmi degerlendirme
olanag1 saglamakla birlikte onerilen diizeltme faktorleri arasindaki degiskenlik korkutucudur

(8,24). Onceki calismalarda dne siiriilen gesitli formiiller Tablo 6’da gdsterilmektedir.
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Tablo 6 : Hemolizli 6rneklerdeki potasyum konsantrasyonlarini diizeltmek i¢in dnerilen bazi
formiiller (13,25-27,139,140).

Formiiller

Diizeltilmis potasyum (mEqg/'L) = fHb (mg/dL) = 0,0031% (%95 CI, 000250 - 0,00349)

Diizeltilmis potasyum (mmol/L) = Ol¢iilen potasyum (mmol/L) — [Hemaliz indeksi (g/L) = 0,004]
Diizeltilmis potasyum (mmol/L) = Ol¢iilen potasyum (mmol/L) — [Hemaliz indeksi (umol/L) x 0,01]
Diizeltilmis potasyum (mmol/L) = Olciilen potasvum (mmol/L) — [fHb (mg/dL) = 0,0032]
Diizeltilmis potasyum (mmol/L) = Ol¢iilen potasyum (mmol/L) — (Hemoliz indeksi artisa (g/L) * 0.14)

RBC’lerden salman potasyum (mEq/L)=[RBC i¢i potasyum konsantrasvonu (mEq/L) / MCHC (g/dL)] = fHb

Formiiller arasindaki bu heterojeniteye neden olabilecek faktorler; in vitro hemolizi
olusturmak icin kullanilan yontem, RBC/Hb konsantrasyonundaki bireyler arasi1 degiskenlik

ve RBC yasmin intraselliiler potasyum konsantrasyonu iizerine etkisidir (24,28,29).

Ayrica; in vivo hemoliz durumlarinda potasyum diizeyleri gergekte arttigindan, bu
durum dislanana dek bu diizeltme faktorlerinin kullanilmamasi gerektigi belirtilmektedir

(139).

Dolayisiyla, onerilen diizeltme faktorlerinin gergcek potasyum sonuglari 6ngérmek icin
kullanilmasinin uygun olmayabilecegi ve hasta giivenligini tehdit edebilecegi belirtilmektedir

(24,28).

Literatiirde LDH, direkt bilirubin, GGT, ALP gibi bagska biyokimyasal testler i¢in

diizeltme faktorlerinin kullanimini 6neren yayinlar da bulunmaktadir (19,139,141).

2.4.9.3.1.2 Test sonucunun aciklayici bir yorumla birlikte verilmesi

Hemolizli 6rneklere ait test sonuclarmin hemoliz nedeniyle reddi, hasta giivenligini
tehlikeye atacak sekilde tanida gecikmelere neden olabilmekte; hastadan tekrar kan alimmasi
gerektigi durumlar ise artmis is yiikkii ve laboratuvarlar ig¢in artmis maliyet anlamna
gelmektedir. Bu nedenle, test sonuclarmi tamamen reddetmek ya da matematiksel olarak
sonucu diizeltmek yerine uygulanabilecek diger bir yaklagim, sonucun agiklayici bir yorum ile
birlikte verilmesidir. Bu yorum, basitce sonucun hemolizli bir 6rnekten elde edildigi ve

analitik ve biyolojik interferanstan Otiirii hatali olabileceginin belirtilmesi seklinde ya da
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hemolizin derecesine gore drnegin hemolitik indeksten hesaplanarak 6ngdriilen olasi analit

konsantrasyon araliginin verilmesi seklinde olabilir (8).

Bu yaklagimm ve durumu bildirir bir a¢iklamayla hekimin durumu hizli bir sekilde
farketmesi ve doktorun aranmasiyla zaman kaybedilmemesi gibi pratik acidan yararlari
olmakla birlikte bazi kusurlari da bulunmaktadwr (10). In vitro hemolizli 6rnekler,
laboratuvara ulasan tiim hemolizli 6rneklerin %98’e kadarmi olusturabildiginden kliniklere
ulasan laboratuvar verilerinin biiyiilk ¢ogunlugu hatali olacaktir (10,89). Bununla birlikte,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Italian Society of Clinical Biochemistry and Molecular Biology
(SIBioC) ve Italian Society of Laboratory Medicine (SIMeL) in uygunsuz 6rneklerden elde
edilen test sonuclarmin verilmemesi ile ilgili kesin Onerileri bulunmaktadir (66,142). Ayrica,
uygunsuz drneklerden elde edilen ve laboratuvar tarafindan raporlanan sonugclar stirekli olarak
Laboratuvar Bilgi Sistemi (LBS)’nde bulunacak ve hasta sonu¢larinin kiyaslanmasi agisindan
klinige giivenilir olmayan hatta olast yanlis sonuglarin yansitilmasina neden olacaktir (8). Bu
yaklagimin diger bir sakincasi, acil servis ve yogun bakimlar gibi faaliyetlerin yogun ve kritik
oldugu yerlerde bu yorumlarin gézden kagabilmesidir. Dolayisiyla direkt olarak bildirim

olasilikla daha etkili olacaktir (10).

2.4.9.3.2 Test Sonucunun Verilmemesi

In vitro hemoliz, bir¢ok laboratuvar testini interfere ederek test sonuclarinda biasa
neden oldugundan, hemolizin derecesine gore etkilenen tiim test sonuglarmin reddedilmesi
uygun goriinmektedir (17). Belirtilen analitik ve klinik nedenlerden Otiirli matematiksel
diizeltme veya etkilenen sonucun bir yorumla verilmesi segeneklerinden kagimilmalidir

(8,10,17). WHO da etkilenen sonucun verilmemesini desteklemektedir (66).

Hemolizli 6rneklerde sonu¢ reddi, testler ¢alisilmadan dnce Ornegin biitiiniiyle reddi
seklinde ya da analizin gerceklestirilmesinin ardindan hemolizin derecesine gore sadece
etkilenen test sonuclarmmin reddi seklinde yapilabilir (8). Test sonucu reddedildiginde,
laboratuvar personelinin tekrar 6rnek istemesi gerekmektedir (17). Tekrar ornek istenmesi,
ikinci gelen Ornekle ilk 6rnegin hemoliz indekslerinin karsilagtirilmasini miimkiin kilar ve
boylelikle in vivo hemoliz olasiligin1 dogrulama veya reddetme olanag: saglar (8). Bunun
onemi, hemolitik anemi gibi hayati tehdit edebilen bir patolojiden siiphelenildiginde durumun
hizlica fark edilmesi ve klinisyenin konuyla ilgili bilgilendirilmesinin biiyiik 6nem tagimasidir

(8,116). Bu da, laboratuvar ile klinisyen arasinda kurulmus olan iyi iletisim varliginda
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miimkiindiir. Bu sayede in vivo hemolizin giivenli ve hizli bir sekilde digslanmasi saglanabilir.
Hekim konuyla ilgili bilgilendirilirken, hemolizin derecesine bagli olarak etkilendigi tespit
edilen test sonuglar1 reddedilerek yeni 6rnek isteminde bulunulmalidir. Test sonucunun yerine

hemolizin derecesine gore (6rnegin; “hafif hemolizli”) agiklayici bir yorum yazilabilir (8).
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3. GEREC ve YONTEMLER

3.1 ARAC ve GERECLER

Calismada kullanilan cihazlar Tablo 7°de, kitler ise Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 7 : Calismada kullanilan cihazlar.

Cihaz Ada Marka Model
Tam kan sayim otoanalizdril Beckman Coulter LH 780
Bivolimya otoanalizdril Beckman Coulter AUSE00
Immunotetkik otoanalizérii Abbott Architect 11000
ELISA plak olaryucu BioTek ELx500
ELISA plak vikayica BioTek ELx50
Mikroplate shaker Labnet Vortemp36
Shakeer Stuart Gyro-rocker 5513
Vorteks cihan Stuart SAS
Saf su cithan Mallipore Elix3, Ml Q)
Derin dondurucu Thermo 705
Santrifiij ciham Niive NFE00E. (falcon tipil i¢in)

Otomatik pipetler

Ean bilegeni seperatiril

Heraeus (Thermao)

Heraeus (Thermo)

Eppendorf

Fresenius

Biofuge stratos

(mikrosantrifi]j tipi 1¢in)

Cryofuge 60001 (kan torbas

1¢im)
Research Plus
Compomat G4
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Tablo 8 : Calismada kullanilan kitler.

Kit Adi Yéntem Katalog Marka
Numarasi

(-TGB ELISA Enzim Immunoassay CSB-E07886h | CUSAEBIO

NMPO ELISA Enzim Immunoassay BC-1129 Biocheck
Plazma fHb TMB, kolorimetrik C462-0A Catachem

LDH Spektrofotometrik O5ER6128 Beckman Coulter
Potasvum Ivon Selektif Elektrod | OSR66320 Beckman Coulter
ART Fotometri OSE6209 Beckman Coulter
Demir Fotometri OSE6286 Beckman Coulter
CK Fotometri OSE6279 Beckman Coulter
Magnezyum Fotometri OSE6189 Beckman Coulter
Total Protein Fotometri OSE6232 Beckman Coulter
Total Kolesterol Fotometri OSR6216 Beckman Coulter
Inorganik fosfor Fotometri OSR6222 Beckman Coulter
Glukoz Fotometri 0OSE6221 Beckman Coulter
Kalsivum Fotometri OSR61117 Beckman Coulter
Kan Ure Azotu (BUN) Fotometri OSR6234 Beckman Coulter

3.2 OLGULARIN SECIMi ve ORNEKLERIN TOPLANMASI

Calismaya; Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan Merkezi Kan Bagis Formu’ndan
yararlanilarak hazirlanmis olan Bilgilendirilmis Onam Formu’nda yer alan kan dondri
kriterlerini karsilayan ve biyokimya, tam kan saymmi, retikiilosit sayimi ve seroloji test

sonuglar1 herhangi bir patoloji diisindiirmeyen 18-55 yas aras1 saglikli goniilliiler dahil edildi.

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul
onayt alindiktan sonra baslatildi (Ek 1). Calismaya katilan tiim bireyler yazili olarak

bilgilendirilip imzali onam formlar1 alind1 (Ek 2).

Calismaya katilan 10 bireyden saf hiicre silispansiyonu elde edilmesi ig¢in 1’er {inite
antikoagiilan olarak “Sitrat-Fosfat-Dekstroz-Adenin (CPDA)” iceren kan torbasma ve 3
bireyden serum havuzu hazirlanmasi i¢in 1’er iinite antikoagiilansiz kan torbasina tam kan
alindi. Kan alimi, Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan Merkezi’nde yapilan rutin bir

uygulama olarak, bir adet diiz tiipe ve bir adet tripotasyum etilendiamin tetraasetik asit
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(K3EDTA) igeren tiipe yapildi. Kan érneklerinin analizi Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Diiz tiipten elde edilen serumdan biyokimya testleri
[sodyum, potastum, klor, magnezyum, AST, ALT, CK, GGT, LDH, ALP, inorganik fosfor,
kreatinin, glukoz, BUN, kalsiyum, total protein, alblimin, globulin, iirik asit, total biliriibin,
direkt bilirlibin, demir, total demir baglama kapasitesi, doymamis demir baglama kapasitesi,
total kolesterol, trigliserit, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-Kol), HDL-Kol],
hepatit belirtecleri [hepatit B ylizey antijeni (HbsAg) ve hepatit C antikoru (Anti-HCV)],
Human Immunodeficiency Virus antikoru (Anti-HIV) ve sifiliz antikorlar1 (Anti-Treponema
Pallidum IgM ve IgG)] calisildi. KsEDTA igeren kan 6rneginden ise tam kan sayimi ve
retikiilosit sayimi gerceklestirildi. Test sonuglar1 herhangi bir patoloji diisiindiirmeyen

bireylerin kan 6rnekleri caligmaya dahil edildi.

3.3 CALISMANIN BASAMAKLARI

Calismanin basamaklar1 Sekil 2’de 6zetlenmistir.
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interferant hanrlanmas Serum havuzu hazirflanmas

Kzn alimi Kzn zhm

Hicre ayrimlanmas Serum eldesi

Hucre zzflastinimas

Hibcrelerin yikanmas

Hicre suzpansiyonlannin
hazirlanmas

Hidcre sizpansiyonlannin
tam hemaolizi

Slpernatant elde edilisi

v

interferans deneyi

Ornek hazirhg

Biyakimya test parametreleri
v zerum indekslerinin analizi

v

Sitoliz belirteglerinin analizi
(MPO, B-TGB, fHb)

Sekil 2 : Calismanin basamaklari.

3.3.1 interferantin Hazirlanmas:

3.3.1.1 Kan Alim

Calismaya katilan ve test sonuclar1 herhangi bir patoloji diisiindiirmeyen 10 bireyden
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan Merkezi’nde farkl giinlerde 1’er iinite (450 mL) tam
kan alindi. Kan alimi i¢in, antikoagiilan olarak CPDA igeren filtresiz Compoflex 4’li kan
torba sistemleri (Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Germany) kullanild1 (Sekil 3). Kan

alimy, tiim bireylerde 10 dakika i¢inde tamamlandi.
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*CPDA: Sitrat-Fosfat-Dekstroz-Adenin
**SAG-M: Salin-Adenin-Glukoz-Monnito!

Sekil 3 : 4’li kan torba sistemi ve igerikleri.

3.3.1.2 Hiicre Ayrimlanmasi

Almman kan Ornekleri, yaklagik 1,5 saat 45 derece acgili duracak sekilde
dinlendirildikten sonra 350 g’de 15 dakika frensiz modda santrifiij edildi. Ardindan; kan
ornekleri, rutin uygulamada kullanilmakta olan optik yontem kullanan yari otomatize kan
bileseni seperatorii Compamat G4 (Fresenius Hemocare Inc, Redmond, Washington) ile kanin
alindig1 antikoagiilanli ana torbadan antikoagiilan icermeyen bir torbaya plazma, “Salin-
Adenin-Glukoz-Mannitol” (SAG-M) iceren torbaya ise RBC silispansiyonu olacak sekilde
kismen aktarildi. Plazma iceren torba atildi. Ana torbada kalan o6rnek ise homojenize
edildikten sonra yaklasik 1,5 saat asili bir sekilde dinlendirildi. Sonrasinda 35 g’de 6 dakika
frensiz modda santrifiij edildi ve tekrar kan bileseni seperatdrii kullanilarak ayri1 bir
antikoagiilansiz torbaya PLT siispansiyonu seklinde aktarildi ve torbada kalan WBC’den
zengin artik kistm da WBC eldesi i¢in ayrildi

Hiicre ayrimlamasinin bundan sonraki basamaklar1 ayni giin i¢inde Dokuz Eyliil

Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’'nda gerceklestirildi.

WBC ayrimlamasi i¢in, 15 mL’lik falcon tiiplerine 3’er mL Histopaque 1119 konuldu.
Uzerlerine torbada kalan WBC’den zengin artik kissmdan 3’er mL, Histopaque 1119 ile
karigmayacak sekilde dikkatlice tabakalandirildi. Tiipler 700 g’de 30 dk frensiz modda
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santriflij edildi. Ardindan tiiplerde santrifiij sonrasinda altta yerlesmis olan RBC paketi ile
iistteki plazma arasinda kalan Histopaque 1119 tabakasi i¢cinde meydana gelen bulutsu tabaka
(buffy coat), mikropipet yardimiyla baska bir tiipe aktarilarak, WBC’ler siispansiyon seklinde
elde edildi.

3.3.1.3 Hiicre Saflagtirilmasi

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan Merkezi’nde elde edilen RBC siispansiyonu
yercekimi (gravite) filtrasyonu yontemiyle 2 kez, PLT siispansiyonu ise 1 kez laboratuvar tipi

WBC filtresinden gegirildi.

Hiicre saflastirilmasmin bundan sonraki basamaklar1 aymi giin i¢inde Dokuz Eyliil

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda gergeklestirildi.

Bulutsu tabakadan elde edilen yaklasik 15-25 mL’lik WBC’den zengin hiicre
stispansiyonu, 15 mL’lik iki adet falcon tiipiine paylastirildiktan sonra 200 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan PLT den zengin plazma tiiplerde 2 mL 6rnek kalincaya kadar
atildi. Elde edilen 4 mL 6rnek tek bir tiipe alinip 10 kez alt-iist edilerek homojenize edildi ve

yikanmak iizere 4 adet falcon tlipiine 1’er mL olacak sekilde porsiyonlandi.

Filtreden gecirilmis olan PLT siispansiyonu, 2 adet 15’er mL’lik falcon tiiplnii
dolduracak sekilde aktarildi ve tiipler 200 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan PLT den
zengin plazmadan 3’er mL olarak baska bir falcon tiipiine aktarildi. Toplamda elde edilen 6

mL 6rnek 10 kez alt-iist edilerek homojenize edildi.
3.3.1.4 Hiicrelerin Yikanmasi

Filtreden ge¢irilmis olan RBC siispansiyonundan yaklasik 10 mL 6rnek 15 mL’lik
falcon tiipiine aktarilarak 200 g’de 10 dk santrifiij edildi. Ustte kalan az bir miktar plazma,
pasteur pipeti yardimiyla uzaklastirildi. Tiipte kalan RBC paketinden 2 mL baska bir falcon
tiipiine aktarildi ve homojenize edildi. Uzerine 10 mL serum fizyolojik eklendi. 10 kez alt {iste
edildi. 200 g’de 10 dk santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant pasteur pipeti yardimiyla atild1.
Bu yikama basamaklar1 toplamda 5 kez olacak sekilde tekrarlandi. Son santrifiij sonrasi
stipernatant atildi ve RBC c¢okeltisi toplam hacim 4 mL olacak sekilde serum fizyolojik ile
stispanse edildi. Ardindan 10 kez alt-iist edilerek homojenize edildi ve 1 mL’si sayim i¢in

mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
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4 adet falcon tiptine 1’er mL olacak sekilde porsiyonlanmis olan WBC
stispansiyonlarinin tizerine 10’ar mL serum fizyolojik eklendi. 10 kez alt iiste edildi. 200 g’de
10 dk santrifiij edildi. Sonrasinda siipernatant tiipte 1 mL siv1 kalacak sekilde atildi, WBC
cokeltisi pasteur pipeti yardimiyla homojenize edildi. Bu yikama basamaklar1 toplamda 5 kez
olacak sekilde tekrarlandi. Son santrifiij sonrasi tiiplerde 1.5’er mL sivi kalacak sekilde
slipernatant atildi1 ve pasteur pipetiyle homojenize edildi. 4 tiipte bulunan 6rnekler birlestirildi
ve 6 mL olarak elde edilen 6rnek, 10 kez alt-iist edilerek homojenize edildi. 1 mL’si sayim

icin mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

PLT’ler agrege oldugundan yikama yapilamadi. Elde edilen 6 mL PLT

stispansiyonunun 1 mL’si sayim i¢in mikrosantrifiij tiiptine aktarildi.

3.3.1.5 Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Hiicre sayimlar1 LH 780 (Beckman Coulter Inc, Miami, Florida, USA) kan sayimi
otoanalizoriinde yapildi. RBC, WBC ve PLT siispansiyonlari; asagidaki tabloda gosterilen en
yiiksek hiicre sayis1 (7. konsantrasyon seviyesi) hedefine ulasacak sekilde serum fizyolojik
kullanilarak diliie edildi (Tablo 9). Ardindan serum fizyolojik ile mikrosantrifiij tiiplerinde

seri diliisyon yapildi.

Tablo 9 : Hiicre siispansiyonlarmin hedef hiicre sayilari.

Hedef Hiicre Sayisi (adet/pL)
Diliisyon Konsantrasyon RBC PLT WBC
orani seviyesi siispansiyonu siispansiyonu siispansiyonu
Yok 7 1600000 96000 10000
1/2 6 800000 48000 5000
1/4 5 400000 24000 2500
1/8 4 200000 12000 1250
1/16 3 100000 6000 625
1/32 2 50000 3000 312
1/64 1 25000 1500 156
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Her bir hiicre tipi i¢cin 7’ser konsantrasyon seviyesi seklinde hazirlanan hiicre
stispansiyonlar1, katilan tiim bireylerin 6rnekleri toplanana dek derin dondurucuda -70°C’de

mikrosantrifiij tiiplerinde saklandi1 (27,143).

3.3.1.6 Hiicre Siispansiyonlarinin Tam Hemolizi

Hazirlanan hiicre siispansiyonlarinin her biri en az 1 hafta derin dondurucuda
bekletildikten sonra Ornekler ¢ikarilip ¢6ziildii ve tekrar dondurucuya konuldu (23,27,143).
Bu islem 1 kez daha yapildi ve interferans deneyinin yapilacagi sabah ornekler son olarak
eritildi. Bu sekilde 6rneklere toplamda 3 kez dondurup ¢dzme islemi yapildi. Orneklerin tam
hemolizi; 3 hiicre tipi i¢in, en diisiik ve en yiiksek hiicre sayisma sahip iki ornek secilerek

sayim laminda ve Wright boyasiyla ile hazirlanan yaymanin incelenmesiyle dogruland:.

3.3.1.7 Siipernatant Elde Edilisi

Eritilen 6rnekler 12000 g’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicre debrislerinin ¢okmesi
saglandi. Elde edilen siipernatant, interferans deneyi i¢in hemolizat olarak kullanilmak iizere

baska mikrosantrifiij tiiplerine aktarild.

3.3.2 Serum Havuzunun Hazirlanmasi

3.3.2.1 Kan Alm

Calismaya katilan ve test sonuglar1 herhangi bir patoloji diisiindiirmeyen 3 bireyden
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Kan Merkezi’'nde 1’er iinite (450 mL) tam kan alind1.
Kan torbas1 steril anostomoz ile modifiye edilerek kanin dogrudan antikoagiilansiz torbaya

alinmasi saglandi. Kan alimi, tiim bireylerde 10 dakika i¢inde tamamlandi.

3.3.2.2 Serum Eldesi

Alman kan oOrnekleri, yaklagik 1,5 saat 45 derece acili duracak sekilde
dinlendirildikten sonra 1200 g’de 10 dakika frensiz modda santriflij edildi. Santriflij sonras1
istte kalan serum pasteur pipeti yardimiyla bir cam erlene aktarildi. Serum eldesi islemi,
interferans deneyinden Onceki 2 giinde gergeklestirildi. Elde edilen serum Ornekleri,

interferans deneyi yapilincaya dek +4°C’de saklandi.
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3.3.3 interferans Deneyi

3.3.3.1 Ornek Hazirhg

Serum havuzu, her bir mikrosantrifiij tiiptinde 950 pL olacak sekilde paylastirildi.
Uzerlerine, farkli sayida hiicrenin pargalanmasiyla olusturulmus hemolizatlardan elde edilen
slipernatantlarin her birinden 50 uL eklendi ve vortekslendi. Boylece her bir hiicre tipi i¢in 7
farkli konsantrasyonda o6rnek hazirlanmis oldu. Sifirinci konsantrasyon seviyesi igin ise
hemolizat yerine 50 puL serum fizyolojik eklendi ve vortekslendi. Bu 6rnek, her bir hiicre tipi
icin hazirlandi. Boylelikle, sifirinci konsantrasyon seviyesi i¢in 1000’er pL serum fizyolojik
iceren Ornek ve diger konsantrasyon seviyeleri icin 1000’er pL hemolizat iceren ornek elde
edilmis oldu. Bunun 700 pL’si biyokimya otoanalizoriinde calisma icin segilen 12 test
parametresi ¢aligilmak iizere Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvari’na
gotiiriildii. Kalan 300 pL 6rnek ise ikiye porsiyonlanarak MPO, B-TGB ve fHb c¢alisilincaya
dek -70°C’de mikrosantrifiij tiiplerinde saklandi.

3.3.3.2 Biyokimya Test Parametreleri ve Serum Indekslerinin Analizi

Calisma i¢in secilen 12 adet biyokimya test parametresi (LDH, potasyum, AST, demir,
CK, magnezyum, total protein, total kolesterol, inorganik fosfor, glukoz, kalsiyum ve BUN)
ve serum indeksleri [hemoliz indeksi (HEM), ikterik indeks (ICT) ve lipemik indeks (LIP)]
icin ayrilan 700’er pL‘lik o6rnekler duplike calisilmak iizere ikiye porsiyonlandi. Tim
orneklerin analizi, AU5800 (Beckman Coulter, Inc, Miami, Florida, USA) biyokimya
otoanalizoriinde spektrofotometrik ve ISE yontemleriyle magnezyum disindaki tiim testler
icin tek reaktif kullanilarak gerceklestirildi. Bu sekilde, degisik hiicre tipi ve sayisina sahip
orneklerden hazirlanmis olan hemolizatlar1 iceren serum Orneklerinin analizi ile her bir test
parametresinden 2’ser sonug elde edilmis oldu.

Olgiilen 12 adet biyokimya test parametresinin ve serum indekslerinin test prensipleri
asagidaki gibidir :

LDH : LDH, okside nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") nm rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid (NADH)'ye indirgenmesi ile es zamanli olarak laktatin piruvata
oksidasyonunu katalize eder. NADH artig1 340 nm'de 6l¢iiliir. Bu artis, numunedeki enzim
aktivitesi ile dogru orantilidir.

Potasyum : Potasyum konsantrasyonlarmm &l¢iimii, otoanalizordeki iyon selektif

elektrod (ISE) modiilii ile dl¢tilmektedir. ISE modiiliinde, potasyum i¢in kron eter membranli
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elektrotlar kullanilir. Membranlar numunedeki potasyum iyonuna 6zeldir. Her bir iyon i¢in
Nernst Denklemine gore bir elektrik potansiyeli gelistirilir. Dahili bir referansla
kiyaslandiginda bu elektrik potansiyeli bir voltaja ve ardindan da numunenin iyon
konsantrasyonuna ¢evrilir.

Aspartat transaminaz (AST) : AST, aspartat ve 2-okzoglutaratin transaminasyonunu
katalize eder ve L-glutamat okzaloasetat olusur. Reaksiyon karigimina piridoksal fosfat
eklenmesi AST'nin maksimum katalitik etkisini garanti eder. Oksalasetat, malat dehidrojenaz
tarafindan L-malata indirgenirken es zamanli olarak NADH de NAD"a déniistiiriiliir. NADH
tiiketimi nedeniyle absorbansta meydana gelen diisiis, 340 nm'de 6lgiiliir ve numunedeki AST
aktivitesiyle orantilidir. Endojen piruvat, inkiibasyon déonemi sirasinda LDH reaksiyonu ile
temizlenir.

Demir : Demir O6l¢timiinde kromojen olarak 2,4,6-Tri-(2-piridil)-5-triazin (TPTZ)
kullanilir. Asidik bir ortamda transferine bagli demir, serbest degerlikli demir iyonlar1 ve apo-
transferin halinde pargalanir. Hidroklorik asit ve sodyum askorbat, 3 degerlikli demir
iyonlarmi 2 degerlikli hale indirger. 2 degerlikli demir iyonlari, TPTZ ile reaksiyona girerek
600/800 nm'de bikromatik olarak Olglilebilen mavi renkli bir kompleks olusturur.
Absorbanstaki artis mevcut demir miktariyla dogru orantilidir.

CK : CK, kreatin ve ATP iiriinlerini aci8a ¢ikaracak sekilde kreatin fosfattan bir fosfat
grubunun ADP aktarilmasin1 geri doniisiimlii bir sekilde katalize eder. Olusan ATP,
glukozdan glukoz-6-fosfat ve ADP iiretmek i¢in kullanilir. Bu reaksiyon, maksimum aktivite
icin magnezyum iyonlarmi gerektiren heksokinaz tarafindan katalize edilir. Glukoz-6-fosfat,
nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADP)’in es zamanl olarak indirgenmesi ile birlikte
meydana gelen glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) enziminin eylemi ile okside olur ve
rediikte nikotinamid adenindiniikleotid fosfat (NADPH) ile 6-fosfoglukonat ac¢iga cikar.
NADPH olusumuna bagl olarak 340/660 nm'deki absorbans artis orani numunedeki CK
aktivitesi ile dogru orantilidir.

Magnezyum : Magnezyum Olgiimiinde, magnezyum iyonlarmin giiclii bir bazik
cozelti i¢inde ksilidil mavisi ile renkli bir kompleks olusturdugu direkt bir yontem kullanilir.
Olusan renk 520/800 nm'de bikromatik olarak oOlgiilir ve numunedeki magnezyum
konsantrasyonu ile orantilidir. Kalsiyum interferansi, glikoleterdiamin-N,N,N",N"- tetraasetik

asit (GEDTA) ile elimine edilir.
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Total Protein : Total protein dl¢limiinde; alkalin ¢ozeltideki kiiprik iyonlar, en az iki
peptid bagi iceren proteinler ve polipeptidlerle reaksiyona girerek mor renkli bir kompleks
aciga cikarirlar. Kompleksin  540/660 nm'deki absorbansi, numunedeki protein
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Total Kolesterol : Total kolesterol ol¢limii, enzimatik bir yontem kullanilarak
yapilmaktadir. Burada 6rnekteki kolesterol esterleri, kolesterol esteraz tarafindan hidrolize
ugratilir. Agiga cikan serbest kolesterol, kolesterol oksidaz tarafindan kolesten-3-one'ye
okside edilir ve es zamanli olarak peroksidaz varliginda kromofor {tiretecek sekilde 4-
aminoantipirin ve fenol ile oksidatif olarak baglanan hidrojen peroksit aciga ¢ikar. Olusan
kirmiz1 kinonimin boyasi, absorbanstaki bir artigla birlikte 540/600 nm'de spektrofotometrik
olarak olgiiliir.

Inorganik fosfor : Inorganik fosfor, molibdatla reaksiyona girerek bir heteropoliasit
kompleksi olusturur. Yiizey etkin madde kullanimi, protein igcermeyen bir filtrat hazirlama
thtiyacin1 ortadan kaldirir. 340/380 nm'deki absorbans, numunedeki inorganik fosfor
konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Glukoz : Glukoz ol¢iimiinde, hekzokinaz iceren enzimatik yontem kullanilir. Bu
yontemde glukoz, hekzokinaz enzimiyle glukoz-6-fosfata doniistiiriiliir. Ardindan; glukoz-6-
fosfat, G6PDH enzimi ile glukonate-6-fosfat ve NADH’a ¢evrilir. Fotometrik olarak 340
nm’de 6l¢iilen NADH olusumu glukoz konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Kalsiyum : Kalsiyum 06l¢iimii, 2,2'-(1,8-Dihidroksi-3,6-disiilfonaftilen-2,7-bisazo)-
bisbenzenarsonik asit (Arsenazo III) ile yogun bir mor renkli kompleks olusturacak sekilde
reaksiyona giren kalsiyum iyonlarina (Ca*®) dayanmaktadir. Bu yontemde, Ca-Arsenazo III
kompleksinin absorbanst 660/700 nm'de bikromatik olarak Olgiilmektedir. Reaksiyon
karigiminin absorbansinda ortaya ¢ikan artis numunedeki kalsiyum konsantrasyonu ile dogru
orantilidir.

Kan Ure Azotu (BUN) : Bu 6l¢iim prensibinde iire, su ve iireaz varliginda hidrolize
olur ve amonyak ile karbon dioksit acifa cikar. Ilk reaksiyonda agiga c¢ikan amonyak,
glutamat dehidrogenaz varliginda 2-oksoglutarat ve NADH ile birlesir ve glutamat ile NAD™
olusur. Birim zamanda NADH absorbansindaki diisiis, {ire konsantrasyonu ile orantilidir.

Serum Indeksleri (HEM, LIP ve ICT) : Serum indeksleri, fotometrik olarak 6lgiiliir
ve yar1 kantitatif sonug¢ verilir. Serum indeks Ol¢limiinde serum ornekleri, “LIH reaktifi” ile

seyreltilir ve 151k absorbsiyonu 6 dalga boyunda 6lgiiliir. Potansiyel olarak interferans yapan
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bir konsantrasyonda bir veya daha fazla kromojen varsa, ilgili isaretler olusturulur ve bunlar
yapilan analiz sonuglariyla birlikte rapor edilir. Bu isaretler kromatik maddenin tiiriinii ( LIP :
Lipemi/bulaniklik, ICT : Bilirubin ve HEM : Hb) ve interferans yapan maddenin yaklagsik

konsantrasyonunu belirler (6rnegin: +, ++, ++++) (Tablo 10) .

Tablo 10 : Serum indeks isaretleri ve karsilik gelen konsantrasyonlar (144).

Kromatik Maddenin Yaklasik Konsantrasyonu
Isaret LIP ICT HEM
(mg/dL Intralipid) | (mg/dL Bilirubin) (mg/dL Hb)
N <40 <2.5 <50
+ 40 - 99 25-49 50 -99
++ 100 - 199 5.0-9.9 100 - 199
++ 200 - 299 10-19.9 200 - 299
+H++ 300 - 500 20-40 300 - 500
+H+H =500 =40 =500

3.3.4 Sitoliz Belirteclerinin Analizi

Sitoliz belirtegleri olarak, ancak hiicrenin parcalanmasiyla ortama bosalacak biiyiik
molekiiller olan protein belirtegler kullanildi. Bu amagla; RBC lizisi i¢in rutin klinik
laboratuvar uygulamasinda kullanilmakta olan fHb se¢ildi. WBC lizisi i¢in ise, kandaki
WBC’ler iginde en yiiksek orana sahip WBC alt tipi olmasindan dolay1 nétrofillerin igerdigi
ve bircok klinik patolojide de Ol¢iimleri yaygin olarak kullanilan MPO, potansiyel belirteg
PLT aktivasyon belirteci olarak bir¢ok klinik durumda yaygin olarak kullanilan B-TGB
potansiyel belirte¢ olarak se¢ildi.

3.3.4.1 MPO Olgiimii

Serum orneklerindeki MPO diizeyi 6l¢limii, enzim immunoassay test kiti (Biocheck
Inc, Foster City, California, USA) ile gergeklestirildi.
Test Prensibi : MPO O0Ol¢iimii, solid faz Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
prensibine dayanir. Bu test sistemi, MPO molekiilii iizerinde belli bir antijenik determinanta

kars1 spesifik monoklonal antikor kullanir. Bu fare monoklonal anti-MPO antikoru,
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mikrokuyucuklarda solid faz immobilizasyonu i¢in kullanilir. Horseradish peroksidaz ile
bagli bagka bir fare monoklonal anti-MPO antikoru, enzim konjugat ¢ozeltisinde bulunur.
Test Orneklerinin her iki antikorla sirasiyla reaksiyona girmesi saglanir ve bu da MPO
molekiillerinin solid faz ile enzim bagl antikorlarin arasinda yerleserek sandvi¢ formasyonu
olusturmasiyla sonuglanir. Calkalayicida oda sicakliginda 90 dakikalik iki ayr1 inkiibasyon
basamagmin ardindan, kuyucuklar baglanmamuis isaretli antikorlar1 uzaklastirmak i¢in yikama
tamponu ile yikanir. 1,2,4-trimetoksibenzen (TMB) reaktifi eklenerek 20 dakika c¢alkalayicida
inkiibe edilir ve bu da mavi renk olusumu ile sonuglanir. Renk gelisimi, rengi sariya ¢eviren
stop soliisyonu ile durdurulur. MPO’nun konsantrasyonu, test 6rneklerinin renk yogunlugu ile

direkt olarak orantilidir. Absorbans 450 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.
Test Icin Gerekli Malzemeler :

Tablo 11 : MPO enzim immunoassay Kkiti i¢erigi.

Kit Icerigi

Fare monoklonal anti-MPO antikoru ile kapli 96 kuyucuk iceren plak
Liyofilize standart, 4 adet

Standart diliient, 1 adet, 13 mL

Ornek diliienti, 1 adet, 50 mL

Enzim konjugate konsantresi, 1 adet, 0,6 mL

Enzim konjugate diliienti, 1 adet, 13 mL

Yikama tamponu (20x), 1 adet, 50 mL

TMB reaktifi, 1 adet, 11 mL

Stop soliisyonu, 1 adet, 11 mL

Analiz Asamalari :

e Analize baglamadan 6nce kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina
getirildi.

e Liyofilize standart 1100 pL distile su ile ¢oziildii ve 30 dakika ¢alkalayicida bekletildi.
Ardindan standart diliienti ile seri diliisyon yapilarak 6 farkli konsantrasyonda standartlar
hazirland1 (0; 2,5; 5; 10; 20; 40 ng/mL).

e Ornekler, 6rnek diliienti ile 1:2 seklinde diliie edildi.

e Hazirlanan 6 farkli konsantrasyonda standart ve diliie edilmis olan 6rnekler 100’er puL

kuyucuklara konuldu. Standartlar, duplike olarak ¢aligild1.

63



e Plak, 90 dakika boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakild1.

e Inkiibasyon sonunda plak, 5 kez 350’ser pL yikama tamponu ile yikand1.

e Tiim kuyucuklara, 480 pL enzim konjugate konsantresinin 11,52 mL enzim konjugate
diliienti ile dilie edilmesiyle olusturulan c¢alisma enzim konjugat reaktifi 100’er puL
eklendi.

e Plak, 90 dakika boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakild1.

e Inkiibasyon sonunda plak, 5 kez 350’ser pL yikama tamponu ile yikandi.

e Tiim kuyucuklara 100’er uL. TMB reaktifi eklendi.

e Plak, karanlikta 20 dakika boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakild.

e Tiim kuyucuklara 100’er pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

e Plak, 30 saniye hafifce calkalandi. Tiim kuyucuklardaki mavi rengin sar1 renge dontistiigii
gbzlendi.

e Tiim kuyucuklarda olusan rengin absorbansi 15 dakika i¢inde plak okuyucuda 450 nm’de
olctldi.

e Orneklerdeki MPO konsantrasyonu, standart grafiginden yararlanilarak hesapland1 (Sekil
4). Elde edilen deger diliisyon katsayis1 ile ¢arpildi.

MPO
Standart Edrisi

1,000 A

Absorbans

0,800 -

0,600 -

0.400 -

v =-0,0004:2 + 0,0406x + 00642

0.000 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4 : MPO standart egrisi.
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3.3.4.2 B-TGB Ol¢iimii
Serum orneklerindeki B-TGB diizeyi 6l¢timii, CUSABIO marka enzim immunoassay

test kiti (CUSABIO Inc, Wuhan, China) ile gergeklestirildi.

Test Prensibi : Bu test, kantitatif sandvi¢ enzim immunoassay teknigini kullanmaktadir. Plak,
B-TGB’e spesifik antikorlar ile kaplidir. Standartlar ve ornekler, kuyucuklara pipetlenir ve
mevcut B-TGB, immobilize antikorlar tarafindan baglanir. Baglanmayan maddelerin
uzaklastirilmasmin ardindan, B-TGB’e spesifik biotin ile bagl antikorlar, kuyucuklara eklenir.
Yikama sonrasinda, avidine baglh Horseradish peroksidaz kuyucuklara eklenir. Baglanmamig
avidin-enzim reaktifinin yikama ile uzaklastirlmasmin ardindan, substrat soliisyonu
kuyucuklara eklenir ve ilk basamakta baglanmis olan B-TGB miktariyla orantili bir renk

olusumu gerceklesir. Renk olusumu durdurulur ve rengin yogunlugu 6l¢iiliir.
Test Icin Gerekli Malzemeler :

Tablo 12 : B-TGB enzim immunoassay Kiti igerigi.

Kit icerigi

Reaktifler

96 kuyucuk iceren plak

Standart (dondurulup kurutulmus), 2 adet
Biotin bagli antikor (100x). 1 adet, 120 pL
HRP-avidin (100x), 1 adet, 120 uL

Biotin bagli antikor diliienti. 1 adet, 15 mL
HEP-avidin diliienti, 1 adet, 15 mL
Ornek diliienti. 1 adet, 50 mL

Yikama tamponu (25x), 1 adet, 20 mL
TMB substrati, 1 adet, 10 mL

Stop soliisyonu, 1 adet, 10 mL

Analiz Asamalar :

e Analize baglamadan Once kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve drnekler oda sicakligina
getirildi.

e Standart, 6 000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi. Ardindan, 1000 pL 6rnek diliienti ile
¢oziildii ve 30 dakika galkalayicida bekletildi. Ardindan 6rnek diliienti ile seri diliisyon
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yapilarak 8 farkli konsantrasyonda standartlar hazirlandi (0; 0,78; 1,57; 3,13; 6,25; 12,5;
25; 50 ng/mL).

Ornekler, 6rnek diliienti ile 1:2 seklinde diliie edildi.

Hazirlanan 8 farkli konsantrasyonda standart ve diliie edilmis olan 6rnekler 100°er uL
kuyucuklara konuldu. Standartlar, duplike olarak ¢alisildi.

Plagin iistli kapatilarak, 2 saat boyunca 37°C sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda plagm igindeki s1v1 uzaklastirildu.

Tim kuyucuklara, santrifiij sonras1 kendi diliienti ile 100 kat diliie edilmis olan biotin
bagl antikor 100’er pL eklendi.

Plagin iistli kapatilarak, 1 saat boyunca 37°C sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Plak, 90 dakika boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda plak, 3 kez 350’ser uL yikama tamponu ile her yikamada 2 dakika
yikama tamponu ile bekletilerek yikandi.

Tim kuyucuklara, santrifiij sonrast kendi diliienti ile 100 kat diliie edilmis olan HRP-
avidin 100’er puL eklendi.

Inkiibasyon sonunda plak, 5 kez 350’ser uL yikama tamponu ile her yikamada 2 dakika
yikama tamponu ile bekletilerek yikandi.

Tim kuyucuklara 90’ar unLL TMB substrat1 eklendi.

Plagin tstii kapatilarak 20 dakika boyunca 37°C sicakliginda karanlikta inkiibasyona
birakildi.

Tim kuyucuklara 50’ser puL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

Tim kuyucuklarda olusan rengin absorbansi 5 dakika i¢inde plak okuyucuda 450 nm’de
olgtlda.

Orneklerdeki p-TGB konsantrasyonu, standart grafiginden yararlanilarak hesapland: (Sekil
5). Elde edilen deger diliisyon katsayist ile ¢arpildi.
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2,500 -

B-TGB
Standart Egrisi

2,000

Absorbans

1.500

1,000

0,500

v=-0,0011%x2 +0,0935x + 0,3127

0,000 T T T T T 1
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Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 5 : B-TGB standart egrisi.

3.3.4.3 fHb Olciimii
Serum orneklerindeki fHb diizeyi 6l¢limii, Catachem marka kolorimetrik ol¢iim kiti

(Catachem Inc, Oxford, ingiltere) ile gerceklestirildi.

Tablo 13 : fHb 6l¢limii i¢in gerekli malzemeler.

Gerekli malzemeler

Substrat reaktifi, 3 sise, 25 mL : 3.3°,5.5 -tetrametilbenzidin (TMB) 2,29 mmol/L; tampon:
solubilizer

Aktivator reaktif, 3 sise, 10 mL : Hidrojen peroksit 62,5 mmol/L. stabilizer
Kalibrator, 1 sise, 3 mL

Kontrol Level 1, 1 sise, 3 mL

Kontrol Level 2, 1 sise, 3 mL

96 kuyucuklu plak

Test Prensibi : Plazmadaki fHb’i kolorimetrik olarak saptayan bu yontem, Hb’nin peroksidaz
aktivitesine dayanmaktadir. Bu yontemde Hb, 650 nm’de maksimum absorbans gdsteren
kromojenik bir iirlin olusturmak tiizere, hidrojen peroksit ile 3.3’,5.5’-tetrametilbenzidinin
oksidasyonunu aktive eder. Absorbanstaki artig, plazma 6rnegindeki fHb konsantrasyonu ile

direkt olarak orantilidir.
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Analiz basamaklar :

Analize baslamadan 6nce kit i¢inde bulunan tiim reaktifler ve 6rnekler oda sicakligina
getirildi.

Ornekler, distile su ile 1:6 seklinde diliie edildi.

Kalibrator, distile su ile seri diliisyon yapilarak 4 farkli konsantrasyonda standartlar
hazirland1 (6,25; 12,5; 25; 50 mg/dL). Kalibrator, kontroller ve reaktif korii duplike olarak
calisildi.

Tim kuyucuklara 250 uL substrat reaktifi konuldu.

Uzerlerine 3’er pL kalibrator, kontroller, diliie drnekler ve reaktif korii icin distile su ilgili
kuyucuklarma konuldu.

Ardindan tiim kuyucuklara 100’er puL aktivator reaktif eklendi.

Plak, 1 dk 37°C'de inkiibe edildi.

Tim kuyucuklarda olusan rengin absorbansi 5 dakika i¢inde 37°C’ye ayarlanmis plak
okuyucuda 650 nm’de 6l¢iildii.

Orneklerdeki fHb konsantrasyonu, standart grafiginden yararlanilarak hesaplandi (Sekil
6). Elde edilen deger diliisyon katsayisi ile ¢arpildi.

2,000 -

(75 ]
E fHb
5 Standart Egrisi
E [ ]
< 1,500 -
1,000 -
0,500
y = 0,0605x + 0,0981
R*=10,583
0,000 T T T T T 1
] 5 10 15 20 25 30

Konsantrasyon (mg/dL)

Sekil 6 : fHb standart egrisi.
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Absorbans yliksekligi nedeniyle saptanamayan son RBC konsantrasyon seviyesine ait fHb
degerleri, tiim konsantrasyon seviyelerine ait 6l¢iilmiis olan RBC sayilar1 ve bu sayilara
karsilik gelen fHb degerleri arasindaki iligkiden yararlanilarak c¢izilen grafikten elde edilen

formiil ile hesaplandi (Sekil 7).

600 -

500 ~

400 -

300 -

200 4

fHb konsantrasyonu (mg/dL)

vy =28584x +6,970%
R*=10,9%3

100

0 0.5 1 1.5 2
RBC sayist (milyon/ulL)

Sekil 7 : RBC sayilar1 ve karsilik gelen fHb degerleri arasindaki iligki.

3.4 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

[statistiksel analizler, “SPSS for Windows 22.0” ve “Microsoft Office Excel 2013”
programlari kullanilarak yapild1

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu “Shapiro-Wilk Testi” kullanilarak incelendi.
Tanmimlayici analizler normal dagilmayan degiskenler i¢in ortanca kullamlarak verildi. ikiden
fazla grup karsilastirmalar1 i¢in, “Friedman Varyans Analizi” kullanildi. Referans degere gore
ikiserli karsilastirmalar, “Wilcoxon Isaretli Siralar Testi” kullanilarak yapildi. Tiim testler i¢in

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 AYRIMLANMIS HUCRE HEMOLIZATLARI HAZIRLIGININ
DEGERLENDIRILMESI

Hemoliz interferansi deneysel modelinde; interferant hazirlanmasinda kritik olan hiicre
saflagtirilmasi, hiicre siispansiyonlarmin hazirlanmast ve tam hemolizin saglanmasi

basamaklarinda hedeflere ulagilma durumlar1 degerlendirildi.

4.1.1 Hiicre Saflastinnlmasinin Degerlendirilmesi

Ayrimlanmis hiicre siispansiyonlarmin tam kan sayimi ile saptanan bilesimleri Tablo
14-16°da yer almaktadir. Ilgili hiicre tiplerine ait tablolarda hiicre sayisi, her bir
konsantrasyon seviyesi i¢in ortanca olarak verilmistir. Yiizde degerler ise; her bir
konsantrasyon seviyesi i¢in her hiicre tipinin ortanca degerinin, o konsantrasyon seviyesi i¢in
stispansiyonlarin  igerdigi tiim hiicrelerin ortancalarinin toplamina oranlanmasiyla

hesaplanmaigtir.

Tablo 14 : Seri konsantrasyon seviyelerindeki RBC siispansiyonlariin bilesimleri.

) RBC savisi RBC WBC PLT vyiizdesi

Konsantrasyon * . . o

Seviyesi (Ortanca) yiizdesi yiizdesi (%0)

h (adet/puL) (%0) (20)

0 0 0 0 0

1 20000 95,2 0 4,8

2 50000 98,0 0 2,0

3 100000 99,0 0 1,0

4 200000 99,5 0 0,5

5 400000 99,8 0 0,2

(i) 800000 99,9 0 0,1

7 1620000 99,9 0 0,1
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Tablo 15 : Seri konsantrasyon seviyelerindeki WBC siispansiyonlarinin bilegimleri.

) WBC sayis1 WBC RBC PLT
Konsantrasvon N . . .
Sevi -'esil (Ortanca) yiizdesi yiizdesi yiizdesi

i (adet/uL) (%) (%) (%)

0 0 0 0 0

1 100 9.1 0 90,9

2 200 16,7 0 83,3

3 350 14,9 0 85,1

4 3800 211 0 78,9

5 1900 11,2 59,2 29,6

6 4700 20,7 44,1 35,2

7 10500 231 44,0 33,0

Tablo 16 : Seri konsantrasyon seviyelerindeki PLT siispansiyonlarinin bilesimleri.

) PLT savisi PLT RBC WBC
Konsantrasvon . . . .
Sevi -'esil (Ortanca) yiizdesi yiizdesi yiizdesi
¥ (adet/nL) (%0) (%0) (%0)
0 0 0 0 0
1 2000 97,6 0 2.4
2 4000 100,0 0
3 6000 100,0 0
4 12000 99,6 0 0.4
5 23000 100,0 0 0
i} 44500 99,8 0 2
7 90000 99,9 0 0,1

Tablolarda goriildiigi gibi, calismamizdaki 3 hiicre tipinin ayr1 ayri etkilerinin
belirlenmesi amacina uygun olarak ve kan merkezindeki kan ayrimlama ydnteminin de
kisithliklar1 g6z Oniinde bulundurularak hedefledigimiz %95 safliga RBC ve PLT
stispansiyonlarinda ulasilmasma ragmen; WBC siispansiyonlarinda ulagilamamistir (Tablo
14-16). RBC siispansiyonlarinda WBC kontaminasyonu saptanmazken, PLT kontaminasyonu
saptand1 (<1600 adet/pL) (Tablo 14). PLT siispansiyonlarmmda ise RBC kontaminasyonu
saptanmazken, WBC kontaminasyonu saptandi (<90 adet/pL) (Tablo 16).
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4.1.2 Hiicre Siispansiyonlarinin Hazirh@inin Degerlendirilmesi

Hemoliz 6ncesi seri diliisyonla hazirlanan hiicre siispansiyonlarmin hiicre sayilari, tam
kan sayimi ile saptandi. Ayrimlanmis hiicre siispansiyonlarmin tam kan sayimi ile saptanan
bilesimleri Tablo 14-16’da yer almaktadir.

Hemoliz sonrasi RBC siispansiyonlarinin konsantrasyon seviyeleri, icerdigi fHb
konsantrasyonlarina gore de degerlendirildi. Buna gore Beckman AUS5800 otoanalizoriine ait
hemoliz indeks araliklarini igeren tabloda goriildiigii gibi; RBCO, RBC1, RBC2 ve RBC3’¢ ait
fHb konsantrasyonlari, otoanalizoriin normal kabul ettigi aralikta bulunmaktadir. RBC4 “+”,
RBC5 “++”, RBC6 “+++” ve RBC7 “++++” ile gosterilen indeks araliklarina karsilik
gelmektedir. Bununla birlikte, otoanalizoriin 500 mg/dL istiindeki fHb degerleri ig¢in
“+++++7 ile Dbelirtilen en yliksek indeksine karsilik gelen RBC silispansiyonu

bulunmamaktadir (Tablo 17).

Tablo 17 : Farkli RBC konsantrasyon seviyelerinin igerdigi fHb konsantrasyonlarinin ortanca
degerleri ve bunlarin karsilik geldigi Beckman AU5800 otoanalizériine ait hemoliz indeks
isaret ve araliklari.

Hemoliz Indeksi RBCO | RBCl1 | RBC2 | RBC3 | RBC4 | RBC5 | RBC6 | RBCT
: fHb fHb fHb fHb fHb fHb fHb fHb
fsaret | fHb (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL) | (mg/dL)
N (<30) 8199 | 13218 | 23459 | 34.529 : . _ _
+ (50— 99) - - - - 52,622 - - -
+ (100 — 199) . _ : ; : 120,897 _ _
++ | (200-299) - - - - - - 226,236 -
-+ | (300 - 500) . _ : ; : . _ 470,248
S (=500) - _ - _ - - _ _

4.1.3 Tam Hemolizin Degerlendirilmesi

Ayrimlanan hiicre siispansiyonlarmin ardisik ii¢ kez dondurma ve ¢ozme islemi
sonras1 tam olarak hemolizi; 3 hiicre tipi i¢in en diisiik ve en yliksek hiicre konsantrasyonunda
olacak sekilde secilen 6rneklerde, Neubauer sayim laminda 6n inceleme sonrast Wright

boyasi ile hazirlanan yaymanin mikroskobik incelemesinde de intakt hiicre saptanmadi.
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4.2 AYRIMLANMIS HUCRELERIN LiZISININ BIYOKIMYASAL
TEST PARAMETRELERI UZERINDEKI ETKIiSINE ILISKIN
BULGULAR

Hemolizin biyokimyasal test parametreleri lizerindeki etkisi, hemolizat igeren 7
konsantrasyon seviyesinin serum fizyolojik iceren sifirinci konsantrasyon seviyesi ile
karsilagtirilmasiyla  degerlendirildi. Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT
slispansiyonlarinin biyokimyasal test parametreleri tlizerindeki etkisi, Tablo 18°de ve
grafiklerde (Sekil 8-19) yiizde degisim seklinde gosterildi ve yiizde degisim degerleri, %Bias
smirtyla karsilastirildi. Ayrica; Tablo 18°de her siispansiyonun ilgili hiicre tipine ait hiicre
sayis1, her konsantrasyon seviyesi i¢in ortanca degerleri ile ve RBC siispansiyonlarina ait fHb
konsantrasyonlari da yine ortanca seklinde verildi. Tablo 19°da ise; analitik ve klinik agidan
hiicre lizisinin neden oldugu anlamli degisimlerin esik degerlerinin karsilik geldigi
stispansiyonlarin ilgili hiicre sayilar1 ortanca olarak ve RBC’ler i¢in ayrica fHb
konsantrasyonlar1 mg/dL olarak verildi. Burada, sozii edilen analitik esik, istatistiksel olarak
anlamli degisimin basladigi; klinik esik ise %Bias smirinmn asildigi konsantrasyon
seviyeleridir. %Bias sinirlary, “Analytical Quality Commision from the Spanish Society of
Clinical Chemistry and Molecular Pathology (SEQC)’nin hazirladigi genis capli bir

veritabani ¢alismasindan alinmistir (145).
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Tablo 18 : Her bir konsantrasyon seviyesi i¢in 12 adet biyokimyasal test parametresinin
yiizde degisimi ve her bir parametre i¢cin %Bias sinirlar1.

Ortanca degerler Bias
sinirl
Konsantrasyon seviyesi 0 1 2 3 4 5 6 7 (%)
fHb (mg/dL)
(ortanca) RBC | 8,20 | 13,22 23,46 34,53 52,62 120,90 | 226,24 | 470,25 -
Hiicre sayllar1 | RBC 0 20000 | 50000 | 100000 | 200000 | 400000 | 800000 | 1620000
(adet/uL) WBC 0 100 200 350 800 1900 4700 10500 -
(ortanca) PLT 0 2000 4000 6000 12000 | 23000 | 44500 90000
LDH RBC 0,0 +3,2% +4,8% | +10,0% | +21,9*% | +43,9% | +91,5% | +190,5%
(% Degisim) WBC | 0,0 +0,3 +0,3 +1,0 +0,3 +0,7 +1,3 +0,3 +4.3
PLT 0,0 +0,3 -0,2 +0,3 +1,3* +1,6% +3,8% +7,9%
Potasyum RBC 0,0 +0,1 +0,6 +1,3% +1,9% +4,9% +9,7% +19,7*
(%Degisim) WBC 0,0 +0,1 +0,1 0,0 +0,1 -0,1 +0,3 +0,6 +1,8
PLT 0,0 -0,1 -0,1 -0,2 -0,1 +0,1 +0,1 +1,0*
AST RBC 0,0 0,0 +0,1 +8,6% +8,6% | +22,5% | +35,1*% | +74,3*
(% Degisim) WBC | 0,0 -2,6 0,0 0,0 +2,8 +2,9 +8,3 +15,4* +5.4
PLT 0,0 +2,9 +1,4 0,0 +2,7 0,0 +2,9 +5,7
Demir RBC 0,0 0,0 +0,5 0,0 -0,5 0,0 0,0 -1,1*
(%Degisim) WBC | 0,0 +0,3 +0,3 0,0 -0,2 -0,3 -0,5 0,0 +8,8
PLT 0,0 -0,5 +0,5 +0,3 +0,5 -0,3 +0,3 +1,1
CK RBC 0,0 0,0 -0,2 0,0 0,0 +2,4 +6,4% +13,5%
.. . WBC | 0,0 -0,5 +0,2 -0,2 -1,0 -0,7 0,0 0,0 +11,5
(%o Degisim)
PLT 0,0 +0,5 +0,5 +0,7 +1,4 +0,7 0,7 +1,7
Magnezyum RBC 0,0 -0,3 0,0 +0,6 +0,9% +1,9% +4,4% +9,4%
(% Degisim) WBC | 0,0 -0,3 0,0 -0,3 -0,3 -0,3 -0,6 0,0 +1,8
PLT 0,0 0,0 +0,6 0,0 0,0 +0,6 +0,3 +0,6
Total protein RBC 0,0 +0,1 0,0 +0,3 +0,6 +0,9% +1,9% +3,3%
(%Degisim) WBC | 0,0 0,0 -0,1 -0,1 0,0 0,0 +0,3 +0,1 +1,2
PLT 0,0 0,0 -0,1 +0,2 -0,2 0,0 +0,5% +1,5%
Total RBC 0,0 +0,3 +0,5 +0,5 +1,6* +2,2% +4,0% +7,9%
kolesterol WBC | 0,0 +0,3 +0,2 +0,2 +0,3 +0,5 +0,6 0,0 +4,1
(Yo Degisim) PLT 0,0 0,0 +0,2 0,0 +0,5 +0,3 +0,5 +1,1*
Inorganik RBC 0,0 0,0 0,0 0,0 +1,9% +3,7% +7,4% +18,5%
fosfor WBC | 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 +3,2
(Yo Degisim) PLT 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 +1,9% +3,7%
RBC 0,0 0,0 +0,3 0,0 +0,6 -0,6 -0,6 -0,6
Glukoz
(%Degisim) WBC | 0,0 0,0 +0,3 +0,3 +0,3 0,0 +0,6 +0,6 +2.5
PLT 0,0 +0,6 +1,3 +1,0% +1,9% +1,9% +2,9% +4,9%
Kalsiyum RBC 0,0 0,0 0,0 -0,2 +0,2 +0,1 0,0 0,0
(% Degisim) WBC | 0,0 +0,2 +0,3 +0,4 +0,4 +0,4 +0,4 +0,1 +0,8
PLT 0,0 +0,1 +0,2 0,0 +0,1 -0,2 +0,1 +0,4
BUN RBC 0,0 -0,2 +0,2 +0,2 +1,2 +1,2 +1,9 +2,8
(%Degisim) WBC | 0,0 0,0 0,0 +0,5 0,0 -0,7 0,0 +0,9 +5,5
PLT 0,0 +0,5 -0,5 -0,2 +0,2 +1,2 0,0 +1,6

* 1 p < 0,05 (Sifirinct konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizey
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Tablo 19 : Hiicre lizisinin biyokimyasal testlere analitik ve klinik agidan anlamli etkilerinin
basladig1 esik degerler.

RBC WBC PLT
Test Analitik | Klinik Analitik | Klinik Analitik | Klinik
Parametreleri esik esik esik esik esik esik
Konsantrasyon Seviyesi 1 2 - - 4 -
LDH Hiicre sayisi (adet/uL) 20 000 50 000 - - 12000 -
fHb (mg/dL) 13,22 23,46 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 3 4 - - 7 7
Potasyum Hiicre sayisi (adet/pL) 100000 | 200000 - - 90000 90000
fHb (mg/dL) 34,53 52,62 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 3 3 7 7 - -
AST Hiicre sayis1 (adet/pL) 100000 100000 10500 10500 - -
fHb (mg/dL) 34,53 34,53 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 7 - - - - -
Demir Hiicre sayisi (adet/pL) 1620000 - - - - -
fHb (mg/dL) - - - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 6 7 - - - -
CK Hiicre sayisi (adet/pL) 800000 | 1620000 - - - -
fHb (mg/dL) 226,24 470,25 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 4 5 - - - -
Magnezyum | Hiicre sayisi (adet/pL) 200000 | 400000 - - - -
fHb (mg/dL) 52,62 120,90 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 5 6 - - 6 7
Total protein | Hiicre sayist (adet/pL) 400000 | 800000 - - 44500 90000
fHb (mg/dL) 120,90 226,24 - - - -
Total Konsantrasyon Seviyesi 4 7 - - 7 -
Folesterol Hiicre sayisi (adet/pL) 200000 | 1620000 - - 90000 -
Hb (mg/dL) 52,62 470,25 - - - -
norganik Konsantrasyon Seviyesi 4 5 - - 6 7
Hiicre sayisi (adet/pL) 200000 | 400000 - - 44500 90000
fosfor fHb (mg/dL) 52,62 120,9 - - - -
Konsantrasyon Seviyesi - - - - 3 6
Glukoz Hiicre sayisi (adet/pL) - - - - 6000 44500
fHb (mg/dL) - - - - - -
Konsantrasyon Seviyesi - - - - - -
Kalsiyum Hiicre sayisi (adet/pL) - - - - - -
fHb (mg/dL) - - - - - -
Konsantrasyon Seviyesi 4 - - - - -
BUN Hiicre sayisi (adet/pL) 200000 - - - - -
fHb (mg/dL) - - - - - -
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Grafiklerdeki %Bias sinir1, x eksenine paralel kesikli ¢izgiler (-----) ile gdsterilmistir.
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Sekil 8 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin LDH test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gdsterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde, RBC ve PLT siispansiyonlarmin LDH test sonuglarini artirict yonde etki ettigi,
WBC siispansiyonlarinin ise boyle bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Grafikte, LDH
diizeylerinin, RBC siispansiyonlarmin 1. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli olarak
artmaya basladig1 ve 2. konsantrasyon seviyesinde ise %Bias smirini astig1 izlenmektedir.
Bununla birlikte, LDH degerleri, PLT siispansiyonlarinin 4. konsantrasyon seviyesinden

itibaren anlamli olarak artmaya baglamis ve 7. konsantrasyon seviyesinde %Bias simirini

asmistir.
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Sekil 9 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin potasyum test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesi gore anlamlilik diizeyi)

Grafik incelendiginde; RBC siispansiyonlariin potasyum degerlerini artirict yonde etki
ettigi, PLT silispansiyonlarinin ise sadece son konsantrasyon seviyesinde boyle bir etki
gosterdigi goriilmektedir. WBC siispansiyonlari, ise son konsantrasyon seviyesinde hafif bir
artisa neden olmakla birlikte, bu artis anlamli degildir. Grafikte, potasyum diizeylerinin, RBC
slispansiyonlarinin 2. konsantrasyon seviyesinden itibaren artmaya basladigi, bununla birlikte
artiglarm 3. konsantrasyon seviyesinden itibaren istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmektedir. Bu artis, RBC siispansiyonlarinin 4. konsantrasyon seviyesinde %Bias
degerini ge¢mistir. PLT silispansiyonlarmm 7. Kkonsantrasyon seviyesi potasyum test
sonu¢larinda anlamli bir artisa neden olmus, fakat bu konsantrasyon seviyesinde %Bias

sIIrmi agmamistir.
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Sekil 10 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin AST test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gdsterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde; RBC ve WBC siispansiyonlarinin AST test sonuglarini artirict yonde etki
gosterdigi izlenmektedir. PLT siispansiyonlarinin ise sonuglarda bir dalgalanma meydana
getirdigi fakat bu dalgalanmanin higbir diizeyde anlamli olmadigi goriilmektedir. Grafikte,
AST diizeylerinin, RBC siispansiyonlarinin 3. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli
olarak artmaya basladig1 ve ve yine bu konsantrasyon seviyesinde %Bias simnirmi astigi
goriilmektedir. WBC siispansiyonlarinm, AST degerlerini artirict etkisi 4. konsantrasyon

seviyesinde baglamis olup sadece son konsantrasyon seviyesinde bu artig anlamlidir ve %Bias

sIirmi agmistir.
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Sekil 11 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin demir test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gdsterimi.

* . p<0,05 (Sifirmci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde; RBC siispansiyonlarmin son konsantrasyon seviyesinde demir diizeylerini
anlamli olarak disiirdiigli goriilmektedir. Bununla birlikte, bu etki %Bias smnirini
gegmemistir. PLT silispansiyonlarinin ise yine son konsantrasyon seviyesinin demir
diizeylerini artiric1 yonde etki gosterdigi, bununla birlikte bu artisin anlamli olmadigi
izlenmektedir. WBC siispansiyonlar1 ise, demir test sonuglar1 iizerinde herhangi bir etki

gostermemistir.
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Sekil 12 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin CK test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Grafik incelendiginde; RBC siispansiyonlarinin CK test sonuglarini artirici yonde etki
gosterdigi, PLT siispansiyonlarinin ise sonuglarda bir dalgalanma meydana getirdigi fakat bu
dalgalanmanin hi¢bir diizeyde anlamli olmadig1r goriilmektedir. Grafikte, CK diizeylerinin,
RBC siispansiyonlarmin 5. konsantrasyon seviyesinden itibaren artmaya basladig1 ve artisin,
6. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli oldugu izlenmektedir. Bununla birlikte; bu
artirict etki 7. RBC konsantrasyon seviyesinde %Bias degerinin asilmasima neden olmustur.

WBC siispansiyonlari ise, CK diizeyleri lizerinde herhangi bir etki yapmamustur.
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Sekil 13 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin magnezyum test
sonuglar1 lizerindeki etkisinin ylizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde; RBC siispansiyonlarmin magnezyum diizeylerini artirict yonde etki ettigi

goriilmektedir. Magnezyum diizeyleri 3. konsantrasyon seviyesinde artmaya baslamis, bu artis

4. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli hale gelmistir. Bu artirict etki, 5. RBC

konsantrasyon seviyesinde %Bias sinwrmin asilmasmna neden olmustur. WBC ve PLT

siispansiyonlar1 ise magnezyum test sonuglar1 iizerinde herhangi bir etki gostermemistir.
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Sekil 14 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin total protein test
sonuglar1 lizerindeki etkisinin ylizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Grafikte goriildiigii gibi, RBC ve PLT silispansiyonlari total protein diizeylerine artirici

yonde etki goOstermistir. RBC siispansiyonlarinin etkisi 3. konsantrasyon seviyesinde

baslamis, bu etki 5. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli hale gelmistir. PLT

siispansiyonlar1 ise total protein diizeylerini 6. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli

olarak arttirmistir. %Bias smiri, RBC’lerin 5., PLT lerin ise 7. konsantrasyon seviyesinde

asilmistir. WBC siispansiyonlar1 ise total protein test sonuglarini 6. konsantrasyon seviyesinde

hafifce arttirmis olmakla birlikte bu etki anlamli degildir.
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Sekil 15 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT silispansiyonlarinin total kolesterol test
sonuglar1 lizerindeki etkisinin ylizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinct konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde, RBC, WBC ve PLT siispansiyonlari total kolesterol diizeylerine artiric1 yonde
etki etmistir. RBC siispansiyonlarmin etkisi 1. konsantrasyon seviyesinde baglamis, bu etki 4.
konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli hale gelmistir. PLT siispansiyonlar1 ise, total
kolesterol diizeylerini 4. konsantrasyon seviyesinden itibaren artirmaya baslamakla birlikte bu
artig son konsantrasyon seviyesinde anlamli hale gelmistir. WBC siispansiyonlarinin artirict
etkisi 4. konsantrasyon seviyesinde baslamis, son konsantrasyon seviyesinde bu etki
kaybolmustur. Fakat hi¢cbir konsantrasyon seviyesinde bu etki anlamli degildir. %Bias sinir1
acisindan bakildiginda, bu smnirmm RBC siispansiyonlarmin 7. konsantrasyon seviyesinde

asildig1, PLT silispansiyonlarinin ise higbir diizeyde bu siir1 agmadigi goriilmektedir.
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Sekil 16 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin inorganik fosfor test
sonuglar1 lizerindeki etkisinin ylizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Grafikte goriildiigii gibi, RBC ve PLT siispansiyonlar1 inorganik fosfor diizeyleri
iizerinde artiric1 etki gostermistir. RBC siispansiyonlar: inorganik fosfor diizeylerini 4.
konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli olarak arttirmaya baslamis ve bu artig 5.
konsantrasyon seviyesinde %Bias smirminin agilmasma neden olmustur. PLT siispansiyonlar1
ise 6. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli olarak arttrmaya baslamistir ve 7
konsantrasyon seviyesinde %Bias degerini asmistir. WBC siispansiyonlar1 ise inorganik

fosfor test sonuglar1 iizerinde herhengi bir etki gostermemistir.
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Sekil 17 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin glukoz test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gdsterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinct konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde, WBC ve PLT siispansiyonlarmin glukoz diizeylerine artiric1 yonde etki ettigi
goriilmektedir. PLT siispansiyonlarinin etkisi 1. konsantrasyon seviyesinde baslamis, bu etki
3. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli hale gelmistir. Bu artiric1 etki, 6.
konsantrasyon seviyesinde %Bias degerinin agilmasina neden olmustur. WBC siispansiyonlar1
ise, glukoz diizeylerini 2. konsantrasyon seviyesinden itibaren artirmaya baslamis, bu etki 5.
konsantrasyon seviyesinde kaybolmus ve ardindan diizeyler tekrar artmistir. Bununla birlikte,
WBC siispansiyonlarinmm  bu etkisi hi¢bir diizeyde anlamli degildir. Fakat higbir
konsantrasyon seviyesinde bu etki anlaml1 degildir. Grafikte, RBC siispansiyonlarinin glukoz
test sonuglar1 lizerinde dalgalanma meydana getirdigi, bu etkinin 5. konsantrasyon
seviyesinden itibaren diisiiriicii yonde oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, RBC

slispansiyonlarinin bu etkisi hi¢bir diizeyde anlamli degildir.
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Sekil 18 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin kalsiyum test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Grafikte gorildiigii gibi, WBC siispansiyonlar1 kalsiyum diizeylerinde arttirici yonde etki
etmis olup bu etki higbir diizeyde anlamli degildir. RBC ve PLT siispansiyonlar1 ise test

sonuclarinda bir dalgalanma meydana getirmis olup bu etkiler de anlamli degildir.
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Sekil 19 : Hemolize ugratilan RBC, WBC ve PLT siispansiyonlarinin BUN test sonuglari
iizerindeki etkisinin yiizde degisim seklinde gosterimi.

* 1 p < 0,05 (Sifirinci konsantrasyon seviyesine gore anlamlilik diizeyi)

Sekilde, RBC ve PLT siispansiyonlart BUN test sonuglar1 iizerinde artirici yonde etki
gostermistir. RBC silispansiyonlarinin etkisi ile BUN diizeyleri ilk konsantrasyon seviyesinde
hafifce diismiis olmakla birlikte, 2. konsantrasyon seviyesinden itibaren artmaya baslamis, bu
artis 4. konsantrasyon seviyesinden itibaren anlamli hale gelmistir. PLT siispansiyonlar ise;
ilk iic konsantrasyon seviyesinde BUN diizeylerinde dalgalanma meydana getirmis, 4. ve 5.
konsantrasyon seviyelerinde artirict etki yapmis, bu etki 6. konsantrasyon seviyesinde
kaybolmus ve ardindan tekrar arttirmistir. Bununla birlikte PLT siispansiyonlarmin etkisi
hi¢bir diizeyde anlaml degildir. WBC siispansiyonlar1 da test sonuglar1 lizerinde dalgalanma
meydan getirmekle birlikte, bu etki baz1 konsantrasyon seviyelerinde belirgindir. Bu etkiler, 3.
ve 7. konsantrasyon seviyesinde artiric1 yondeyken, 5. konsantrasyon seviyesinde diizeylerin

diismesine neden olmustur. Fakat higbir konsantrasyon seviyesinde bu etkiler anlamli

degildir.
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4.3 AYRIMLANMIS HUCRELERIN LizZiS BELIRTECLERININ
DEGERLENDIRILMESI

4.3.1 RBC Lizisinin Belirteci Olan fHb’nin Degerlendirilmesi

RBC siispansiyonlarmin igerdigi hiicre sayisi ile fHb arasindaki iliskinin anlamli oldugu
saptandi1 ve bu iligskiyi degerlendirmek i¢in ¢izilen grafikte RBC sayisi ile fHb arasinda pozitif
yonde ¢ok gii¢lii bir korelasyon oldugu gézlendi (r = 0.999, p=0,001) (Sekil 20).
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r=0,999 (p=0,001)

100 4
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Sekil 20 : RBC siispansiyonlarmin igerdigi hiicre sayisi ile fHb arasindaki iliski.
4.3.2 WBC Lizisinin Potansiyel Belirteci Olan MPO’nun Degerlendirilmesi

WBC siispansiyonlarmin igerdigi hiicre sayisit ile MPO arasinda anlamli bir iligki

saptanmadi (r=0,323; p=0,436) (Sekil 21).
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Sekil 21 : WBC siispansiyonlarmin igerdigi hiicre sayis1 ile MPO arasindaki iligki.

4.3.3 PLT Lizisinin Potansiyel Belirteci Olan p-TGB’nin Degerlendirilmesi

PLT siispansiyonlariin icerdigi hiicre sayisi ile B-TGB arasinda anlaml bir iliski

saptanmadi (r=0,439; p=0,277) (Sekil 22).
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Sekil 22 : PLT siispansiyonlarinin i¢erdigi hiicre sayisi ile B-TGB arasindaki iligki.
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5. TARTISMA ve SONUC

Hemolizli 6rnekler, klinik laboratuvar uygulamasinda en sik saptanan preanalitik hata
kaynaklaridir. Hemoliz, klinik laboratuvarlara gonderilen tiim rutin 6rneklerin ortalama %3’
ve kabul edilen tiim uygunsuz orneklerin %39-69’undan sorumludur (7). In vivo olarak
meydana gelebilmesine ragmen; klinik laboratuvarlarin karsilastigi baslica sorun Ornek
alimin1 ve sonrasini igeren preanalitik evrede meydana gelen in vitro hemolizdir (5).

Hemolizli 6rneklerden kaynaklanan interferans, Hb ve diger intraselliiler icerigin
ekstraselliiller siviya bosalmasina dayanir. Burada, ii¢ interferans mekanizmast rol
oynamaktadir: (a) analitlerin intraselliiler ve ekstraselliiller konsantrasyon farklarmdan
kaynaklanan interferans, (b) kimyasal interferans ve (c) spektrofotometrik interferans (8). Bu
temel mekanizmalarla olugan hemolizin sebep oldugu interferansin laboratuvar test
sonuglarma etkisi ¢cok degisken olabilmektedir (19-23). Hemolize sebep olan etkenler ve
bunlarla ilgili alinmas1 gereken dnlemler konusunda ¢ok sayida arastirma yapilmis olmasina
ragmen, test sonuglarinda hemolize bagli olusan bu degiskenligin olasi mekanizmalari

yeterince arastirilmamaistir.

Hemolizin tanimi ile ilgili bir fikir birligi bulunmamaktadir. Baz1 yazarlar hemolizi
sadece RBC’ler ile sinirlamaktadir (eritroliz) (10—12). Digerleri ise tiim kan hiicrelerinin
parcalanmasi, yani pansitoliz anlaminda kullanmaktadirlar (9,13-16). Bununla birlikte,
hemolize WBC ve PLT’lerin katkida bulundugundan bahseden yazarlar da bulunmaktadir
(15,16,146). Hacimleri, sayilar1 ve bilesimleri RBC’lerden farkli olan bu hiicrelerin de
biyokimyasal test sonuglaria etki edebilecegi akilda tutulmalidir (68,80,85).

Bir¢ok klinik laboratuvar, 6rnekteki hemoliz miktarini tutarh olarak saptamak amaciyla
subjektif bir yontem olan gorsel degerlendirme yerine, hemoliz indeksi ad1 verilen otomatize
spektrofotometrik Olglimleri kullanmaktadir (11). Fakat; sadece Ornekteki fHb varligma
dayanan semikantitatif bu testin, hemoliz interferansinin saptanmasinda RBC’ler disindaki

kan hiicrelerinin etkisini yansitmayacagi da 6ngoriilebilir.

Potasyum oOlglimlerinin siklif1 ve kandaki denge bozukluklarinin (hipokalemi veya
hiperkalemi) yanlis tanisinin ciddi sonuglar1 nedeniyle hemolizli 6rneklerde potasyum
sonuclarina yaklasim agisindan ¢esitli segenekler arastirilmistir. Hemolizli 6rneklere ait test
sonuglarinin reddi, tanida gecikmelere neden olarak hasta gilivenligini tehlikeye atabilmekte;

hastadan tekrar kan alinmasi ise artmus is ylikii ve laboratuvarlar icin artmis maliyet
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getirmektedir (8). Bu nedenle; bazi ¢aligmalar, dlciilen potasyum konsantrasyonlari tizerinde
in vitro hemolizin etkisini hesaplamak i¢in diizeltme faktdrlerinin kullanimini
desteklemektedir (19,25-27). Bununla birlikte, Onerilen diizeltme faktorleri arasindaki
degiskenlik korkutucudur (8,24). Ayrica; in vivo hemoliz durumlarinda da potasyum
diizeyleri gercekte arttigindan, bu durum diglanana dek bu diizeltme faktorlerinin
kullanilmamas1 gerektigi belirtilmektedir (139). Literatiirde benzer sekilde LDH, direkt
bilirubin, GGT, ALP gibi baska biyokimyasal testler i¢cin diizeltme faktorlerinin kullanimini
oneren yayinlar da bulunmakla birlikte rutin uygulamada kullanim yeri bulamamistir
(19,139,141). Test sonuclarindaki hatay1 diizeltmesi hedeflenen bu faktorlerin kullanimindaki
basarisizligin zemininde de, hemolizin olusturdugu interferansin laboratuvar test sonuglarma

etkisinin degigsken olmasi yatiyor olabilir.

Bu arastrmanin amaci, hemolizin biyokimyasal testlere etkisindeki degiskenligin bir
sebebi olarak diisiiniilen, hemolize ugrayan hiicre tipi ve sayismin etkisini ortaya koymaktir.
Bunun i¢in bu c¢alismada; serum 6rneklerine in vitro hemolize ugratilmis olan farkli tip ve
sayida ayrimlanmig hiicrelerden olusturulmus hemolizatlar eklenerek, hemolizin bazi
biyokimyasal test sonuglar1 {izerindeki etkisi deneysel bir modelle incelenmistir.
Hemolizatlarin  hiicre ayrimlamasi1 ve saflastirilmasi sonras1 elde edilmis hiicre
stispansiyonlarindan olusturulmus olmasi nedeniyle 6zgiin bir degere sahiptir. Ayrica; serum
orneginde, in vitro hemoliz miktarinin saptanmasi i¢in fHb’den farkli potansiyel belirteglerin

ortaya konmasi da hedeflenmistir.

Bu calismada; ayrimlanmis ve olabildigince saflastirilmis RBC, WBC ve PLT’lerden
elde edilen hiicre siispansiyonlarinin hemolizinin 12 biyokimyasal test sonuglarina etkisi
incelendi. Literatiirde ayrimlanmis hiicre hemolizatlariin kullanildig1 interferans calismasi
bulunmamaktadir. Dimeski ve arkadaslari, tarafindan yapilan calismada potasyum test
sonuglar1 lizerinde kan hiicrelerinin ayr1 ayri etkilerini degerlendirmek igin 41 kisiden lityum
heparinli tam kan ornekleri alinmistir (13). Bu 6rneklerin RBC, WBC, PLT sayilar1 ve Hb
degerleri kan saymm otoanalizoriinde saptanmistir. Orneklerin RBC sayilarmm 2420000 -
6770000 adet/p/L, WBC sayilarmin 3000 — 300000 adet/pw/L ve PLT sayilarinin 31000 — 710
000 adet/p/L araliginda oldugu tespit edilmis ve Hb aralig1 8- 17,3 g/dL olarak saptanmustur.
Ardindan; kan 6rnekleri 21 gauge’luk igneden gecirilerek 1’1 hemolizsiz olmak tizere 5 farkli
konsantrasyonda fHb igeren plazma oOrnegi elde edilmis ve bu Orneklerin potasyum ile

hemoliz indeksleri Ol¢lilmiistiir. Sonrasinda hemoliz indeks birimi basmna potasyum
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diizeylerinin degisimi hesaplanmis ve bu degerlerin hiicre sayisina kars1 grafikleri ¢izilmistir.
Buradan yola ¢ikarak aragtirmacilar; PLT lerin potasyum diizeylerinin artigina katkisinin az
oldugunu, WBC sayisindaki belirgin yliksekliklerin ise potasyum diizeylerinin artigina katkida
bulunabilecegini o6ne sirmislerdir. Bizim c¢alismamizda saflastirma asamasinda
hedefledigimiz WBC sayilarina ulasmis olmakla birlikte siispansiyonlarinin diger hiicrelerle
yiiksek oranda kontamine olmasi nedeniyle net bir sonu¢ elde edemedik. Herhangi bir
interferansa yol agmayacak sekilde farkli saflagtirma islemleri denenerek cok daha saf ve
hatta alt fraksiyonlarma ayrilmis WBC siispansiyonlar1 elde edilebildiginde belki de bu etki
net bir sekilde gosterilebilir. Diger taraftan, yiiksek saflikta elde ettigimiz PLT
stispansiyonlarinin yaklasik 90000 adet/uL PLT’nin lizisi durumunda potasyum diizeyleri
iizerinde artiric1 etkiye yol acgtigmi ve dolayisiyla bunun da ancak PLT sayilarmin 1000000
adet/pL’nin lizerine ¢iktig1 trombositoz durumlarinda s6z konusu olabilecegini saptamakla
birlikte, siispansiyonlar derin dondurucuya kaldirilana kadar gecen siire boyunca PLT i¢indeki
potasyumun disar1 sizmasindan kaynaklanan bir kayip da olabilecegi akilda tutulmalidir

(147).

Calismamizda, hemolizin test sonuglar1 lizerindeki etkisi, sonuglarin serum fizyolojik
eklenmis bazal hemolizsiz serum degerlerine gore yilizde degisimi hesaplanarak
degerlendirildi. Bu degerlendirmede, ylizde degisimin istatistiksel olarak anlamli degisim
gosterdigi analitik esik seviyeler ve %Bias sinir1 da dikkate alinarak saptanan klinik agidan
anlaml1 klinik esik seviyeler tespit edildi (144) (Tablo 19). %Bias sinirlary, “Analytical
Quality Commision from the Spanish Society of Clinical Chemistry and Molecular Pathology
(SEQC)’nin hazirladigt ve birey-i¢i ve bireyler-arasi biyolojik varyasyonun da
degerlendirildigi genis ¢apli bir veritabani ¢alismasindan alinan degerlerdir(145)(Sekil 8-18).
Bu degerler, Westgard’in 2014 yilinda giincelleyip yayinladig1 %Bias degerleriyle ¢ok biiyiik
benzerlik gostermektedir (148). 12 biyokimyasal test parametresinin; her hiicre tipi ve
konsantrasyon seviyesi i¢cin hesaplanan ve istatistiksel olarak anlamli bulunan ylizde degisim
degerleri, %Bias smirtyla karsilastirildi ve klinik olarak anlamli degisime yol acan
konsantrasyon seviyeleri tespit edildi. Hemolizin etkisi ac¢isindan kabul edilebilir simirlar,
geleneksel olarak analit sonucunun bazale gore %10 degisimi seklinde kabul edilmistir (4).
Bununla birlikte; bu smirm analitin biyolojik varyasyonu da dikkate almarak belirlenmesi
daha uygun bir yaklasim olabilir (149). Lippi ve arkadaglari, bu yaklasimi onermektedir
(10,142).
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Koseoglu ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, hemolizin 25 adet biyokimyasal test
sonucu iizerindeki etkisi incelenmistir. Bu ¢aligmada, heparinli tiipe alinan kan 6rnekleri 21
gauge’luk igneden gegirilerek mekanik olarak hemolize ugratilmis ve 5 farkl seviyede fHb
iceren plazma Ornekleri elde edilmistir [Grup I : 0-10 mg/dL (hemolizsiz), Grup II : 10-50
mg/dL (¢ok hafif hemolizli), Grup III : 51-100 mg/dL (hafif hemolizli), Grup IV : 101-250
(orta hemolizli), Grup V : 250-450 (siddetli hemolizli)] (150). Gruplarin fHb
konsantrasyonlarinin ortancalar1 ise sirasiyla; 2, 27, 75, 127 ve 334 mg/dL olarak verilmistir.
Ayrica, ¢alismamizdaki ile benzer olan Olympus AU2700 (Beckman Coulter, Inc, Miami,
Florida, USA) otoanalizoriiyle analizler gergeklestirilmis ve bizimle ayni sekilde firmanin
orjjinal reaktifleri kullanilmistir. AST ve magnezyum disinda; bizim kullandigimiz
yontemlerle gerceklestirilmistir. %Bias smirlar1 olarak da calismamizdaki ayni degerler
kullanilmistir. Bu ¢alismanin  sonuglar1 testler agisindan karsilastirildiginda; LDH
diizeylerindeki yiizde degisim “cok hafif hemolizli” gruptan (Grup II) baslayarak anlamli
olarak artmis ve hatta bu seviyeden itibaren %Bias smmrmi asmistir; fakat bu diizeydeki
hemoliz miktar1 (fHb=27 mg/dL), ¢alismamizdaki RBC siispansiyonlarinda anlamli artigin
basladigi diizeyden (1. konsantrasyon seviyesi, fHb =13,22 mg/dL) daha yiiksektir (Tablo 18,
Sekil 8) ve bizim %Bias sinirmi astigir diizeyden (2. konsantrasyon seviyesi, fHb=23,46
mg/dL) daha gectir. Ayrica; en yliksek hemoliz seviyesinin oldugu “siddetli hemolizli” grup
(Grup V, fHb=334 mg/dL)’un LDH diizeylerinde %371,6 artis meydana gelmistir; fakat bu
diizeydeki LDH degisimi, c¢alismamizdaki en yiikksek RBC hemoliz seviyesindeki (7.
konsantrasyon seviyesi, fHb=470 mg/dL) LDH degisimi olan %190°dan daha ytiiksektir.
(Tablo 18). PLT siispansiyonlarinin da, 4. konsantrasyon seviyesinden (PLT=12000 adet/puL)
itibaren LDH sonuglar1 lizerinde artiric1 yonde etki gostermesi bu artiga katkida bulundugunu
diistindiirmektedir (Tablo 18-19, Sekil 8). Hatta 7. konsantrasyon seviyesinden (PLT=90000
adet/pL) itibaren %Bias smirin1 agmaktadir (Tablo 18-19, Sekil 8). Buna gore; PLT sayisimin
asirt arttig1r (>1 milyon/uL) miyeloproliferatif hastaliklarda, LDH test sonug¢larindaki artiga
trombosit parcalanmasinin ciddi katki yapabilecegi ve RBC’lerin katkisina gerek kalmadan
%Bias smirmin asilmasina yol acabilecegi ongoriilebilir. Potasyum diizeylerindeki yiizde
degisim “gok hafif hemolizli” gruptan (Grup II) baslayarak anlamli olarak artmis ve hatta bu
seviyeden itibaren %Bias smirmni agmistir. Fakat bu diizeydeki hemoliz miktar1 (fHb=27
mg/dL), caligmamizdaki RBC siispansiyonlarinda anlamli artisin bagladigi diizeyden (3.
konsantrasyon seviyesi, fHb =34,53 mg/dL) daha diisiiktiir ve ¢alismizdaki %Bias sinirmni
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astig1 diizeyden (4. konsantrasyon seviyesi, fHb=52,62 mg/dL) daha erkendir (Tablo18-19,
Sekil 9). PLT siispansiyonlar1 da, 7. konsantrasyon seviyesinden (PLT=90000 adet/uL)
itibaren potasyum sonuglarint anlamli diizeyde arttirmis ve fakat %Bias sinirin1 asmamistir
(Tablo18-19, Sekil 9). AST diizeylerindeki yiizde degisim “gok hafif hemolizli” gruptan
(Grup II) baslayarak anlamli olarak artmis ve hatta bu seviyeden itibaren %Bias sinirini
asmistir. Bu diizeydeki hemoliz miktar1 (fHb=27 mg/dL), ¢aligmamizdaki RBC
stispansiyonlarinda anlamli artisin basladig1 ve ayn1 zamanda %Bias siirinin asildig1 diizeyle
(3.konsantrasyon seviyesi, fHb =34,53 mg/dL) oldukca benzerlik gdstermektedir Bununla
birlikte, AST 6l¢timleri agisindan yontemsel farklilik oldugu da dikkate alinmalidir (Tablo 18-
19, Sekil 10). WBC siispansiyonlar1 da, 7. konsantrasyon seviyesinden (WBC=10500
adet/uL) itibaren AST sonuglarini anlamli diizeyde arttirmis ve sonuglar bu diizeyde %Bias
smirini agmistir. Fakat; AST testi icin son konsantrasyon seviyesinde WBC’lerin sonuglari
artirc1 yonde anlamh bir etkiye sahip oldugu gosterilmekle birlikte, diisiik konsantrasyon
seviyelerinden itibaren AST’yi artirict etkisi saptanmis olan ve son WBC konsantrasyon
seviyesini %44 gibi yliksek bir oranla kontamine eden RBC’lerin varlig1 nedeniyle %15,4
oranindaki bu artist WBC’lere atfetmek dogru olmayacaktir (Tablo 18-19, Sekil 10). PLT
stispansiyonlarinin ise, AST sonuclarma etkisi goriilmemektedir. Demir diizeylerinde hicbir
seviyede anlamli bir etki saptanmamisken, calismamizda 7. RBC konsantrasyon seviyesinde
(fHb= 470,25 mg/dL) %Bias sinirm1 agsmayan anlaml bir diisiis saptand1 (Tablo 18-19, Sekil
11). PLT lerin ise, demir diizeylerine anlamli bir etki yapmadig1 goriildii (Tablo 18-19, Sekil
11). CK diizeylerindeki yiizde degisim “hafif hemolizli” gruptan (Grup III, fHb=75 mg/dL)
baslayarak anlaml olarak artmis ve “orta hemolizli” gruptan (Grup IV, fHb=127 mg/dL)
baslayarak %Bias smirmi1 asmistir. Bununla birlikte; arastirmacilarin  yiizde degisim
sonuglarmma bakildiginda Grup IV ve Grup V’e karsilik gelen ylizde degisimler sirasiyla
%20,1 ve %16,7°dir ve bir dalgalanma s6z konusudur. Fakat bu diizeydeki hemoliz
miktarlari, ¢calismamizdaki RBC siispansiyonlarinda anlamli artisin basladigi diizeyden (6.
konsantrasyon seviyesi, fHb = 226,24 mg/dL) daha disiiktiir ve %Bias smirmi1 agmaya
basladig1 diizeyden (7. konsantrasyon seviyesi, fHb=470,25 mg/dL) daha erkendir (Tablo 18-
19, Sekil 12). PLT lerin ise CK diizeylerine anlamli bir etki yapmadig1 goriildii. Bununla
birlikte; PLT siispansiyonlarinin yikanamamis olmasindan dolayr CPDA antikoagiilaniyla
kontaminasyon gerceklesmis olabileceginden yola ¢ikarak, CK testinin dl¢limiiniin

magnezyum iyonlar1 gerektirmesi ve antikoagiilanin i¢indeki sitratin bu iyonlar1 baglayip CK
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sonuglarinin  artmasmi  engellemis  olabilecegi  diisiiniilebilir  (147). Magnezyum
diizeylerindeki ylizde degisim incelendiginde, “siddetli hemolizli” grup (Grup V, fHb=334
mg/dL)’ta %Bias degerini asan anlamli bir artis saptamisken, calismamizda 4. RBC
konsantrasyon seviyesinden (fHb=52,62 mg/dL) baslayarak anlamli olarak artmis ve 5. RBC
konsantrasyon seviyesinden baslayarak (fHb=226,24 mg/dL) %Bias sinirin1 agmistir (Tablo
18-19 Sekil 13). Etkinin basladigi fHb konsantrasyonunun farkli olmasinin nedenlerinden biri
yontemsel farklilik olabilir. Ayrica; PLT lerin ise magnezyum diizeylerine anlamli bir etki
yapmadig1 goriilmiistiir. Fakat, PLT lerin yikanamamasmdan dolayi, antikoagiilan olarak
kullanilmis olan CPDA‘nin kontaminasyonu nedeniyle icerdigi sitrattan dolayr magnezyum
iyonlarini selatlaylp PLT siispansiyonlarmin sonuglarda anlamli etki yapmasmi engellemis
olabilecegi akilda tutulmalhdir. Total protein diizeylerindeki yiizde degisim “siddetli
hemolizli” gruptan (Grup V, fHb=334 mg/dL) baslayarak anlamli olarak artmis ve %Bias
smirini asmistir.  Bu diizeydeki hemoliz miktari, ¢alismamizdaki RBC siispansiyonlarinda
anlamli artisin basladig1r diizeyden (5.konsantrasyon seviyesi, fHb =120,9 mg/dL) daha
yiiksek (Tablo 18-19, Sekil 14) ve calismamizdaki %Bias sinrmi astigr diizeyden (6.
konsantrasyon seviyesi, fHb=226,24 mg/dL) daha gectir (Tablo18-19, Sekil 14).
Calismamizda test sonuglariin daha diisiik seviyelerde etkilendigi saptanmakla birlikte, her
iki calismada da bu testin en yiiksek fHb konsantrasyonlarmda (Grup V ve RBC’nin 7.
konsantrasyon seviyesi) %3 civarinda etkilendigi goriilmiistiir (Tablo18-19, Sekil 14). PLT
stispansiyonlar1 da, 6. konsantrasyon seviyesinden (PLT=44500 adet/uL) itibaren total protein
sonuglarini anlamli diizeyde arttrmis ve 7. konsantrasyon seviyesinden (PLT=90000 adet/puL)
itibaren bu diizeyde %Bias smirin1 asmistir. Trombositoz gibi PLT sayisinin arttigi
durumlarda bu hiicrelerin total protein diizeyleri lizerinde etki yapabilecegi ongoriilebilir.
Total kolesterol diizeylerindeki ylizde degisim, “hafif hemolizli” gruptan (Grup III, fHb=75
mg/dL) baslayarak anlamli olarak artmis ve “siddetli hemolizli” grup (Grup V, fHb=334
mg/dL)’ta %Bias smirmn1 agmistir.  Arastirmacilarin anlamli artis1 saptadiklar1 hemoliz
seviyesi, ¢alismamizdaki RBC siispansiyonlarinda anlamli artisin bagladig1 diizeyden (4.
konsantrasyon seviyesi, fHb=52,62 mg/dL) daha yiiksektir (Tablo 18-19, Sekil 15).
Arastirmacilarin %Bias siirmi astiklar1 hemoliz seviyesi de, ¢alismamizdaki diizeyden (7.
konsantrasyon seviyesi, fHb=470,25 mg/dL) daha erkendir (Tablo18-19, Sekil 15).
Calismamizda test sonuclarinin daha yiiksek seviyede klinik agidan etkilenmeye basladigi

saptanmakla birlikte, her iki caliymada da en yiliksek fHb konsantrasyonlarina sahip
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seviyelerde %Bias sinirmin  asildigir  goriilmektedir (Tablo 18-19, Sekil 15). PLT
sispansiyonlarinin da, 7. konsantrasyon seviyesinden (PLT=90000 adet/uL) itibaren arttirict
bir etkisinin saptanmis olmasi, PLT sayisinin ¢ok arttigi hastaliklarda yanlig yiiksek sonuglara
katkida bulunabilir. Inorganik fosfor diizeylerindeki yiizde degisim “hafif hemolizli” gruptan
(Grup III, fHb=75 mg/dL) baslayarak anlamli olarak artmistir. Bu diizeydeki hemoliz miktari,
calismamizdaki RBC siispansiyonlarinda anlamli artisin basladig1 diizeyden (4.konsantrasyon
seviyesi, fHb =52,62 mg/dL) daha yiiksektir (Tablo 18-19, Sekil 16). Arastirmacilar, “orta
hemolizli” grup (Grup IV, fHb=127 mg/dL)’tan itibaren %Bias sinirinin asildigini saptamis
olup bu diizey calismamizdaki %Bias smirinin asildig1 seviye (5. konsantrasyon seviyesi,
fHb=120,9 mg/dL) ile benzerdir. (Tablo18-19, Sekil 16). PLT siispansiyonlar1 da, 6.
konsantrasyon seviyesinden (PLT=44500 adet/uL) itibaren inorganik fosfor sonuglarini
anlamlh diizeyde arttirmis ve 7. konsantrasyon seviyesinde (PLT=90000 adet/uL) %Bias
smirini agmistir. Fakat bu durum, antikoagiilan olarak kullanilan ve fosfat iceren CPDA’nin
yikanmamis PLT silispansiyonlarin1  kontamine etmesinden kaynaklanabilir. Glukoz
diizeylerindeki yiizde degisim “cok hafif hemolizli” gruptan (Grup II, fHb=27 mg/dL)
baslayarak anlamli olarak diismiis ve “siddetli hemolizli” gruptan (Grup V, fHb=334 mg/dL)
baslayarak %Bias smirin1 agmistir. Fakat calismamizda RBC silispansiyonlarmin glukoz test
sonuglarma anlamli bir etkisi olmadigr saptanmustir (Tablo 18, Sekil 17). PLT
stispansiyonlarinin da, 3. konsantrasyon seviyesinden (PLT=6000 adet/uL) itibaren glukoz
sonuglarint anlamh diizeyde arttrmis ve 6. konsantrasyon seviyesinde (PLT=44500 adet/pL)
%Bias smirmi1 asmistir (Tablo 18-19, Sekil 17). Bu duruma, PLT siispansiyonlarinin
yikanamamasindan dolay1 antikoagiilan olarak kullanilan ve dekstroz iceren CPDA’nin
kontaminasyonu yol ag¢mis olabilir. Ustelik, CPDA’nin iginde magnezyum iyonlarini
selatlayici etkisi bulunan sitratin varligi, magnezyum gerektiren ve glukoz Ol¢limiinde
kullanilan hekzokinaz enziminin aktivitesinde diismeye neden olup glukoz diizeylerinin daha
yiiksege ¢ikmasini engellemis olabilir. Kalsiyum diizeylerinde ¢alismamizla benzer sekilde,
herhangi bir etkilenme saptanmamistir (Tablo 18-19, Sekil 18). Bununla birlikte; PLT lerin
yikanamamasindan dolayi, antikoagiilan olarak kullanilmig olan CPDA ‘nin kontaminasyonu
nedeniyle igerdigi sitratin kalsiyum iyonlarint baglayarak sonuglarda PLT siispansiyonlar1
acisindan anlamli bir degismeyi engellemis olabilecegi de ihtimal dahilindedir. BUN
diizeylerinde arastirmacilar, hicbir seviyede anlamli bir etki saptamamistir. Bizim

calismamizda ise, 4. RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb= 52,62 mg/dL) itibaren diizeyler
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anlamli olarak artmaya baslamis, fakat hi¢bir seviyede %Bias sinirin1 agsmamistir (Tablo 18-
19, Sekil 19). PLT lerin ise bu test iizerinde herhangi bir etkisi saptanmamustir (Tablo 18-19,
Sekil 19).

Koseoglu ve arkadaglarinin ¢alismasina benzer bir ¢alismay1 da Lippi ve arkadaslari
gerceklestirmistir (23). Bu caligmada arastirmacilar; hiicreleri hemoliz etmek icin, katki
maddesi icermeyen tiiplere alinan kanlar1 1 gece -70°C’ye ayarlanmis derin dondurucuda
bekletmis ve sabah c¢ozmiistiir. Bu agidan calismamizla benzerlik gostermektedir.
Arastirmacilar; boylece, 12 saglikli goniilliiden 1’er adet hemolizsiz 6rnek ve 8’er adet farkl
fHb konsantrasyonu (16, 30, 60, 130, 260, 510, 1030, 2060 mg/dL) iceren Ornek elde
etmiglerdir. Test parametrelerinin Olclimleri, Roche/Hitachi Modular System P (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)’de gerceklestirilmis ve ardindan fHb igeren
orneklerin test sonuglarmin, hemolizsiz 6rnegin sonuglarma gore yiizde degisim miktarlarmi
saptamiglardir. Calismamizdan farkl olarak, sonuglar “ortalama =+ standart sapma” seklinde
verilmistir. Klinik olarak anlamli seviyeler, calismamizla ayn1 %Bias smirlar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Bu c¢aligma ile ortak 10 adet biyokimyasal test parametremiz
bulunmaktadir ve bu testlerin dlglimiinde LDH, demir, magnezyum ve kalsiyum testleri
disinda ¢alismamizla ayn1 yontem kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 testler agisindan
karsilagtirildiginda; LDH diizeylerindeki yiizde degisim miktar1 16 mg/dL fHb
konsantrasyonuna sahip Ornekten itibaren anlamli olarak artmaya baslamis ve yine bu
seviyeden itibaren %Bias sinirmi agmistir. Calismamizda da benzer sekilde; RBC
slispansiyonlarinin en diisiik hemolizli olan 1. konsantrasyon seviyesinden (fHb=13,22
mg/dL) itibaren anlamli olarak artmaya baslamakla birlikte %Bias smir1 2. RBC
konsantrasyon  seviyesinde  (fHb=23,45 mg/dL) asilmaktadwr ve bu deger
arastrmacilarinkinden biraz daha gectir (Tablo 18-19, Sekil 8). Ayrica; ¢alismamizdaki en
yiikksek hemoliz seviyesine yakim olan 6rnek (fHb=510 mg/dL), test sonuglarmin ortalama
%259 artisina neden olmusken, ¢alismamizda son fHb konsantrasyonunda (fHb=470,25
mg/dL) bu artig daha diistiktiir (%190,5). (Tablo 18-19, Sekil 8). LDH testi acgisindan
bakildiginda iki ¢alisma arasinda yakin sonuclar saptanmis olmakla birlikte, kullanilan 6l¢iim
yontemlerinin farkliligi g6z Onilinde bulundurmalidir. PLT siispansiyonlarinin da, 4.
konsantrasyon seviyesinden (PLT=12000 adet/uL) itibaren LDH sonuglar1 {izerinde artirici
yonde etki gdstermesi bu artisa katkida bulundugunu diisiindiirmekle birlikte; bu etki, aradaki

farki acgiklayacak diizeyde degildir (Tablo 18-19, Sekil 8). Ayrica; 7. konsantrasyon
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seviyesinden (PLT=90000 adet/uL) itibaren %Bias sinirinin asilmasi dolayisiyla, trombositoz
durumlarinda LDH test sonuglarindaki artisa trombosit parcalanmasinmn katkismnin ytiksek
olabilecegi ve RBC’lerin katkisina olmaksizin %Bias sinirmin asilmasma yol agabilecegi
ongoriilebilir. Potasyum diizeylerindeki yiizde degisim LDH testine benzer sekilde 16 mg/dL
fHb konsantrasyonuna sahip Ornekten itibaren anlamli olarak artmaya baslamistir. Bu
diizeydeki hemoliz miktar1 calismamizda anlamli degisimin basladig1 3. RBC konsantrasyon
seviyesinden (fHb=34,53 mg/dL) daha diisiiktiir (Tablo18-19, Sekil 9). %Bias smir1 ise, 30
mg/dL’lik fHb degerine sahip ornekte asilmigken, calismamizda bu smir daha ge¢ olarak 4.
RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb=52,62 mg/dL) itibaren agsmaktadir (Tablo18-19, Sekil
9). Calismamizdaki bulgulara gore, 7. PLT konsantrasyon seviyesi (PLT=90000 adet/pL)
potasyum sonuglari iizerinde artirict yonde etki gosterdiginden trombositoz durumlarinda, in
vitro hemolizli 6rneklerde RBC lizisinin neden olacagi potasyum test sonuglarinda artisa katki
yapabilir (Tablo18-19, Sekil 9). AST diizeylerindeki yiizde degisim, LDH ve potasyum
testlerine benzer sekilde 16 mg/dL fHb konsantrasyonuna sahip 6rnekten itibaren anlamli
olarak artmaya baslamis ve %Bias smiri, 30 mg/dL fHb degerine sahip Ornekte asilmistir.
Calismamizda ise; AST diizeyleri, daha yiiksek bir seviyeden, 3. RBC konsantrasyon
seviyesinden (fHb = 34,53 mg/dL) itibaren artmaya baslamig ve yine bu konsantrasyon
seviyesinde %Bias smirini agsmistir ve bu deger arastirmacilarinki ile benzerdir (Tablo 18-19,
Sekil 10). PLT’lerin ise AST diizeyleri lizerinde anlamli bir etkisi olmadig1 saptand1 (Tablo
18-19, Sekil 10). Demir diizeyleri, 60 mg/dL fHb konsantrasyonuna sahip 6rnekten itibaren
anlamli olarak artmaya baslamistir ve %Bias smir1, 510 mg/dL fHb degerine sahip 6rnekte
astlmistir. Calismamizda ise; 7. RBC konsantrasyon seviyesinde (fHb=470,25 mg/dL) %Bias
degerini agsmayan anlamli bir diisiis saptand1 (Tablo 18-19, Sekil 11). PLT lerin ise, demir
diizeylerine anlamli bir etki yapmadigi goriildii (Tablo 18-19, Sekil 11). Bu bulgular;
kullanilan ydntemin, hemolizin test sonucu iizerinde meydana getirecegi etki agisindan ne
kadar 6nemli oldugunu ve bu etkinin ne kadar farklilik gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
Dolayisiyla, tek bir otoanalizor ve reaktifin kullanildig1 calismalardan elde edilen veriler
biitiine genellenemez ve rutin uygulamada her laboratuvar kendi smirlarini tespit etmelidir
(23). CK diizeylerindeki yiizde degisim; LDH, potasyum ve AST testlerine benzer sekilde 16
mg/dL fHb konsantrasyonuna sahip Ornekten itibaren anlamli olarak artmaya baslamustir.
Calismamizda ise; bu artis, cok daha gec olan bir seviyede, 6. RBC konsantrasyon
seviyesinden (fHb=226,24 mg/dL) itibaren baslamistir (Tablo18-19, Sekil 12). %Bias sinir1
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ise, 130 mg/dL’lik fHb degerine sahip ornekte asilmigsken, calismamizda bu sinir, daha geg
olarak, 7. RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb=470,25 mg/dL) itibaren asmaktadir
(Tablo18-19, Sekil 12). Ayrica; en yiiksek hemoliz seviyemize yakin olan 6rnek (510 mg/dL
fHD), test sonuglarinin ortalama %356 artisina neden olmusken, calismamizdaki son fHb
konsantrasyonunda (fHb=470 mg/dL) bu artis daha diisiiktiir (%13,5) (Tablo18-19, Sekil 12).
Ayn1 yontem kullanilmakla birlikte; calismamizdaki CK sonuglar1 arastirmacilarinkine
kiyasla daha az etkilenmistir. PLT lerin ise, bu test lizerinde anlaml1 bir etkiye neden olmadigi
saptanmakla birlikte, antikoagiilan (CPDA) kaynakli bir etkinin sonuclarda meydana
gelebilecek olas1 bir etkiyi engellemis olabilecegi gz 6niinde bulundurulmalidir (Tablo18-
19, Sekil 12). Magnezyum diizeylerindeki yilizde degisim, 130 mg/dL fHb konsantrasyonuna
sahip ornekten itibaren anlamli olarak artmaya baslamistir. Bu diizeydeki hemoliz miktar1
calismamizda anlamli degisimin bagladigi 4. RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb=52,62
mg/dL) daha yiiksektir (Tablo18-19, Sekil 13). %Bias smir1 ise, 260 mg/dL’lik fHb
degerine sahip Ornekte asilmisken, calismamizda bu smir daha erken olarak 5. RBC
konsantrasyon seviyesinden (fHb=52,62 mg/dL) itibaren asmaktadir (Tablo18-19, Sekil 13).
Bulgular degerlendirildiginde, kullandigimiz magnezyum yonteminin hemolizden daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Magnezyum testine PLT’lerin etkisi saptanmamakla birlikte,
antikoagiilan (CPDA) kontaminasyonunun sonuglarda anlamli etki yapmasmi engellemis
olabilecegi akilda tutulmalidir. inorganik fosfor diizeylerindeki yiizde degisim; 260 mg/dL
fHb konsantrasyonuna sahip Ornekten itibaren anlamli olarak artmaya baslamistir.
Calismamizda ise; bu artis, cok daha diisilk olan bir seviyeden, 4. RBC konsantrasyon
seviyesinden (fHb = 52,62 mg/dL) itibaren baslamistir (Tablo18-19, Sekil 16). %Bias simir1
ise, 510 mg/dL’lik fHb degerine sahip 6rnekte asilmigken, ¢calismamizda bu sinir, yine ¢ok
daha erken olarak, 5. RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb=120,9 mg/dL) itibaren
asmaktadir (Tablo18-19, Sekil 16). Aymi yontem kullanilmakla birlikte; bu bulgular,
inorganik fosfor testinin, arastirmacilarinkine kiyasla hemolizden daha fazla etkilendigini
gostermektedir. Glukoz diizeylerindeki yiizde degisim, caliymamizda yer almayan 1030
mg/dL fHb konsantrasyonuna sahip ornekte anlamli bir diigiiriicli etki tespit edilmis, fakat
hi¢bir konsantrasyonda %Bias smirin1 asilmamistir. Calismamizda ise, kullandigimiz fHb
konsantrasyon aralig1 dikkate alindiginda, higbir RBC konsantrasyon seviyesinde anlamli bir
etki goriilmemistir (Tablo 18-19, Sekil 17). Daha yiiksek konsantrasyonda RBC hemolizat1

iceren ornekler kullanildiginda diisiiriicli etkinin goriilmesi olasidir. Kalsiyum test sonuglar1
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degerlendirildiginde ise, calismamizla benzer sekilde herhangi bir etkilenme saptanmamustir
(Tablo18-19, Sekil 18). Bununla birlikte, CPDA‘nin kontaminasyonu nedeniyle igerdigi
sitratin kalsiyum iyonlarin1 baglayarak sonuglarda PLT siispansiyonlar1 agisindan anlamli bir
etkiyii engellemis olabilir. BUN diizeylerindeki yiizde degisim, 260 mg/dL fHb ornekten
itibaren anlamli olarak artmaya baslamistir. Bu diizeydeki hemoliz miktar1 ¢aligmamizda
anlamli degisimin basladig1 4. RBC konsantrasyon seviyesinden (fHb=52,62 mg/dL) daha
yiiksektir (Tablo18-19, Sekil 19). %Bias smir1 ise, calismamizda bulunmayan 2060
mg/dL’lik fHb degerine sahip 6rnekte asilmigken, calismamizda higbir seviyede %Bias sinir1
astlmamistir (Tablo18-19, Sekil 19). Bununla birlikte; 510 mg/dL fHb konsantrasyonuna
sahip Ornekte artis ortalama %3 civarindayken, ¢alismamizdaki buna yakin olan 7. RBC
konsantrasyon seviyesinde (fHb = 470,25) bu deger %2,8’dir. Daha yiiksek konsantrasyonda
RBC hemolizat1 iceren Ornekler kullanildiginda %Bias smirinin da asilmasi ihtimal

dahilindedir.

Hemoliz indeksleri acisindan bulgularimiz degerlendirildiginde; firmanin verilerine
gore, LDH, potasyum, AST ve demir testlerinin “+” (50-99 mg/dL fHb)’te, CK ve
magnezyum testlerinin “++” (100-199 mg/dL fHb)’te, total protein ve total kolesterol
testlerinin “+++” (200-299 mg/dL fHb)’te, inorganik fosfor ve glukoz testlerinin “++++”
(300-500 mg/dL fHb)’te, kalsiyum ve BUN testlerinin “+++++” (>500 mg/dL fHb)’te klinik
olarak anlamli bir etkilenme gerceklesmektedir ve rutin klinik laboratuvar uygulamamizda
sonu¢ onay1 sirasinda bu esik seviyeleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte; LDH ve AST
testlerinin, firmanin normal olarak kabul ettigi hemoliz indeks diizeyinde (<50 mg/dL fHb)
etkilenmeye basladig1r goriilmektedir (Sekil 8,10; Tablo 18). Daha 6nce sozii edilen iki
calisma da bu bulguyu desteklemektedir (23,150). LDH testinin 12000 PLT lizisi durumunda
anlamli olarak etkilendigi de goéz Oniinde bulunduruldugunda (PLT siispansiyonlarmin 4.
konsantrasyon seviyesi), yogun hemolizli 6rneklerde bu testin ¢calismamizda saptadigimizdan
daha diisik fHb konsantrasyonunda %Bias smirin1 asip klinik agidan anlaml fark
yaratabilecegi 6ngoriilebilir (Tablo 18-19, Sekil 8). Potasyum testi agisindan, firmanin verileri
ile ¢aligmadaki bulgularimiz olduk¢a benzerdir. Calismamizda testin 52,62 mg/dL fHb iceren
4. RBC konsantrasyon seviyesinde klinik olarak etkilendigini saptanmis ve benzer sekilde
firma da klinik olarak etkinin bagladigi smir1, 50-99 mg/dL fHb araligmni temsil eden “+”
indeks olarak vermistir (Tablo 18-19, Sekil 9). Bununla birlikte; ¢calismamizda, testin 90000

PLT’nin lizisinin gerceklestigi konsantrasyon seviyesinde test sonuglarinda anlamh bir artig
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saptandigindan, trombositoz durumlarinda bu esik degerinin diisebilecegi ve firmanin
verilerine gore normal olan seviyeye inebilecegi ongoriilebilir (Tablo 18-19, Sekil 9). Demir
sonuclar1 degerlendirildiginde ise bulgular biiyiik farklilik gostermektedir. Firma; bu testin
50-99 mg/dL fHb araliginda klinik agidan etkilendigini belirtmekteyken calismamizda test
edilen 470 mg/dL’lik konsantrasyonda dahi smir1 agmamistir (Tablo 18-19, Sekil 11). CK
testine bakildiginda da bulgularimiz firmanin verilerinden farklidir. Firmanin verilerine gore
bu test, “++” (100-199 mg/dL Hb)’te klinik acidan fark olusturmaktayken, calismamizda
saptanan deger 470,25 mg/dL fHb igeren 7. RBC siispansiyonuna karsilik gelmektedir (Tablo
18-19, Sekil 12). Magnezyum testi degerlendirildiginde, bu testin 120,9 mg/dL fHb
konsantrasyonunda klinik agidan etkilendigi saptanmistir ve bu bulgu firmanm bu test i¢in
verdigi araliga uymaktadir (Tablo 18, Sekil 13). Ayn1 sekilde, total protein test bulgular1 da
firmanin  verileriyle benzerlik gostermektedir. Calismamizda, 226,24 mg/dL fHb
konsantrasyonunda sinir asilmigken, bu deger firmanin “++++" indeksine karsilik gelen 200 —
299 mg/dL fHb konsantrasyon araligi icindedir (Tablo 18, Sekil 14). Bununla birlikte;
calismamizda, PLT siispansiyonlarinin 6. konsantrasyon seviyesinin (PLT=44500 adet/uL)
test iizerinde anlamli bir etkisi oldugu ve 7. konsantrasyon seviyesinde de tek basina %Bias
smirini asacak derecede test sonuglarimi etkiledigi saptanmis olup, trombositoz durumlarinda
bu testin daha diisiik bir fHb konsantrasyonunda klinik olarak anlamli bir farka yol
acabilecegi diisiiniilebilir (Tablo 18, Sekil 14). Total kolesterol testi ile ilgili bulgular,
firmanm verilerinden farklilik gostermektedir. Calismamizda RBC siispansiyonlarinin son
konsantrasyon seviyesinde (fHb=470 mg/dL) klinik agidan anlaml1 fark olugsmusken, firma bu
testin 200299 mg/dL fHb konsantrasyon araliginda klinik olarak etkilendigini belirtmektedir
(Tablo 18-19, Sekil 15). Inorganik fosfor testi agisindan aksi bir durum séz konusudur. Bu
test icin calismamizda 120,9 mg/dL fHb konsantrasyonuna karsilik gelen RBC
slispansiyonlarinin 5. konsantrasyon seviyesinde klinik a¢idan anlamli degisim tespit
edilmigken, firmanin verilerine gore test daha yogun hemoliz durumunda (300 - 500 mg/dL
fHb) bu sekilde etkilenmektedir (Tablo 18-19, Sekil 16). Firma glukoz testi i¢in de ayni
aralig1 vermis olup, ¢alismamizda en iist RBC konsantrasyon seviyesinin fHb degeri olan 470
mg/dL’ye kadar test lizerinde RBC’lerin anlamli bir etkisi saptanmadi (Tablo 18-19, Sekil
18). Kalsiyum testi agisindan degerlendirildiginde; firma bu testin 500 mg/dL’ nin iistiindeki
fHb konsantrasyonlarinda klinik olarak etkilendigini belirtmis ve ¢alismamizda benzer sekilde

test ettigimiz fHb degeri olan 470 mg/dL’ye kadar test iizerinde gerek analitik gerekse klinik
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acidan anlamli herhangi bir etki saptanmamistir. BUN testi acisindan bulgular
degerlendirildiginde, firmanin verilerine goére bu test 500 mg/dL’nin {istiindeki fHb
konsantrasyonlarinda klinik olarak etkilenmektedir. Calismamizda da benzer sekilde, en {ist
RBC konsantrasyon seviyesinin fHb degeri olan 470 mg/dL’ye kadar klinik agidan anlaml1
fark yaratacak bir etki saptanmamustir (Tablo 18-19, Sekil 19). Hemoliz indeks bulgular1
degerlendirilecek olursa; potasyum, magnezyum, total protein, kalsiyum ve BUN testlerinde
firma ile uyumlu bulgular saptanmis olmakla birlikte diger 7 test firmanin verileriyle
uyusmamaktadir. Calismamizin yontemi géz oniinde bulunduruldugunda; hiicrelerin ayr1 ayri
etkilerini saptama amacimiza yonelik olarak, fHb sonuclarinin yiiksek saflikta RBC igeren
slispansiyonlara  ait  olmasi, indeks degerleri  agisindan  sonuglarin  birebir
karsilastirilabilirligini engellemektedir. Bunun nedeni, diger hiicrelerin diliisyon gibi olas1 ve
miktar1 dngoriilemeyen etkilerinin dislanmis olmasidir. Bu durum, karsilastirma yaptigimiz
tiim diger caligmalar i¢in de gegerlidir. Literatiirdeki konuyla ilgili ¢alismalar incelendiginde,
aslinda caligmalarin kendi arasinda da karsilastirilabilirligi azdir. Bunun nedenlerinden biri,
hemolizat hazirlama yontemi acisindan ¢alismalarin biiylik farklhiliklar gostermesidir.
Hemolizatlar1; bazi1 aragtirmacilar mekanik yontemle, bazilar1 dondurup ¢d6zme yontemiyle,
bazilar1 ise ozmotik sok yontemiyle olusturmus, bir kismi 6rneklerin direkt olarak kendisini
kullanmisg, digerleri ise hemolizatlar1 serum veya plazmaya farkli diliisyon oranlarma yol
acacak sekilde eklemistir (23,25-27,122,150). Bizim de ¢calismamizda 1/20 hemolizat oranini
kullanmamizin nedeni diliisyonel etkiyi en aza indirebilmektir (151). Caligmalarin
karsilagtirilabilirliginin az olmasinin diger nedenleri ise, kullanilan otoanalizérlerin ve
yontemlerin farklilik gdstermesidir. Ustelik; Grafmeyer ve arkadaslari; hemoliz, ikter ve
lipeminin 20 farkli otoanalizor kullanarak 20 biyokimyasal test parametresi iizerindeki
etkisini incelemisler ve yontem farkliliklarinin oldugu kadar yontemin cihaza nasil adapte

edildiginin de 6nem tasidigmi vurgulamiglardir (118).

Ji ve arkadaslari; birlikte calistiklar1 firmanin indeks Onerileri ile kendi sonuclarini
karsilastirmistir (152). Arastirmacilar; lityum heparinli tiiplere aldiklar1 kan1 santrifiij ettikten
sonra plazmayr uzaklastirip ¢oken hiicre paketini once serum fizyolojik ile yikamig ve
ardindan distile su ile siispanse edip dondurup ¢ozmiislerdir. Hazirlanan hemolizatlar,
olusturulan plazma havuzuna farkli seviyelerde eklenmis ve analizler Roche Cobas 6000
otoanalizoriinde gerceklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde; arastirmacilar, kendi

bulgular1 ile firmanm verileri arasinda gii¢lii bir korelasyon saptamis olmakla birlikte, bazi
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biyokimyasal test sonuc¢larinin indeks degerinden daha diisiik seviyede, bazilarmin ise daha
yiiksek seviyede etkilendigini saptamislardir. Calismamiza benzer sekilde inorganik fosforun
klinik olarak etkilenme diizeyini indeksten daha diisiikk bir seviyede saptamislarken, CK
diizeyini de yine c¢aligmamiza benzer sekilde indeksten daha yiiksek bir seviyede
saptamiglardir. Steen ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada; arastirmacilar, benzer
sekilde firmanin verdigi esik degerleri ile kendi tespit ettikleri degerleri karsilastirmistir (122).
Hemolizat, ozmotik sok yontemiyle hazirlanmis; serum havuzlarina %10 oraninda eklenmis
ve Beckman LX20 otoanalizoriinde analizler gergeklestirilmistir. Calisma, ayni otoanalizorii
kullanan 4 farkli laboratuvarda gerceklestirilmistir. Hemolizin etkisi agisindan analiz ettikleri
29 adet biyokimyasal test parametresinden 12’sinin anlamli derecede etkilendigini ve esik
degerleri ile kendi tespit ettikleri degerler arasinda hemolizli 6rnekler agisindan ¢ok giiclii bir
korelasyon oldugunu saptamislardir. Bu calismada hemoliz indeksi 11 seviye (0-10) iken
calismamizda 6 (0-5) seviye bulunmaktadir. Dolayisiyla, hemoliz indekslerinin kullaniminda
biliyiik farkliliklar vardir. Bu farkliliklara bircok faktér neden olmaktadir. Bunlar; 6rnek
hacmi, kullanilan diliient ve hacmi, okuma dalga boylari, hesaplamalar, raporlama sekli
(6rnegin; calismamizda oldugu gibi +, ++ seklinde veya g/L, umol/L gibi fHb
konsantrasyonlar1 olarak)’dir. Bu nedenle, indekslerin birbirine uyumlu hale getirilmesi

gerekmektedir (149).

Hemoliz indekslerinden ve fHb 6l¢iimlerinden yola ¢ikarak 6zellikle potasyum olmak
iizere bazi biyokimyasal test parametreleri i¢in diizeltme faktdrlerinin kullanimini destekleyen
calismalar bulunmaktadir (19,25-27,139,141,153). Bununla birlikte; daha 6nce sozii edildigi
gibi, hemoliz indekslerinin standardize olmamasi, kullanilan yontemlerin farkliligi gibi
etkenler, Onerilen formiillerin cihaza ve yonteme kisitli kalmasmna ve diger yontem ve
cihazlara genellenememesine neden olmaktadir. Lippi ve arkadaslarmin yaptig1 bir caligmada,
12 farklh hasta 0rneginde test ettikleri bir¢ok parametrede Ongoriillemeyen ve analite 6zgii
varyasyonlar saptamislardir (23). Bu arastirmacilar; diizeltme faktérlerinin kullanimini
desteklememekte, hemolizli 6rneklerde klinisyenin in vivo hemoliz agisindan uyarilip tekrar
ornek istenmesinin en uygun yaklasim oldugunu savunmaktadir. Diizeltme faktdrlerinin
kullanimin1  6neren  arastirmacilardan Jay ve arkadaslari, hiicre i¢i  analit
konsantrasyonlarindaki bireyleraras1 farkliliklarin diizeltme faktdrlerinin belirlenmesinde
degiskenlige neden olabilecegini belirtmis ve bu alanin arastirilmasi gerektigini vurgulamistir

(19). Hawkins ve arkadaslar1 da, 100 hasta Ornegi ile gerceklestirdikleri calismalarinda,
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potasyum/fHb oran1 agisindan bireylerarasi farkliliklar1 ortaya koymus ve potasyum testi i¢in
One siiriilen diizeltme faktorlerinin kullanimint 6nermemiglerdir (28). Ayrica; kan alimi
sirasinda da meydana gelen makaslama gerilimi (shear stress)’nin hiicrenin pargalanma
esiginin ¢ok daha altindayken, gerilimin giiciiyle orantili olarak RBC’den potasyum kaybinin
gerceklestigi saptanmistir (154). Bu gerilimin kan alimi sirasinda, RBC’de sadece kiigiik
iyonlarin gegebilecegi porlarin agilmasina neden olabilecegi ve Hb gibi biiyilk molekiillerin
bu porlardan gecemeyecegi bildirilmis ve dolayisiyla fHb’nin potasyumun Ongdriilmesi
acisindan uygun bir belirte¢ olamayacagi seklinde yorumlanmistir (24,155). Mansour ve
arkadaslar1 ise; literatiirde ¢ok sayida farkli diizeltme faktoriiniin onerilmis olduguna dikkat
cekmisler, calismalarin sinirlt sayida saghkli goniilliiden alinan 6rnekler ya da havuzlanmig
ornekler ile yapilmasinin da hastane popiilasyonunu yansitmayabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica; kullanilan o6zellikle dondurup c¢ozme, ozmotik sok gibi hemolizat hazirlama
yontemlerinin retikiilosit, PLT ve WBC gibi hiicrelerin neredeyse tamaminin harap olmasina
neden oldugundan, gergekte olan in vitro hemolizi yansitmayacagimi vurgulamislardir.
Calismamizda pargalanan hiicre sayisi ile analit konsantrasyonu iliskisini kurabilmek igin
hiicrelerin tam hemolizini hedefledigimizden, dondurup ¢6zme yontemini kullandik. Ozmotik
sok yontemi kullanilmasi durumunda; hemolizatlarin diliie olmasiyla gerek hiicre sayilari
gerekse fHb konsantrasyonu acisindan biiyiikk bir kayip olacagindan bu ydntemi tercih
etmedik. Homojenizator, boncuk gibi mekanik veya kimyasal yontemleri de, kullanilmalar1

durumunda interferans deneyi i¢in kontaminasyon olusturacagindan tercih etmedik.

Bu arastirmada amacimiz, hemoliz etkisindeki bu degiskenligin diger bir ayagi olarak
gordiigiimiiz hiicre tipi ve sayismim etkisini ortaya koymaktir. Caligmamizda WBC
sispansiyonlar1 hedeflenen saflikta elde edilemediginden net bir sonu¢ alinamamakla birlikte
PLT’lerin baz1 biyokimyasal test parametreleri lizerinde etkiye neden oldugu saptanmistir. Bu
konuyla ilgili WBC’lerin daha saf elde edilebildigi ve hatta alt fraksiyonlarina ayrilabildigi

daha fazla sayida 6rnek igeren ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Hemolizde; hiicrelerin hacim, bilesim ve sayr etkisi seklinde ii¢ farkli katkisi
oldugundan yola ¢ikilarak bir teorik modelleme gergeklestirildi. Degisik tipteki hiicrelerin
hacim etkisi degerlendirildiginde en kii¢lik hiicre PLT’ye gére RBC’nin 9,25 kat, WBC’ nin
43,9 kat hacim etkisi oldugu; sayisal etkisi degerlendirildiginde en az sayidaki hiicre WBC’ye
gore RBC’nin 710 kat, PLT nin 39,3 kat say1 etkisi oldugu sdylenebilir. Fakat her iki etkinin
toplam katkis1 degerlendirildiginde en az katkis1 olan PLT ye gére RBC’nin 168 kat, PLT nin

104



1,12 kat toplam katkist oldugu saptanir. Hemolizin biyokimyasal testler lizerine etkisindeki
degiskenligin temel mekanizmasini; 6nce bir hiicreden, sonra ayni ve son olarak farkl: hiicre
tiplerinin kompartmanlarmin birlesmesindeki hacim, say1 ve burada modellemeye dahil
edilmeyen ama her analite gore farkli olan bilesim etkisindeki degisim olusturmaktadir.

Sekil 23’te

Hemolizde hiicre kompartmanlarinin birlesmesinin teorik modellemesi

gosterilmistir :

B C
Ayni hiicreler Farkli hiicreler

4]
Bazal

Hiicre

Kompartmanlarin birlesmesi (~Hemoliz)

A-Tek kompartmamin etkisi: [Hiicre etkisi (HE)] = [Hacim etkisi] x [Bilesim etkisi]

B — Benzer ¢ok kompartmanin etkisi: [Aym hiicrelerin toplam etkisi] = [HE]; + .... + [HE], (n=toplam hiicre sayisi)
C— Farkh gok kompartmanin etkisi: [Farkh hiicrelerin toplam etkisi] = [RBC etkisi] + [WBC etkisi] + [PLT etkisi]

Katkilar RBC WBC PLT REBC:WBC:PLT

Hacim etkisi (fL) 935+ 125% 439+ 3 3% 10+ 3* 9,25:43,9:1

Sayi etkisi (adet/uL)* 5000000+ 1000000 7000+£3000 275000125000 710:1:39,3

Bilesim etkisi Analite dzgl Analite dzgl Analite 6zgl Analite 6zgl
Toplam katk 462500000 3073000 2750000 168:1,12:1

*Referans aralikiars kullgnifmstr.

**Ndtrofil degen kullamimigar. Matyushichev VB, Shamratova VG, Muzaforows DA Correlation berween the Quantity of White Blood

Cells and Their Valume Distribution Parametersin Humans. Hum Phy. 2001{27)1: 110-114 .

Sekil 23 : Hemolizde hiicre kompartmanlarmin birlesmesinin teorik modellemesi.

Klinik laboratuvarlarda rutin uygulamada hemolizin saptanmasi icin belirte¢ olarak
kullanilan fHb ag¢isindan bulgular degerlendirildiginde, fHb miktarmm pargalanan RBC
sayist ile pozitif yonde cok gii¢lii bir korelasyon gosterdigi saptandi (Sekil 20). Bununla
birlikte; potansiyel belirteg olabilecegini 6ngdrdiigiimiiz WBC lizisi icin MPO ve PLT lizisi
icin B-TGB molekiilleri a¢isindan anlamli bir iligski saptanmadi (Sekil 21 ve 22). Ilgili
hiicrelerin bu molekiilleri icermesine ragmen; bu duruma, serum matriksinde belirte¢ dlgiim

yontemlerinin performanslarmin uygun olmamasi ya da dondurup ¢ézme isleminin proteinin
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iic boyutlu yapisint bozarak antijenik taninabilirligi etkilemesi yol agmis gibi goriinmektedir.
Bu agidan, 6l¢iim yontemlerinin performansini ortaya koyan daha ileri belirte¢ ¢aligmalarina

ihtiya¢ vardur.

Calismamizin bazi kisitliliklar1 bulunmaktadir. Bunlardan biri, WBC siispansiyonlariin
yeterince saflastirilamamig olmasidir. Dolayisiyla, WBC’nin biyokimyasal test parametreleri
iizerindeki etkisi net bir sekilde degerlendirilememistir. Calismanin diger bir kisithiligi, PLT
stispansiyonlarinin yikanamamasidir. Bu nedenle antikoagiilan (CPDA) kontaminasyonu
meydana gelmis ve glukoz, inorganik fosfor, magnezyum, kalsiyum ve CK testleri
degerlendirmeye almamamustir. Bir kisithlik da, 7. RBC konsantrasyon seviyelerinin fHb
konsantrasyonlarinin 6lgiilememis olmasi nedeniyle bu degerlerin hesaplanarak elde
edilmesidir. Ayrica, calismamizdaki fHb araliginda anlamli bir etki saptanmamis olan
kalsiyum testinin 500 mg/dL’nin iizerindeki fHb konsantrasyonlarinda degerlendirilmesi
gerekmektedir. Baska bir kisitlilik, MPO ve B-TGB belirteglerinin olgtimii ile ilgilidir.
Ornekler 1 kez calisilmistir ve olasilikla bu yontemlerin serum matriksindeki performanslar
uygun olmamasi ya da hemolizat hazirlama sirasinda dondurup ¢6zme yontemi kullanilmis
olmasindan dolay1r anlamli bir sonug¢ elde edilememistir. Diger bir kisithlik, biyokimyasal
parametrelerin triplike olarak degil duplike olarak O6l¢lilmiis olmasidir. Bununla birlikte,
dublike oOlgiimler arasindaki fark istatistiksel olarak degerlendirilmis, anlamli bulunmayip
ortalamalar1 alinmustir. Ayrica, 6rnek sayisinin da artirilmasi, istatistiksel olarak daha giiclii

sonuglarm elde edilmesini saglayacaktir.
Sonug olarak;

e RBC sayisi ile hemolizden etkilenen parametreler arasindaki iliski net bir sekilde
ortaya konmustur. Hemoliz indeksleri icin iireticinin belirledigi esik degerler ile
karsilastirmada ise; metodolojik nedenlerden dolay1 farkliliklar saptanmastir.

e PLT sayisi, bazi biyokimyasal parametreleri anlamli olarak etkilemekte, bu etki
LDH i¢in trombosit sayisi referans araliginin i¢inde olan bireylerde dahi ortaya
cikabilecek diizeydedir. PLT sayismin total protein ve LDH {izerindeki etkisi,
trombositozu olan bireylerde RBC lizisi olmaksizin klinik olarak anlamli farkliliga

yol agabilir.
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e {leriye yonelik hemoliz mekanizmasinin anlasilmasini saglayan bu tiir arastirmalar,
klinik laboratuvarlarda sik goriilen bu interferansin ¢oziimiinde 6nemli ipuglar
saglayacaktir.

e Ayrica bu arastirmada ortaya konulamayan, farkli hiicre hemolizini yansitabilecek

belirteclerin kesfi de ileriye yonelik gelismeye agik bir alan olarak gdériinmektedir.
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6.2 EKLER

EK 1 : ETiK KURUL ONAYI

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU
oz e E——

Karar No:2013/13-01 | Tarin: 17.06.2013
e, Yard.Dog.Dr.Tuncay KUME’nin sorumlusu oldug_u “In Vitro Hemoliz Siirecinde Etkilenen Hiicre Tipi ve Sayisinin
P E Bazi Rutin Biyokimyasal Test Sonuglar1 Uzerine Etkisinin DeZerlendirilmesi” isimli klinik arastirmaya ait
§g bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis,
3 E‘ bilimsel ve etik agidan galismanin gergeklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmigtir.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITES] KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalart Kilavuza
BASKANIN UNVANI/ ADI/SOYADI: | Prof.Dr.Aysegiil YILDIZ
Unvan/AdySoyadi Kurumu Uzmanhik Alam Cinsiyet A",i:;;:i“ Ue Katlim * imza
= l
Prof.Dr.Ayscgiil Sy DEU Tip Fakiltesi Psikiyatri E K E H E H
YILDIZ Pelkiypirt Anabilim Dalt O |® [O O O leHoeh
Ogr.Gor.Iskender Biyofarmasstik ve | Ege Universitesi flag ve E K E H E H ‘
INCE Farmakokinetik Farmakokinetik Arg-UyeMerk, | (O |0 |® |O |O .
Cocuk Saghgi ve DEU Tip Fakultesi Cocuk )
Prof.Dr.Nuray - G E K E H E H
Hastahiklari (Yeni Saghig ve Hastahklart Anabilim
DUMAN Dogan) Dali =R:EENCEERERY
Prof.Dr Hiilya —— DEU Onkoloji Enstitiisi E |k |[e |ua |E [0 [0
ELLIDOKUZ Prevantif Onkoloji A.D. O I (O |® (O |0O
R Cocuk Sagligi ve DEU Tip Fakiiltesi Cocuk :
gr;%g;{.zesm Hastaliklar Saghg: ve Hastaliklart Anabilim E % FD % E-] E W\/
(Gastroenteroloji) Dali “ ¢
174
Prof.Dr.Erol Kadm Hastaliklan AT P 1 K E H E H
TAVMERGEN %6 Doguin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi ® 0Ololx OO (p{:,[fx,/loﬂlzt
—— = o) L
Prof.Dr.Sule FirinakolGii DEU Tip Fakiiltesi Farmakoloji | E K E H E H
KALKAN el Anabilim Dali O 0 |®R (O[O ’
Prof.Dr.A Necali Anesteziyoloji ve Anesteziyoloji ve Reanimasyon | E K E H E H : ﬂ,.” (l{
GOKMEN Reanimasyon AD X O O ] O ]
Dog.Dr. Taner DAGCI | Fizyoloji Ege Universitesi Tip Fakiiltesi £ S X i B H by
O |0 |m |o |o bt "57/‘Qj
DEU Tip Faktiltesi
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* :Toplantida Bulunma

Sayfa 2
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EK 2 : BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU

Bu aragtirmada; kan alimi sirasinda veya sonrasinda olusan kan hiicrelerindeki par¢alanmanin, hiicre tipine ve
sayisina bagli olarak laboratuvar sonuglarini nasil etkiledigini saptamayi planliyoruz. Bu amagla sizden rutin
biyokimya ve seroloji (1 tiip) ve hemogram (1 tiip) taramasi sonrasinda sonuglarmiz referans araliklarda
bulundugu taktirde 1 iinite tam kan Orneginizi bu arastirmaya yardimci olmak tizere kullanmak i¢in izninizi
istiyoruz.

Kan alma iglemi sirasinda birlikte olacagiz; ama sonrasinda meydana gelebilecek herhangi bir zarar durumunda
Dr. Burcu UNLU’ye 0 505 4539156 ya da 0 232 4122559 no’lu telefonlardan ulasip yardim isteyebilirsiniz.

Bu calisma sirasinda uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflari
size veya gilivencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa édettirilmeyecektir.

Bu calismaya katilmayi reddetme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina sahipsiniz. Bu
calismaya katilmaniz daha sonraki tibbi bakimlarinizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da sizin rizaniza bakmadan,
arastirma kosullarina uymayan drneginizi arastirma dist birakma hakkina sahiptir.

Bu galismada yer aldiginiz siire igerisinde kayitlarmizin yani sira iligkili saglik kayitlarimiz kesinlikle gizli
kalacaktir. Bununla birlikte kayitlarmiz kurumun yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanligi’na agik
olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir.
Calisma verileri herhangi bir yaymn ve raporda kullanilirken bu yaynda isminiz kullanilmayacak ve veriler
izlenerek size ulasilmayacaktir. Alinan 6rnekler bu ¢alisma disinda kullanilmayacak, ¢alisma sonrasinda imha
edilecektir.

Asagida aragtirmamiz i¢in ¢ogu kan merkezlerinde de sorulan sorular1 yanitlamaniz gereklidir.

Vereceginiz tlim yanitlar ve size ait bilgiler kesinlikle gizli tutulacaktir. EVET

2-  Son 48 saat icerisinde her hangi ilag kullandiniz mi?...........cccooiiiiiiiiniiiii e
3-  Son 1 hafta igerisinde; solunum yolu enfeksiyonu, ishal, atesli bir hastalik gecirdiniz mi? Bu siire
icerisinde dis tedavisi oldunuz mu? Antibiyotik kullandiniz mi? ..........ccceoeiieiiniiininceee e
4- Son 1 ay igerisinde herhangi bir as1 oldUNUZ MU?..........coiiiiiiiiiiie et
5- Son 1 ay igerisinde ila¢ kullanmanizi veya tedavi olmanizi gerektirecek bir hastaliginiz oldu mu?..........
6- Son 3 ay icerisinde kan bagisi yaptiniz mi1? Size kan bagis1 yaptiktan sonra test sonuglarizda kan
vermenize engel bir durum oldugu sOYIEendi Mi? ........coooiiiiiriiiie e e
7-  Son 3 ay igerisinde; dis tedavisi (dis ¢cekilmesi, dis tas1 temizligi, kok tedavisi) oldunuz mu?..................
8- Devamli kullandiZiniz bir 118¢ VAr MI?.......ccociiiiiiiiiiieiiei ettt st st b et s
9- Kalp hastalig1 — kalp krizi, kalp yetmezligi, kalp kapak rahatsizliklart — gegirdiniz mi?..........cccceeeneeenene

11- Bobrek hastaligi, seker hastalig, tiroid hastaligl gecirdiniz mi?...........cceeeieveeiriiiiieseeeiee e
12- Sik sik bayilma nébetleri gecirir misiniz? Sara hastast misiniz veya bununla ilgili tedavi goriiyor

13- Sitma (malarya) GeCIrdiniZ MA?........cocieueiiiiieit ettt ettt ettt e sttt st saeesaesbteb e sb bbb ebeestente s ene
14- Kanser hastalil @eCITAINIZ MI?.......c.ecieieuiiiie ettt ettt ettt ae ettt e e see st et essesee e ebeesersenseeeas
15- Malta hummasi veya peynir hastaligi (brusella) gecirdiniz mi?..........cccoceeveeivieiieieneneeie e
16- Bulasici sarilik (viral hepatit) — Hepatit B, Hepatit C, Kalaazar — gegirdiniz mi?..........cccooeveeieieneeeenenne.
17- Kanamali bir hastalik veya kan hastalii ge¢irdiniz mi? Bir yeriniz kesildiginde kaniniz zor mu durur?
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EVET HAYIR
18- Sebebi agiklanamayan kilo kaybi, gece terlemeleri, 10 giinden fazla siiren sebebi agiklanamayan ates,

deride mor lekelenmeler, ag1z ve bogazda beyaz dokiintiiler,uzun siiren iyilesmeyen oksiiriik ve ishal

i FANALSIZIIK DEHEHIEHNIZ OAT ..o e eesoeeesee e e sere e seesses e ees s sees e e e O
19- Damar i¢i bagimlilik yapict madde kullandiniz m1? Kokain kullandiniz mi?.........cccccovvveeviiinincnencnenne. O
20- Son 12 ay icerisinde size kan veya kan iiriinii verildi mi? Doku veya organ nakli yapildi mi?....................
21- Son 12 ay igerisinde ameliyat gecirdiniz mi? Disle ilgili ameliyat gegirdiniz mi?...........ccoeeveeveeeeciecrenennene 8

22- Son 12 ay igerisinde kulak veya cildinizin bagka bir yerini deldirdiniz mi? Dévme, akapunktur yaptirdiniz

23- Son 12 ay igerisinde herhangi bir ortamda viicudunuza bagka birine ait kan bulasi oldu mu?......................

24- Son 12 ay igerisinde cinsel yolla bulasan bir hastalik (frengi, bel soguklugu) gecirdiniz mi ya da bu tiir
rahatsizl1g1 olan birisiyle cinsel iliskiye GIrdiniz Mi?........cc.eooeeiririiiiiiniie ettt O

25- Son 12 ay igerisinde bulasici tip sarilig1 olan (B ve C tipi sarilik) veya diyalize giren birisiyle yasadiniz m1
veya boyle birisiyle cinsel iligkiniz Oldu MU?..........cceouiiieiirieiiriee ettt et sraeeaeseeessesenenns O

26- Son 12 ay igerisinde HIV tastyicist veya AIDS oldugunu bildiginiz biri ile cinsel iligkiniz oldu mu?..........

27- Son 12 ay igerisinde bulasici tip sarilig1 olan ( B ve C tipi sarilik) bir kisiyle yakin bir iligki i¢inde oldunuz

OO0 OO O OO OCOOO

TTIUZ. ottt ettt ettt ettt et et ettt et et e e bt esae sh e sae ekt eh e ke a e eae et eat e R et ea et ettt sheehten b ehbenbeeueenbenbeenbennrea
28- Son 12 ay igerisinde siipheli bir hayvan tarafindan 1sirildiniz m1? Kuduz agist oldunuz mu?.............cco.c..... 8
29- Kadmlar igin : Su an hamile misiniz? Son 6 ay icerisinde diisiik yaptiniz m1 veya kiirtaj oldunuz mu?........ O

Yukaridaki sorular1 formdaki bilgilendirme yazilarmi okuyarak dogru olarak yanitladim. Kanimin aragtirma
amaciyla kullanilmasini ve gerekli goriilecek her tiirlii test taramasiim yapilmasini kabul ediyorum.

Goniilliiniin :

Adi:

Soyadi :

Tarih : Imza:
Tel :

Adres :

Olur Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin :
Adr:

Soyadi :

Tarih : Imza:

Gorevi :

Arastirmacinin :
Adr:

Soyadi :
Tarih : Imza:
Tel :
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