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BOLUM I

GIR1IS ve AMAC

Klinik biyokimya lsboratuvarlarinda uygulenan aneliz
yontemleri; klinik bulgulara dogrulamayi, taniya akileci bi~-
¢imde ulagmayl, uygun tedavi yontemini belirlemeyi ve teda-
vi sirasindeki geligmeleri saglikli bir gekilde izlemeyi
amaclare.

Bu ybntemlerin ylksek bir dogruluk diizeyine sahip
olmalari istenir. Pek ¢ok sayidski laboratuvar ybntemlerin-
den amaca uygun olarak yararlanmak ancak alinan sonug¢larin
glivenilir bir gekilde degerlendirilmig olmasi ile miimkiin-

- dilire Bu nedenle sonuclari olumsuz ydnde etkileyen faktorle-~
rin Snceden bilinmesinde yarar vardir (8,36).

Bu caligmada seg¢tigimiz dSrt serum paramatrési i¢in
fzmir yoresinde bulunan hastanelerde uygulandifi saptanan
klinik analiz ybntemleri kullanilarak in vitro hemolizin,
bu parametrelere etkisi kantitatif plarek incelemmigtir.

In vitro hemoliz, 151, 186, 246, 616 ve 916 mg/L konsantras-
yonlarda Hb safliyacak gekilde serum Orneklerine hemolizat
katilarak kontrollu olarsk olugturulmugtur. Kontrollu ola-
rek olugturulan in vitro hemoliz kalitatif olarak da (0-4+)



degerlendirilerek aralarinda iligki kurulmaya galigilmig-
tar. ' )

Hemolizli olarak hazirlenan bu serumlarda iki enzi-
metik test yontemi (total asit fosfataz, laktat dehidro-
genaz) ile total kolesterol ve total bilirubin tayinleri
yapilmigtair.

Bu c¢aligmada, yoremizdeki hastanelerde uygulanmakta
olan bazi klinik biyokimya ybtntemleri kullanilarak secgilen
serum parametrelerine in vitro hemoliz etkisinin boyutla-
rinin saptanmasi ve bulgularimiz ile rutin galigmalarda

kargilagilen hemoliz giddeti arasinde iligkil kurulabilmesi

amaglanmigtir.



BOLUM I

GENEL BILGILER

I.l. Klinik laboratuvar testlerini etkileyen fakttr-
ler (8,9,36):

Biyolojik test materyaslinin analizi, materyael igin-
~deki orgenik bilegiklerin fonksiyonel gruplarinin varligina,
bu bilegiklerin separasyonuna veya iyonlarin &lg¢lilmesine
dayanir. Bu analizlerin gegitli gekillerde ve diizeylerde
bazl faktorler tarafindan etkilenmesiyle alinan sonuglarin
hatsli ve amacindan sapmig olmasina Yol agar.

Testlerin tani koymadaki Gzglilliglinii etkileyen faktor-
leri agagida belirtilen gruplar altlnda toplamak miimkiindiir.

1- Analiz materyalinin nitel veya nicel bzellikleri-
ni bozarsk test sonmuglarini etkileyen fakttrler: Antikoagli-
lan ve koruyucular, hemoliz, ltkoliz veya ikter, analiz
materyalindeki bilegenlerin stabilitesi.

- Analiz nateryalinin kontaminasyonuna neden olarak
test sonuglarani etkileyen fakttrler: Deterjan artiklari,

cam malzeme veya plasiiklerden kaynaklanan kontaminasyonlar,



materyalin saglanmasi: sarasinda ciltten (deriden) gelen
kontaminasyon ve paranteral olarak uygulanmig ilag vbe
bilegikler. |

3- Dogrudan fizyoiojik etkilerle test sonuglarim
etkileyen fakttrler: Ritmik degisiklikler (gece, giindiiz,
meveimler gibi), pozisyona bagli deéigiklikler (yatak is-
tirahati vbe. gibi), izlenen diyet ve kullanilan ilaglarla
ilgili metabolik degigiklikler.

4- Dolayla fizyolojik etkilerle test sonuglarima
etkileyen fakitrler: Diyagnostik maniplilasyon-cerrahi trav-
ma, damar i¢i enjeksiyonlar, opiatlar, narkotikler, aneste-
zi, kés aktivitesi, psikolojik durum, oral kontraseptifler
ve endojen metabolitler.

Galaigma konumuz in vitro hemolizin test sonuglari
lizerindeki etkisi olduéu i¢in sayalan bu faktdrlerden hemo-
liz hakkinde ayrantila bilgi verilecektir.

I.2. Hemoliz

Hemoliz, genel olarak eritrositlerin bir bilegeni
olan hemoglobinin (Hb) gegitli etki ve mekenizmalarla erit- -
rosit digina g¢gakmasa olarak tanimlansbilir. Bu olay orga-

nizpa'diginda (in vitro),organizma iginde(in vivo)olugabilir{3).

I:2.1. In vivo hemoliz:

In vivo hemoliz, kan dolagimi iginde eriirositlerin
bir hasari sonucu Hb'nin dogrudan plazmays gegmesi olayidir.

;
<



In vivo hemoliz genel olarak bazi hemolitik anemilerde,
uygun olmayan ken perflizyonlari, bakteri-hayvan (yalan,
ari, oriimcek gibi) toksinleriyle zehirlenme ve eritrofa-
gositoz olayiarl sirasinda meydana gelmektedir. In vivo
hemoliz ekstravaskiiler veya intravaskililer olmak lizere iki
gekilde olugabilir (3).

Ekstravaskiiler hemoliz (45)s: Ekstravaskiiler hemoliz
bazi tip hemolitik anemilerde gbzlenir. Genelde ekstravas-
killer hemoliz karaciger, delak ve kemik iligi gibi retikii-
loendoteliyal sistemde makrofajlar iginde olugur. Ornegin,
otoimmiin hemolitik anemide retikliloendoteliyal sistem mak-

rofajlari I _G molekiiliinln Fc kismini bafliyan reseptérlere

sahip olduéi ig¢in, IgG ile kaplanmig eritrositlerin makro-
fajlar tarafindan tutulmasi sonucunda hemoliz meydana ge-
lebilmektedir. Tam olarak hemoliz olmayen eritrositler
membranlarinin bir kismim keybederek sferosit gekline do-
nﬁgﬁrler. Bu sferositler de dsha sonra kolayca parg¢alanir-
lar. |
intravaskﬁler hemoliz (26,45)s Bu tip hemoliz ciddi
hemolitik hastaliklarda sik gtriilen bir durumdur. Ornefin,
immiin hemolitik anemilerde eritrosit ylizeyine yapismig
bulunan Ig'ler serum komplemanini asktive ederler, aktive
olarak eritrosit membranina yapigan kompleman burada delikf
ler agilmasina neden olur ve eritrositlerin pargalanmasina
yol acar. Intravaskliler hemolizin gdriildiifil diZer durumlar

miyokard enfarktiisii ve kalp kapak¢iZi protezlerinin yol



acgtifs fiziksel travma olaylarldir. Ayrica, ABO grup uyug-
mazligli olan kan perfilizyonlarinda da intra#aekﬁler hemoliz
gbrilmektedir. Kean dolagimi ig¢inde eritrositlerin monosit-
ler, nttrofiller veya sébit makrofajlar tarafindan sindi-
rilme olayi olan eritrofagositoz da da intravaskiiler hemo-
liz meydana gelebilmektgdir. Eritrofagositoz, Ozellikle
immiin hemolitik anemilerde gbriilmekle birlikte eritrosit
harabiyeti yapan bazi hastaliklarda da olugtufu bildiril-
" migtir. ,
Intravaskiiller hemolizde dolagimdaki Eb'nin fazlaliZi
nedeniyle haptoglobin-hemopeksin sistemlerinin doygunluge
ulagmasi ile Met-Hb formu ortaya gikmaktadar. Intravaskiiler
hemolizin stz konusu oldufu olgularda gorillen hemosiderin-~
iri ve hemoglobinliri, intravaskiiler hemolizin klinik belir-
tileri olarak degerlendirilmektedir,

Ie2¢2. In vitro hemoliz (5,12,21,25, 45,47) :

iIn vitro hemoliz, eritrositlerin vicut diginda ge-
gitli etkenlerle zedelenmesi ve Hb'nin hilicre disina ¢ikmasi
olaylr olarak tanimlanabilir. in vitro hemolize yol agan
eritrosit harabiyeti agagida belirtilen gekillerde olabil-
mektedir, |

Osmotik pargalanma: Eritrositler su,ve iyon gegir-
genligini saglaiyan yarl.gegirgen bir zarla gevrilidirler.
Hb'nin osmotik etkisi nedeniyle eritrositler hiicre igine

su almaek egilimindedirler, fekat normal kogullar altinda

¢



bu egilim bir enerji-bagintili mekanizma tarafindan (va®
pompasi) su ve sodyum iyonlarinan hiicre disina pompalanma-
sljia kontrol edilmektedir; Eger eritrosit igine giren su
miktarl pompa kapasitesinin ilistiinde ise veya pompalama me-
kanizmasinda bir bozukluk varsa, hlicre igeri aldigfr sudan
dolayi gigmeye baglar. Bu durumda eritrositin bikonkav
disk gekli sferik bir hale gelir. Normal eritrositler hilic-
re igeriklerini kaybetmeksizin orjinel hacimlerinin 1,5
veya 2lkat1 kadar gigebilirler. Sigme, eritrositlerin mem-
braninda geg¢ici hasarlar meydana getirir, Hb ve diZer mak-
romoleklillerin hilicke digina gikmasina neden olur. Bu olay-
lar dizisi osmotik veya kolloid osmotik pergalanma olarak
bilinmektedir. Eritrosit membraninda olugan hasarlar geri-
donebilir niteliktedir ve hilicreler osmotik hemoliz sonra-
sinda kosullarin diize}tilmesi ile osmotik biitiinliiklerini
yeniden kazanabilirler,

Normal kogullar altinde eritrosit igerigindeki sava
% 0.9'luk sodyum klorir ¢dzeltisi ile izoosmotik bir den-
geye ulasir. Bu konsantrasyon degerinin iistlindeki hipoto-
nik tuz gvzeltileri ic¢inde eritrositler in vitro olarak
osmotik pargalanma ile hemoliz olurlar. Normalde, % 0.44'
lilk sodjum klorilir gozeltisi igindeki eritrositlerde hemo-
liz olugmaya baglar ve % 0.34'liik bir tuz g6ze1tiéi iginr
de eritrositlerin tamamen hemoliz oldugu gorlliir. Bu Szel-
likten yararlanilerak gegitli konsantrasyonlardaki tuz ¢b-
zeltileri iginde degigik oranlarda meydana gelen hemoliz



degerlerinden yola ¢ikilmig ve eritrositler ig¢in osmotik
frajilite testleri geligtirilmigti:.

Kismi parcalanma: Kismi pargalanma olayi, g¢ogunluk-
la eritrosit membraninin bir kisminin erimesi olayi olarek
tanimlanabilir. Fakat bu olay her zaman eritrosit igerigfinin
keybolmasi sonucunu getirmeyebilir.

In vitro kogullarda termik olarak hasar yaratma ve-
ya uygun bir diametre pipetinde hiicreleri sikigtirma gibi
gegitli tekniklerle eritrositlerdé kismen parg¢alanma ya-
ratmak miimkiindir.

Komplemana bagimli hiicre erimesi (sitolizis): In
vitro olarak komplemanlarin zgll eritrosit antikorlarina
baflanmasinin saflandigi durumlarda eritrosit membraninln
kimyaesal yapisinin bozulmasi ile eritrositlerin parg¢alan-
masina yol acan olay komplemana bagimli sitolizis olarak
tammlamre.

Komplemanin terminal kompleksi olarak da adlendira~-
lan olugum C5, C6, CT, C8 ve C9 komponentlerini igerir. Bu
kompleks eritrosit membrani ile reaksiyona girer. Belirti-
len komponentlerin lipid ¢ift tabaka igine gomiilmesi 4ile
trans-membran ve proteinie gevrili porlarda yepisal ve ig-
levsel bir bozukluk meydana gelir. Porlardaki bu harabiyet
eritrosit membranini su ve elektrolitlere kargi agiri ge-
¢irgen bir duruma getirerek osmotik parcalanmaya neden o-
lur. Ayni zamanda osmotik parcalanma olmaksizan da diZer
eritrosit bilesenlerinin direkt olarak hiicre digina g¢iki-

gina yol agabdilir,



Fiziksel veye mekanik etkiler: Agiri soguk veya si-
cak gibi termik etkiler tzellikle 64°C nin Hzerindeki si~
cakliklar eritrosit membranini etkileyerek hemolize neden
olure. Sicekligin etkisi. (H') iyon konsantrasyonuna baZli
olarak degigir. Asidik ve alkalik ortamlarda diigilk sicak-
liklarda bile hemoliz olustugu halde nétr ortemlarda erit-
rositlerin hemolize olen direnci artar.

Radyesyon, UV iginlari ve gegitli elektrik akimlara
(dogru, degigken, indiiksiyon) eritrositlerin lipoid membra-
nin1 parcgaliyarak hemoliz olugtururlar.

Laboratuvar kogullarinda analiz materyalinin elde
ediligindeki teknik hatalar, materyali ayirma ve santrifiij
agamalarindaki dikkatsizlikler, mekanik olarak kanin agirai
calkalanmasi veya karigtirilmasi, kanin bir kag kez dondu-
rulup, ¢dzillmesi veya uzun bir siire cam egyayle temasi, ge-
gitli konteminasyonlar eritrositlerde fiziksel veya mekanik
olarak hemolize neden olan fakttrlerin en Onemlileridir.

Kimyasal etkilers Hg, Cu vb. bazi afir metaller klo-
roform, eter, alkol, aseton gibi lipitleri gﬁzeﬁ solventler,
belirli HY veya OH™ konsantrasyonuna sahip asit ve alkaliler
eritrosit membranina etkiyerek hemolize yol agarlar. .

Sabunlar, safra asitleri ve saponin gibil ylizey geri-
limini diigliren maddeler de hemolize neden olean maddelerdir,
Ayrica, doymug veys doymamig yaZ asitleri, lesitin gibi baz:
lipoitler éritrosit membranini etkileyerek daha az hemolitik

etkiye sahip diZer maddelerin hemoliz yapmalarani kolaylag-

¢
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tirirlar. Kolesterol bir lipoid olmasina rafmen bu madde-

lerin etkilerine engel olan bir bilegiktir.

I.3. In vitro hemolizin test sonuglarina etkisis

in vitro hemolizde, analiz materyalinin igerdigi
Hb konsantrasyonuyla dogru orantili bazi test sonuglara
hemolizden pozitif veya negatif ybtnde etkilenmektedir. Se-
rum Srnegi 20 mg/dl serum diizeyinde bir Hb konsantrasyonu-
na sahip oldugu zaman gdzle gbriilebilir (visible) diizeyde
hemolizli sayilir, bu konsantrasyonun 600 mg Hb/dl serum
diizeyini asmasi ise siddetli derecede hemolizin gbstergesi
olarek ksbul edilir (22,41).

In vitro hemoliz genel olarak test sonuglarini fark-
11 lic mekanizma ile etkilemektedir (20).

1- Eritrosit bilegenlerinin agifa gikmasa:

Bazi serum bilegenlerinin eritrosit i¢indeki konsan-
trasyonlari serum veya plazmeya gtre gok daha yliksektir.
Caraway'e gtre (8), bazi bilegenlerin eritrosit/serum kon-
santrasyon oranlari gtyledir: Laktat dehidrogenaz (LDH)
igin 25, asit fenil fosfataz igin 67, potasyum ve magnezyum
igin 20, 6~-fosfoglukonik dehidrogenaz igin 450, Aggliéi is-
tenen bilegenin eritrosit ig¢indeki konsantrasyonu plazma
veya serume oranla deha yliksek ise hemoliz sirasinda erit-
rositlerin pargalanmasi ile ac¢ifa g¢ikan bu bilegen, serum
veya plazmayl kontamine ederek test sonuglarini hatalil ola-
rak pozitif yonde etkiler ve normal degerlerin sapmasina

neden olur (20).

¢
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Eritrosit bilegenlerinin ag¢iga cikmasi geklinde
olusan hemoliz &zellikle serum totel asit fosfatsez, LDH,
aldolaz, aspartat amino transferaz sktiviteleri ile potas-
yum, magnezyum ve inorganik fosfor (Pi) konsantrasyon de-
éerlérini etkilemektedir (6, 20).

Eritrositler yiiksek bir konsantrasyonda tagidiklari
fosfat esterlerini pargalanmelari sirasinda serum igine
birakirlar, bu fosfat esterleri serumdeki fosfatazlar ta-
rafinden hidroliz edilerek (Pi) konsanirasyonunun arimesi-
na neden olurler. Hemolizin neden oldugu (Pi) konsantras-
yon degerindeki bu yiikselig zamana bagli olarak degigim gos-
termektedir; Yrnegin, hemolizli bir serum 5-7°C de bir siire
saklanacak olursa serum (Pi) konsantrasyon degerinin her
gegen giin bagina 4-5 mg/dl'lik bir ylikselis gtsterdifi ifa-
de edilmigtir (8,38). Hemoliz etkisi ile serum potasyum

éﬂi/;konsantrasyon deZerinin ise % g Hb bagina yaklagik 3.3 mEq/L'
Y 14k bir yikselis géeterdigi bildirilmigtir (22).

Hemolizli serumlarda yapilan asit fosfataz akti%ite
tlglimlerinde hemoliz etkisinin kullanilen metoda bagli ola-
rak farkliliklar gosterdifi bildirilmigtir (20). Asit fos-

fataz aktivite Slglimlerinde kullanilan substrat (fenil fosfat,
?—nitrofenil fosfat) eritrosit asit fosfatazi tarafindan hid-

roliz edildigi taktirde asit fosfataz aktivitesi hemolizden

etkilenmektedir(36,46), Enzim ektivitesine substrat olarak &-
naftil fosfaet ve timolftalein monofosfat kullanlldlélnda hemo-



- 12 =

lizin daha az etkili oldufu bildirilmistir (16). Hemolizli
gserumlardas tartarata duyarli prostatik asit fosfatazin fe-~
nil fosfat substrati kullamilarak yapilan aktivite &1giimiin-
de hemolizden etkilenmedifi saptanmigtir (6). Frank ve dif.
(16), serum asit fosfataz aktivite Sl¢limlerinde hemolizin
metoda bagli olarak etkili oldufunu ne siirmiigler ve pros-
tatik asit fosfataza ngﬁ\substratlar kullanildigi zaman
asit fosfataz aktivite degZerlerinde meydana gelen ylikseli-
gin ihmal edilebilir oldugunu beliritmiglerdir. Fakat ayni
caligmada p-nitrofenil fosfatin kullanildiga metodlarda
enzim aktivite deéerlerindeki yﬁkeelig hemolizsiz seruma
gore dbrt kat daha fazla bulunmugtur.

Hemolizli serumlarda 10 mg/dl HEb konsantrasyonu ba-
gina aspartet aminotransferaz ektivite deferinin % 2, mag-
nezyum konsantrasyon degerinin ise % 0.05 oraninda bir ylik-
selig gbsterdigi belirtilmistir (38).

LDH eritrositlerde serums oranla 160 kez daha yiiksek
bir konsantrasyonda bulundugu icin hemolizden en fazla et-
kilenen serum parametrelerinden biridir (20). LDH'an erit-
rositlerde yiliksek konsantrasyonda bulunmesi nedeniyle erit-
rositlerin ayrilmasi sirasinda kullanilan bazi tekniklere
bagli olarak da (Vacutainer veya Corvac tiipleriyle tam ka-
nin alinma iglemleri gibi) LDH aktivite degerlerinde nemli
artiglar gozlenir (38,39). Corvac tilplerinin kullanildiga
serum ayirme iglemlerinde tiip igeriginde yer alan ve ayiri-

c1 (separator) olarak tanimlanan inert tiksotropik bir si-
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likon jel, eritrositler ve serum arasinda bir bariyer olug-
turarak serumun ayrilmasini saglar. Ayiricl materyal bu
tipler ig¢ine santrifiigasyondan Snce veya sonra ilave edile-
bilir. Santrifiligasyon oncesi ayirici ilaeve edilerek saglan-
mig bir serum Yrneginde yapilan LDH aktivite ©lciimiinde e-
ritrositlerin hasari ile iligkili olarak 7.4 U/L'lik bir
aktivite deger artigi saptanmigtir (39). Bagka bir ¢alig-
mada ise santrifligasyondan Once ayirici ilave edilerek sag-
lanmig serum drneklerinde hemolizden kaynaklanan LDH akti-
vite deger artigi 13 U/L dir. Bu dilzeydeki bir artigsan

% 0.03-0.04 hemolizat igeren bir serum Srnefindeki arimig
aktivite deferine egit oldugu bildirilmigtir (23).

In vitro hemoliz nedeni ile eritrosit bilegenlerinin
ag1iga gikmasi yoluyla test sonuglarinda meydana gelen hata-
larin kantitatif degerlerini Caraway (8).tarafindan one sii-
riilen bir formiil ile teorik olarak hesaplamak miimkiindiir.

Bu formiilde serum hemoglobini hemolizin &lglisii olarak kulla-
n1lir. Eritrositlerde bulunan Hb konsantrasyonu 34 g/dl

eritrosit olarak kabul edilir ve béylece bir ml seruma 0.03
ml hemolizat (hemoliz edilmis eritrosit) ilavesi ile 100 ml'

de 1 g Hb igeren serum elde edilmis olur.
Caraway formlli (8):

3n(c/s-1)
1 + 0.03h
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p = % hata

h = % g serun veya plazma Hb konsantrasyonu

8 = bilegenin hemolizsiz serum veya plazmadaki
konsantrasyonu

¢ = bilegenin eritrosit ig¢indeki konsantrasyonu

Caraway formiili kullanilarak % O.1 g Hb igeren hemo-
1izli bir serum Yrneginde potasyum icin teorik % hata 5.7
olarak bulunmugtur. Hesaplanan bu hata ylizdesi deneysel ta-
yinlerle de uyum saflar (8).

2- Renkli kompleks olusumu veya protein baglamaya

dayanan analiz yontemlerine direkt etkis

Eritrositlerin pargalanmasi ile serumu kontamine
eden Hb, bazi serum bilegenlerinin renkli kompleks olugu~
muna dayanan resksiyonlarla teyininde renk girigimi (inter-
feransi) yeparak analitik islemleri dirckt olarsk etkilemek-
tedir (20). Ekstraksiyon olmaksizin uygulanan bazi kolori-
metrik ybntemlerde eger bir diizeltme faktdrl kullanilmiyor-
sa Hb'nin olugturacagi absorbans nedeni ile Unemli ﬁléﬁde
hatali sonuglar elde edilir (38). Serumda protein, biliru-
bin, kolesterol, Urik asit, demir, insiilin, A vitamini ta-
yinleri hemolizden bu mekanizma ile etkilenen ybtniemlere en
iyi Srneklerdir (12,20,38).

Serum bilirubin tayininde uygulanan diazo reaksiyon-
larinda, Hb ile diazo reaktifinin igeriZinde bulunan siilfa-
nilik asit arasinda ayira¢ olarak kullanilam nitrik asit
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ig¢in bir yarigma olasilifindan sdz edilir. Hemoglobinin
nitrik asit tarafindan methemoglobine donligtilriilmesi sonu-~
cunda olugan bu renkli bilegik kolorimetrik analizi direkt
olarak etkileyebilir ( 9). McGann ve diZ.(24), serum bili-
rubin tayininde kullanailan Malloy-Evelyn metodunun bir mo-
difikasyonu olan van den Bergh reaksiyonu ile hemolizli
serum igeren Orneklerinde bilirubin konsantrasyon degerinin
% 5-15 oraninda azaldiélnl gostermiglerdir. Bir galigmada
serum bilirubin tayininde diazolama sirasinda diazobenzen
p-slilfonik asit g¢ozeltisine Hb eklendigZinde bilirubin igin
gerekli olan diazo miktarinin azaldigi gdzlenmig ve nihai
azo pigment ¢tzeltisinde Hb varligi 396 nm de oksi Hb'nin

Y -band1 ile saptanmigtir (19). Bir galigmada serum dekon-
juge bilirubin oranlari gegitli dalga boylarinda spektrofo-
tometrik olarak saptanmig ve hemolizsiz bir serum SrnegZinde
dekonjuge bilirubin yiizdesi % 100 olarak saptanmigtir. Fakat
38 mg/dl Hb eklendiginde bu defer % 88 ve 86 mg/dl Hb eklen-
diginde ise % 62 olarak bulunmugtur (36). Serumda proteine
bagla bulunantﬁliruhkﬁn diazo reaksiyonuna katilimini sag-
lamak amaci ile kafein, metanol gibi bilegiklerin kullanil-
digi metotlarda, hemoliz farkli etkilere sahiptir (38).
Jendrassik-Grof metodu ile serum bilirubin tayinlerinde he-
molizsiz bir serum Srnegindeki bilirubin konéantrasyonu,
0.43 mg/dl iken % 1 hemolizat tagiyan Srnegin bilirubin
konsantrasyonu 0.42 mg/dl olarak bulunmustur (6). Genel ola-
rek direkt spektrofotometrik metotlarda bir diizeltme fakt®ri
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kullanildigl zaman 165 mg/dl'ye kadar serum Hb konsantras-
yonunun bilirubin tayinlerini etkilemedifi belirtilmigtir
(38). |

Kolesterol tayin ytntemleri genel olarak hemolizden
fazla etkilenmezler. Uzellikle, ekstraksiyonun kullanildiga
kolesterol tayin metotlarinda hemolizin, dogrudan tayin
yontemlerine oranla daha az etkili oldufu belirtilir (48).
Izopropanol ile ekétraksiyonu takiben asidik o:tamda demir-
B-klorﬁf kullanilarak hemolizli plazmada kolesterol tayini
yapildiginda %(-0.82) oraninda bir hate hesaplanmig ve ko~
lesterol tayininin hemolizden fazla etkilenmedifi sonucuna
varilmgtir (6). Leessig ve diZ.(20), % 1 hemolizat igeren
serum Orneklerinde direkt metotla kolesterol konsantrasyonunu
saptadiginda 20 mg/dl'lik bir artig bulmuglardir, fakat
ekstraksiyon metodu ile alinan sonugla kiyaslandiginda kon-
eantrasyonda tnemli bir degigme gizlenmemigtir. Kolesteroliin
enzimatik olarak tayin edildigi metotlarda ise hemolizin
etkisi direkt metotlara oranla c¢ok daha azdir (38). Richmond
(32), Nocardia sp.'den elde edilen kolesterol oksidaz enzimi
ile kolesterol tayininde'hemolizin me tod ﬁzefindeki etkisini
aragtarmig ve hi¢ Hb ige:meyen bir plazma Srneginde koléste-
rol konsantrasyonu 145 mg/dl bulunurken 200 mg/dl HEb igeren
ayn1 Srnekte kolesterol konsantrasyonunu 141 mg/dl olarak
saptamigtir.

Hb, serum totel protein tayinlerinde kullanilan biiiret
regktifi ile reaksiyona girer fakat direkt olarak absorbansi



- 17 -

etkiler. Bir mg Hb'nin 1.9 mg serum total proteinine egde-
ger bir absorbans olugturdugu belirtilmigtir (9). Bir ca-
ligmada hemolizli plazma Crneklerinde her g Eb'nin total
protein konsantrasyonunda % 1 oraninda bir artiga yol agti-
g1 saptanmigtir (6).

Serum albiimin tayinlerinde bromkrezol yegili yantemi
(BCG) kullanildifa zaman hemolizin albiimin konsentrasyonun-
da yiikeek okumalara neden oldugu ifade edilmistir (12,16,20).
Bir calismada BCG y®ntemiyle yapilan serum albiimin tayinin-
de her 100 mg Hb/100 ml serumun alblimin konsentrasyonunda
100 mg/100 ml'lik bir artis olugturdufu bildirdilmigtir (14).

Serumda iirik asit tayininde eritrositlerin parcgalan-
mas1 ile agifa c¢ikan Hb'nin bu tayinde kullanilan fosfotungs-
tat ile reaksiyona girerek direkt etkili oldugu gozlenmigtir.
Ure tayinlerinde kullamilan Berthollet yontemi de hemolizden
etkilenir (38).

Immiinreaktif insiilin tayinlerinde BEb'nin direkt etki-
sl nedeni ile hemoliz tarafindan serum inslilin konsantras-
yonlarinda dligiik sonuglar elde edilebilecegi bildirilmigiir
(38).

Serumda A vitamini veya karoten tayininde antimonklo-
riir metodu yerine UV metodu kullenildigi zaman serum A vita-
mini konsentrasyonunun Hb'nin direkt etkisi nedeni ile yiik-
sek bulunacafl belirtilmigtir (38,41).

3~ Eritrosit sivi igeriéivtaraflndan serum veya plaz-

manin seyreltilmesis

Hemoliz olayi, eritrositlerdeki konsantrasyonu serum
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veys plazmaya gore daha diigilk olan bazi serum bilegenleri-
nin tayininde plazma veya serumun seyrelmesine yol agar (22),
Fakat genel olarak hemoliz etkisi ile test materyalinde or-
taya ¢ikan seyrelme ve bunun clugturacagi etkiler afir he-
molitik serumlar haricinde ibmal edilebilecek bir faktbr
olarsk kabul edilmektedir (8).

Serumun seyrelmig olmasi serum bilegeninin konsan-
trasyonunun normalden deha diigik saptanmasing yol agabilir.
Na*,.Ca+2, Cl™ 'un eritrosit igindeki konsantrasyonu serum
konsantrasyonundan daha dligiiktiir, bu nedenle de seyrelmeden
etkilenebilecek olan parametrelere en iyi Srnektirler (22).

Serum tiroksin tayininde kullanilan radyoimmiin 61ciim
(RIA) ve yarigmali proteine baglamma (CPB) tekniklerinin
hemolizden etkilendigi ve “zellikle (CPB) teknifinin hemoli-
zin seyreltici etkisine ac¢ik olduZu belirtilmigtir (38).

Hemoliz, seyreltici bir etki ile serum pH'mi da dii-
glirlir, bu nedenle ortam pH'ina duyarli analizlerin dolayla
olarak hemolizden etkilendiZi bilinir (8).

Galigmamizda, in vitro hemolizin etkisini kantitatif
olarek saptamek lizere serum parametreleri olarak total asit
fosfataz, laktat dehidrogenaz, total kolesterol ve total
bilirubin se¢ilmigtir. Bu parametreler ve tayinlerinde kul-
lanilan yontemler konusundaki genel bilgiler agegida sunul-
maktadir.
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Ie4s Analiz edilen serum parametreleri hakkinda

genel bilgiler:

I.4.1. Total Asit Fosfataz (31,34,38,41,46):
(BC 3;1.2.25 Ortofosforik Monoester Fosfo-
hidrolaz = ACP)

Agit fosfatazlar, insanda ilk kez 1924 yilinda erit-
rositlerde gtsterilmiglerdir. 1925 Yilinda idrar, 1934 yi-
linda ise dalak ve karacigerdeki varliklari saptanmigiir.
1936-1942 Yillari arasinda yapilan g¢aligmalarla asit fosfa-
tazlarin klinik Onemi ortaya konmugture

Asit fosfataz enzimleri, asit ortamda ortofosforik
asit esterlerini hidroliz etme yetenegine sahip enzimlerin
bir grubunu olugturur. Asit fosfatazlarain katalizledigi
hidroliz sonmucunda ortofosforik asit esterlerinden fosforik
asit agiga ¢ikar ve O-P bagi kopar. Asit fosfatazlar pH 5«6
arasinda optimum aktiviteye sahiptirler.

Asit fosfatazlar biitin viicut doku ve sivilarinda ge-
nig 8lglide dagilim gvsterirler. Histokimyasal galigmalar,
doku enzim aktivitesinin temel olarak glanduler epitelyunda
lékalize olduZunu ve bu enzimlerin lizozomal kaynekli oldu- -
gunu géstermigtir. Ayrica, bazi dokularda ekstralizozomal
'kaynekli asit fosfatazlar da bulunmektadar. Asit fosfataz
enzimlerinin viicutta en fazla bulundugu dokular karaciger,
dalek, eritrositler ve trombositler, kemik iligi, prostat
bezi ve slittir, Prostat, asit fosfatazin en fazla bulundufu

dokudur, buradan kaynaklanan enzim, prostatik asit fosfataz



~olarak bilinir ve difer asit fosfatazlardan antijenik
ozelligi ile ayrilir. Saglikli erkeklerin serumunda bulu-
nan total asit fosfatazin 1/2 - 1/3'l prostatik asit fos-
fatazdir. Kadin ve erkeklerin serumunda geri kalan asit
fosfataz aktivitesinin trombosit, eritrosit, kemik os-
teoklastlari ve lb¥kositlerden kaynaklandigi belirtilmig-
tir.

Asit fosfatazin yedi farkla izoenzimi oldugu sap-
tanmigtir ve bunlar tzellikle retikliloendoieyal sistemde
bulunurlar ve bu nedenle asit fosfataz izoenzimlerinin
hematolojik tanilarda degerli katkilara stz konusu ole-
bilmektedir. Asit fosfataz izoenzimleri poliskrilamit jel
elektroforezinde elektrik alan icindeki hareket yetenek-
lerine gtre O, 1, 2, 3, 3b, 4, 5 geklinde sayisal bir dii-
zen ile gdsterilirler. Asit fosfataz izoenzimlerinin bu-
lundugu baglica doku ve hiicreleri gu gekilde siralayabili-
riz$ Izoenzim 1 biitiin dokularda; izoenzim 2 prostat, gra-
niilosit, monosit ve pankreasda; izoenzim 3 lemfosit, trom-
bosit ve diger dokularda; izoenzim 3b ilkel kan hlicrele-
rinde; izoenzim 4 graniilosit, monosit, prostat, bobrek,
ekciger, kemik, barsak ve deride; izoenzim 5 prostat,'os-
teoklest, bazi histiositler, epiteloid wve retikulum hilicre-
lerinde bulunmektadirlar. Normal bir serumda izoenzim 3
ve 5 bulunur.

Bazi inhibittrler prostatik veya prostatik olmayan
asit fosfataz enzimlerini inhibe ederler. Prostatik asit
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fosfataz 4= -tartarat, eritrosit asit fosfatazi ise for-
maldehit ve bakir iyonlari ile inhibe olur. Asit fosfatazin
2 ve 3 numarall izoenzimleri tartarat inhibisyonuna duyarli
olduéurhaldelizoenzim 5 tartarat inhibisyonuna direnglidir.
Serum asit fosfataz1n1n stabilitesinde rol oynayan en etkin
faktdrler pH, saklama sicakligi ve asit fosfataz tayininde
‘kullanilan substratin asiditesidir. Asit fosfatazlar ozel-
likle 37°C'nin ve pH 7'nin Ustindeki degerlerde stabil de-
gildirler. Serum, oda sicaklifinda bir saat kaldiga taktir-
de total enzim aktivitesinin % 50'den fazlasini kaybeimek-
tedir. Serum total &sit fosfataz aktivitesinin -20°C de
seklandiginda iki veya li¢ ay, 4-10°C de ise iki hafta sta-
bil kaldigi bildirilmistir.

I.4.1.1e Total asit fosfataz aktivite Slglim yon-
temleri (31,46):

Serum asit fosfataz aktivitesinin 6lgiimiinde kullani-
lan metotlar genel olarak bir organik fosfat esterinin subs-
trat olarak kullanilmasi ve bu substratin asit fosfatazlar
tarafindan hidrolizlenmesi ile agifa ¢ikan renkli iriiniin
kolorimetrik olarak 8lgiilmesi ilkesine dayamirlar. Bu amag-
la serum asit fosfataz aktivitesinin 6lgiimiinde kullamilan
ilk metotlardan biri olan Bodansky metodunda substrat ola-
rak gliserofosfat kullanilmigtir. Daha sonra King-Armsirong
metodunda disodyum fenilfosfat, Bessey~Lowry metodunda ise
p-nitrofenil fosfat substratlari kullanilerak asit fosfataz
sktivite Olgiimleri yapilmigtir. Serum asit fosfataz aktivite
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Slglimlerinde ftalein fosfat, X -naftil fosfat, B -naftil
fosfat, fenolftalein fosfat, timolftalein fosfat, naftol
AS-Bl gibi organik fosfat esterleri de substrat olarak kul-
lanilmaktadir. Asit fosfataz enzimininin optimum pH'a reak-
siyonlarda kullanilan substrata bagli olarak degigiklik
gosterir. Baz1 substratlar igin hidroliz sonucunda acifa

¢ikan ve Ulglimli yapilan hidroliz lirlinleri agagida belirtil-

migtir.
Substrat , Olg¢lilen trin
B -gliserofosfat Inorganik fosfat(Pi)
Disodyunm fenil fosfat Fenol
Timolftalein monofosfat Timolftalein
Fenolftalein monofosfat Fenolftalein

p-nitrofenil fosfat p-nitrofenil

Otomatik aletlerle yapilan serum asit fosfataz aktive
Olclimlerinde timolftalein monofosfat, fenolftalein monofos-
fat ve p-nitrofenil fosfat substratlara tercih edilmektedir.

Prostatik kaynakli olmayan asit fosfatazlar ile pros-
tatik asit fosfatazlar arasinda substrat Gzglilllifli agisindan
~ baza farkliliklar bulunmaktadir. Fenilfosfat ve p-nitrofenil
fosfat eritrosit asit fosfatazlari tarafindan kolayca hidro-
liz edilirken <X =naftil foafat'zn.eritrosit'gsit fosfataz-
lara haricindeki biitiin asit fosfatazlar tarafindan hidroliz
edildifi amlagilmigtir. P -gliserofosfat, eritrosit fosfa-
tazlari tarafandan ¢ok yavag hidroliz edilir, bu neden ile



- 23 -

P -gliserofosfatin kullanildigi metotlar asit fosfataz
aktivite Olgiimleri ig¢in g¢gok duyarlia degildirler. Prostatik
asit fosfataz aktivite Ol¢limlerinde substrat olarak genel-
de l3 -gliserofosfat, timolftalein monofosfat, o£ -naftil
fosfat kullanilmektadire. Prostatik asit fosfataz asktivite-
si bazi immiinokimyasal metodlar kullanilarsk da sap tana-
bilmektedir. Bu metodlarin dayandigi genel ilke, prostatik
asit fosfatazin gegitli gekillerde elde edilen antiserumlar
ile immlin reaksiyonlara girebilmesidir. Prostatik asit fos-
fataz aktivitesinin 6lc¢lilebildigi immiinokimyasal metodlar
arasinda "counterimmunelectrophoresis" (karsit immiin elek-
troforez), radyoimmin 8lglim , immiin enzim 6lgilimli, kat1 fez
ve ¢ift antijen radyoimmiin 8lglimleri yer almaktadir,

Total asit fosfataz enzim aktivitesi serumda plaz-
maya oranla daha yilksek degerlerde bulunmaktadir. Serumda
total asit fosfatazin normel degerleri yag ve cinsiyete
bagli olarek bazi farkliliklar gostermektedir. Ayrica to-
tal asit fosfataz enzim aktivitesi igin uygulanan tayin
yontemlerine gore ilinite birimleri tanimlanmigtir. Bu bi-
rimler ve yontemlerin normal degerleri gunlardir (31):

Bodanseky (1954) ve Shinowara-Jjones-Reinhart (1942) iiniteleri:

1 Unite = 100 ml serumda bir saat iginde 1 mg inorganik
fosforu agiga g¢ikaran enzim aktivitesine egdegerdir.

1I.U = mikromel/dskika/L I.U = Bdﬁansky tinitesi x 5.4
Normal deger = 1.5 - 4 Bodansky iinitesi = 8 -22 I.U/L

¢
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‘Shinowara-Jones-Reinhart (SJR) X 5.4 = I.U
Normal defer = 2.2 - 6.5 SJR initesi = 15.35 I.U/L

Bessey-Lowry-Brock (1946) linitesi:

1 Unite = 1 ml serumda bir saatte bir mikromol p-nitrofenol
agige g¢ikaran enzim ektivitesine egdegerdir.
Bessey~-Lowry-brock (BLB) iinitesi x 16,7 = I.U

Normal deger = 0.7 - 2.7 BLB initesi = 11.7 - 45 I.U/L

Babson (1965) iinitesi:

1 Unite = 1 ml serumden dakikada bir mikromol fenolftalein
aciZa c¢ikaran enzim aktivitesine egdegerdir.

Babson iinitesi = I.U

Normal deger = 9 - 35 I.U/L

Roy ve dif.(1971) asit fosfataz iinitesi:

1 Unite = Dakika/l, bagina bir mikromol timolftalein agiga
¢gikaran enzim aktivitesine egdeferdir.

Roy iinitesi = I.U/L veya ml U/ml

Normal defer = 0.1l - 0.60 I.U/L

I.4.1.2. Serumda total asit fosfatez aktivitesinin
arttigl durumlar (34):

Total asit fosfatez enzim aktivitesindeki artiglar
(hiperfosfatazemi) gegitli faktSrlerin etkisi ile ve bazi
patolojik durumlerda gozlenir. Bunlarin baglicalari; pros-

¢
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tatik masaj ve prostatik hastaliklar, gegitli kemik has-
taliklaras (Paget hastalifa, osteojenik sarkom, Albright
hastaligir ve osteoporozis gibi), bazi btbrek hastaliklari
(kronik glomeriilonefrit, gut nefropati gibi), retikiiloen-
doteliyal sistem hastaliklari (Gaucher, Niemann-Pick,
~ Hodgkin hastaliklari, retikiil hiicre sarkomu gibi), gegitli
karsinomlar (gbgis, mide, barsak, bUbrek ve adrenal korteks
karsinomlari), tromboembolik rahatsizliklar (miyokard en-
farktisli, pulmoner emboli gibi), trombosit ve eritroéitLer-
le ilgili bhastaliklardir. '

Galigmamizda serum total asit}fosfataz aktivite 61~
¢limii i¢in esasimi modifiye Bessey-Lowry-Brock me todunun

tegkil ettiZi kit yontemi kullanilmigtir.

I.4.2. Laktat Dehidrogenaz (4,35,38,41):
(EC 1.1.1.27; 4 -Laktat = NAD* oksidoredik-

taz = LDH)

LDH, hidrojen transfer edici bir enzimdir, hidrojen
aksepttri NADY varliginda < -laktatin pirlivata oksidasyo-
nunu katalizler. Glikoliz olayinin son asamasinda goriilen

pirilvat ve laektat arasindaki reeksiyon tersinir nitelikte-

dir.
(L—P)
+ pH Ted = 708 ; +
& ~laktat + NAD SS==o-ozoszzz=2 Pirlivat + NADH + H
pH 808 - 908
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LDH '1n alta farkli izoenzimi bulunmaktadar. Bu izo-
enzimler ve alt birim kompozisybnlarl gbyledir: LDH-I(H4),
LDE-2 (HyM), LDE-3 (HM,), LDE-4 (HM,), LDH-5 (if,) ve
LDH~6. LDH-6 izoenzimi LDH, olarak gtsterilir ve insan
postpubertal testisinde bulunure. Bu izoenzimlerin dokular-
da dagilimi farkliliklar gésterir. Ornegfin, kalp kasi, bob-
rek korteksi ve eritrositlerde LDH-1 ve LDH-2; karaciger,
deri, iskelet kasi, ince barsakda LDH-4 ve LDH~5 izoenzim-
leri yaygindir. LDH-3 ise en fazla iskelet kasinda bulun-
makla birlikte karaciger, eritrositler ve kalp kasinda da
bulunure. Eritrogitler ic¢indeki total LDH aktivitesinin
% 44'i LDH~2, % 42'si LDH-1, % 10'u LDH-3 ve % 4'li LDH~-4
den kaynaklanir. Normal serum % 20-40 arasinda LDE=4 ve
LDH-5 igerir. Fakat genelde LDH aktivitesi hemen hemen bii-
tlin hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur.

LDH civa, p-kloromerkiiribenzoat, borat, oksalat ve
oksamat ile kompetitif olarak inhibe olur. Agiri substrat
konsantrasyonlar: (laktat veya piriivat) substrat inhibis-
yonuna yol agare

| Serum LDH stabilitesi izoenzim dagilimina baglidir,
8rnegin LDH~1 oda sicakliginda veysa -10°C de bir ay stabil
kalabildi#i halde LDH-4 ~-10°C de iki giin iginde aktivite-
sini tamamen kaybetmektedir. LDH aktivite 6lgilimli yapailsacak
serunun oda sicaklifinda veya 10-15°C de saklanmasiy ve 48

saat icinde galigilmasi Unerilmektedir.
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I.4.2,1. Serum LDH aktivite 6lgiim yontemleri(2,7, 41):

Serum LDH aktivite Slglim metotlarinda genel olarak
laktat ve piriivat arasindaki tersinir reaksiyonden yarar-
lanilmaktadair. Lektat ve pirfivat arasindaki tersinir reak-
siyonun yonii substrat olarak laktat veya pirilivatin seg¢il-
mesine gbre deZigir. Substrati laktat olan reaksiyonun
yonii ileriye dogru, substrati piruvat olan reasksiyonun yo-
nii ise geriye dogrudur. Serumda LDH aktivite Olglimliinde kul=-
lanilan resksiyonlarin ilkeleri Wroblewskl ve La Due, Ama-
dor ve dig., Bowers, Kingsley ve dig., Lum ve Gambino ta-
rafinden yapilan galigmalarle belirlenmigtir. Serum LDH
aktivite 6l¢iim metotlarinin esasi, piriivat ve laktat ara-
sindaki tersinir reaksiyonda defismeden kalan subsirat fas-
lasinin bir renk reaktifi ile olugturdufu rengin alkali or-
tamda kolorimetrik olarak bl¢lilmesine dayanir.

Substrati laktat olan reasksiyonda (L—>P) laktat
NADY varliginda piriivata oksitlenir ve bu reaksiyonun pH'a
8.8 ~ 8.9 arasindadir. Reaksiyon pH'a tris, pirofosfat;
glisin gibi tampon g¢ozeltiler kullamilarak ayarlamir. (L—>P)
reaksiyonlarinda laktat tarafindan olugturulan substrat in-
hibisyonu (P——1) resksiyonunda piriivat tarafindan olugtu-
rulan inhibisyondan dehas azdir. Serumda LDH aktivite &lclmi
(L—P) re aksiyonunda tetrazolyum tuzlari (iyodonitrotetra-
zolyum gibi) kullamilarak da yapilabilmektedir. Substrata
laktat olan reaksiyonda NADY 'nin indirgenmesi ile olugan
NADHE tetrazolyum tuzu ile bir renk verir, olugan rengin
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kolorimetrik olarak Olg¢limii ile piriivate doniigen laktat
miktari saptanmig olur.

Substrat olarak pirlivat kullamildigi reaksiyonla
'serum LDH aktivite Olglimliinde piriivat LDH aktivite 8l¢limiin-
de piriivat LDH varlifinda laktata indirgenir. Bu reaksiyo-
nun pH'1 7.4 - 7.8 arasindadir ve bu pH'l saflamak icin
tris-EDTA, tris-HC1l, fosfat tamponlari kullenilir. Piriivat-
laktat doniigiimii NADH'in kullamlmasi ve NAD''ye oksidasyonu
ile birlikte yiirlire NADH'in NAD® 'ye oksidasyonu devam etti-
gi slirece 339 nm de &lgiillen absorbans dlizeyl azalmaktadir.
Ayrica, lsktata indirgenmeden kalan piriivat miktarinin bir
renk reaktifi ile (2,4-dinitrofenil hidrazin gibi) sapta-
narak serum LDH tayini yapmak mlimkiindlire Piriivat ve 2,4-di-
nitrofenil hidrazin reaktifinin resksiyon ﬁrﬁnﬁ renkli fe-
nil hidrazon bilegigidir. Bu renkli bilegigin alkali ortam-
da kolorimetrik olarak 6lgﬁlmesi ile serum LDH aktivite ta~-
yini yapilmig olure

Serum LDHE normal degerleri kadinlarda 143-292 I.U/L,
erkeklerde 160-304 I.U/L olarak belirtilmigtir (15). Serum
LDH normal deferleri aktivite olgiimiinde kullanilan reaksi-
yonlara gore farkliliklar gosterir. Normal dgéerler; 37° de
(P—> 1) reaksiyonuna gére 95-200 U/L, (L—P) reaksiyonuna
gbre ise 35-88 U/L dir (41).

I.4¢2¢2¢ Serum LDH aktivitesinin arttiga durumla¥

(41,42):

Akut miyokardenfarktiisli, bazi anemiler (megaloblas-

tik, hemolitik, pernisydz anemi gibi), lenfoma,viral hepatit
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siroz, hipoksi, losemi, bobrek hastaliklara (zellikle
bsbrek enferktiisii gibi), progressif kas distrofileri, né-
romiiskiiler rahatsizliklar, pulmoner emboli, in vivo veya
in vitro hemoliz. Ayrica anestezikler, dikumarol, etil al-
kol, narkotik analjezikler, slilfonamidler gibi ilag¢larin
alinmasy ile sérum LDH aktivitesi yiiksek degerlere ulagire.
Galigmamizde serum LDH tayini piriivatin substrat

olarak kullanildifi bir kit yontemi ile yapilmigtir.

I.4.3. Total Kolesterol (13,38):

‘Kolesterol siklopentanofenantren yapisi tagiyan bir
steroldiir. Kimyasal yapisinda 3.karbonda bir hidroksil gru-
bu, 5. ve 6.karbonlar arasinda bir c¢ifte bag ve 1l7.karbon
atomuna bagli bir yan zincir bulunmaktadir. Kolesterol kim-
yasal reaksiyonlara g¢ifte bag ve 3.karbondaki hidroksil
grubu ile girmektedir.

Kolesterol hayvansal dokularda bulunan bir bilegik~
tir ve hiicrelerde de novo biyosentez yoluyla, Szellikle
karaciger, adrenal korteks, plasenta, ovaryum, testis ve
barsaklarda sentezlenir. Vilcudun kolesterol havuzu de novo
biyosentezle olusan ve diyetle alinan kolesterolden kaynak-
lamir. Kolesterol dokular ve kanda uzun zincirli yag asit- .
leriyle yaptigi esterler ile palmitat, stearat, oleat, li-
noleat geklinde esterlesmig halde bulunur. Serumdaki total
kolesterolun % 70-75'1i esterlesmig, % 25-30'u serbest ko-
lesterol haelindedir. Eritrositlerdeki total kolesterol
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‘seruma gore % 10-30 daha azdir ve serbest kolesteroliin
ester kolesterole orani eritrositlerde 4:1 iken bu oran
serum veya plazmada 1:3 civarandadir. Kolesterol tlirevle-
rinden bazilari serumda bulunur. Kolesterol yspisindaki
¢ifte bagin hidrojenasyonu ile olugan kolesterol ve kapros-
tanol 'den sadece kolestemol serum iginde bulunur. Serumdaki
kolesterol, total kolesteroliin % 0.4-1.4'li kadardir. Diger
bir kolesterol tiirevi olan T-dehidrokolesteroliin ise serum-
da: 5-40 mg/100 ml dlizeyinde bulundugu belirtilmigtir.
Kolesterol serum iginde ester veya serbest olarak
lipoproteinler tarafindan taginmektadir. Diiglik dansiteli
lipoproteinler % 65, yliksek dansiteli lipoproteinler % 32,
gok diigiik dansiteli lipoproteinler ise % 17 kolesterol ige-
rir. Barsak mukoza hiicrelerinde meydana gelen gilomikronla-
rin % 5 kadar kolesterol igerdigi bildirilmistir.
Kolesterol blitiin hiicre yuzeyleri ve intraseliiler
membranlarin yapitagidir, ayrica safra asitleri;'gegitli
steroid hormonlar ve D vitamininin &nclil maddesidir.
Kolesteroliin baglica yikimi, safra asitlerine oksi-
dasyonu geklinde olur ve kolesterol safra veya mukoza hiic-
releri araciligi ile mide~barsak kanslina atilarak metaboliﬁ
ze ediligi tamamlanir. Kolesteroliin yikaim liriinleri safra
agsitleri oldugu igin karacigerde fosfolipid metabolizmasin-
daki kronik bir rashatsizlik kolesterolce zengin safra tag~

laranin olugumuna neden olmektadir.
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Ie4s301e Serum kolesterol tayin yontemleri(4,31,41,48):

Kolesterol tayinleri igin gegitli yontemler kulla-
nilebilir. Bunlar gravimetrik, fotometrik, nefelometrik,
kromatografik, turbidimetrik, fluorometrik ve kolorimetrik

yoéntemlerdir. Serum kolesterol tayini ig¢in genellikle ko-
lorimetrik ybntemler tercih edilir wve kullanilir. Kolesterol
tayin metotlarini genel olarak direkt ve indirekt metotlar
geklinde iki grup altinda toplamak miimkiindir.

Direkt kolesterol tayin yontemleri:

Direkt kolesterol tayin ydntemlerinde serum veya
plazmaya herhangi bir ekstraksiyon iglemi uygulanmaz ve
.kolesterol kimyasal veya enzimatik yollarla.reaksiyona gi-
rer. Bitln kimyasal metotlarda kolesterol tipik bir alkol
olarak konsantre-asitlerle ylikseltgenir ve renkli liriinler
meydana getirir. Liebermenn-Burchard (I-B), Salkowski, Zak
ve Ferro-Ham metotlarinda kolesterocl yiikseltgen ajanlarla
tepkime vermektedire Bu metotlar birbirlerinden gok kiigiik
farklarla ayrilmaktadirlar. Liebermann-Burchard resksiyo-
nunda yukseligen olarak konsantre siilfiirik asit kullamilar,
Zak metodunda ise bu amagla demir tuzlari kullanilmigtir.

Kolesterol tayini ig¢in geligtirilen biitlin metotlar
blyikk oranda (I~B) reaksiyonunun modifikasyonlari olarak
gbze garpar. Liebermann-Burchard reaksiyonunda (L~-B) reak-
tifi olarak bilinen asetikasit-asetikanhidrit-konsantre

slilflirik esit karigimi kullanilir. Reaksiyon sirasinda

.
<
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esetik asit ve asetikanhidrit dehidre edici ajanlar ve

solvent olarak.siilflirik asit ise yilkseltgen olarak reak-
siyona katilir. Kolesterol sllfiirik asit ftarafindan ylik-
seltgenince kolestapolienler ve kolestapolien karbonyum
iyonlari gibi renkli iriinler meydena gelir. Liebermann-
Burchard reaksiyonu agafida gbsterildifi gekilde Szetle-

nebilir:
HX = H,S0

Kolesterol 2 74 , 3,5-Kolestadien —ksidasyon,
Dehidrasyon

Pentaenilik iyon Oksidasyog} Kolestahekzaen siilfonik asit

Liebermann-Burchard reaksiyonunda polienler temel renkli
bilegiklerdir., Siilfiirik asidin konsaenirasyonuna bagli ola-
rek kolestapolien sillfonik asit olusumu ile 410 nm de nmak-
simun abéorbsiyona sahip yegil bir renk olugtprur.
Kimyasal metotlarin yanisira enzimatik olaraek da
direkt kolesterol tayini yapmak miimkiindiir. Enzimatik ola-
rak kolesterol tayini klinik laboratuvarlarda kimyasal me-

totlarin yerini almaya baglamigtir. Kolesteroliin enzimatik

olarak tayini sirasinda olugan reasksiyonlar genel olarak
agagidaki gibi gosterilebilir;

Kolesterol esteraz

Kolesterol esterleri > Kolesterol+yag

Kolesterol + O, Kolesterol oksidaz y,;¢ 8t-4-en-3-on+H,0,

I 4

v/v
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Kolesterol esterleri kolesterol esteraz enzimiyle koles-
terol ve yag asitlerine parcgalanir. Agiga cikan serbest
kolesterol, oksijen ve Nocardia grubu bakterilerden izole
edilen kolesterol oksidaz enzimiyle oksitlenerek kolest-4-
en-3-on ve hidrojenperoksiti meydana getirir. Olugan hid-
rojenperoksit bir piridin nilkleotidi ile reaksiyona sokul-
dugunda 510 nm de absorbans gtsteren bir kinomimin boyasi
meydana gelir. Enzimatik olarak direkt kolesterol tayininde
son liriin olarak meydana gelen renkli kinonimin bilegiginin
olusumu agagida gisterildigi gibidir;

4 B,0, + 4-amino antipirin + fenol Peroksidaz

Kinonimin boyasi + 4 H20

Indirekt kolesterol tayin yontemleri:

Indirekt kolesterol tayin ytntemlerinde serum veya
plazmada bulunan ve kolesterol téyini girasindaki kimyasal
reaksiyonlari etkileyebilecek bazi bilegikleri ortamdan
uzaeklagtirmak amaciyla kolesterol, kismen veya tam olarak
ekstraksiyonla saflagtirilmektadir. Kolesteroliin kismi saf-
lagtarilmasi sirasinda sivi-sivl veya sivi-katli ekstraksi-
yonlari uygulanire. Ekstraksiyon iglemlerinde kullanilan go-
glicliler petrol eteri, etanol-eter, aseton, etanol ve izo-
propanoldiir. Bazi metotlarda ekstraksiyon agamagindan Once
serumdaeki kolesterol esterleri potasyum hidroksit ile sapo-
-nifikasyona tabi tutulur. Kolésteroliin tem olarak saflagtir-



- 34 -

masinda serum i¢indeki lipoproteinler tamamen ortamdan
uzakligtirilmig olur. Kolesteroliin tam olarak saflagtiril-
masl saponifikasyon ve ekstraksiyon agamalarindan sonra
gegitli g¢oktiriicli ajanlar vasitasiyla ¢oktiiriilerek yapil-
maktadir. Kolesterol esterleri veya kolesterol ya da her
ikisi birden kismi bir saflagfirma sonrasinda organik bir
¢ozlici i¢inde geaz, kagit, ince tabaka ve sivi kolon kroma-
tOgrafisi glibi bazi kromatografik tekniklerle ayrllabilir;

Indirekt kolesterol tayin yontemlerinde saflagtirma
sonrasinda L-B reaksiyonunun ilkeleri gegerlidir. Parekh
ve Jung metodu L-B reaksiyonunun modifiye edilmig seklidir
ve serum kolesterol tayininde serum igindeki proteinler
uranilasetatla ¢oktliriilerek kolesterol saflagtirilmaektadir,
Diger bir indirekt metot olan Abell metodunda ise, serum
kolesterolii serumdan petrol eteri ekstraksiyonuyla ayrilmak-
tadir ve bu metotda (L-B) reaksiyonunun bir modifikasyonu
sayilar. |

Direkt kolesterol tayin metotlarinda turbidite, li-
pemik, ikterik wve hemolizli serumlar ile ¢aligildiginda bii~-
yik 8lglide olumsuz etkilegimler meydana gelmektedir. (L-B)
#e Zgk metotlari ve modifikasyonlarinda bilirubin, reaksi-
yon ortamlnda oksitlenerek biliverdini olugturur, biliver-
din kolesterole benzer bir absorbans g&sterdigi ic¢in pozi-
tif yonde bir hataya neden olur. Ayrica, Zak metodu gibi
demirin yilikseltgen olarak kullamildigr metotlarda klorpro-
mezin, salisilat, A vitamini, aminopirin, tiyoiirasil gibi



- 35 -

bilegikler reaksiyonlari negatif yonde hatali olarak etki-
lemektedirler. |

Indirekt kolesterol tayin metotlarinda yukarida be-
lirtilen olumsuz etkilegimler gok az gbriillir ya da hig¢ gb-
rilmez.

Serum total kolesterol m;ktarlnln normal dééerleri

yetigkinler igin 150-270 mg/dl dir (3).

I.4¢3.2. Serum total kolesteroliin arttifi durumlar
(3’42) H

Hiperlipoproteinemiler, hepatoseliiler hastaliklar,
bobrek rahatsizliklari (glomertilonefrit, nefrotik sendrom
gibi), gut, hipotiroidizm, diabetes mellitus, alkolizm,
esansiyel hipertansiyon, iskemik kalp hastalaklari, hami~-
lelik, pankreas ve prostat karsinomlari, glikojen depo has-
tallél, karaciger i¢i ve digi safra stazi, enfeksiyon has-
taliklara, tiiberkiiloz, ovulasyon, oral kontraseptif kulla-
nim1i ve stres serum total kolegterol'deéerini,artlran fak~-
t6rlerdir. Ayrica, kortikosteroidler, androjenler, epinef=-
rin ve meprobomat gibi ilag¢larin alinmasi ile serum total

kolesterol degeri artabilir.

Ie4.3.3¢ Serum total kolesteroliiniin azaldigyr durum-
lar (42):

Karacifer karsinomu, hepatoselliler nekroz, Tangier
hastaligi, hipertireidi, hemofili ve baz:r anemiler, absorb-
siyon ve beslenme bozukluklari, romatoid artrit, genig ya-
niklar, bazi antibiyotikler (meomisin, klortetrasiklin gibi),
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azptiyopirin ve kolgisin gibi ilaeg¢larain alinmasil serum
total kolesterol deferini azaltabilir.

Galigmamizda serum totel kolesterol miktar tayini
i¢in esasini Liebermann-Burchard reéksiyonunun tegkil et~

tigi kit yontemi kullanilmigtar.

I.4.4. Total Bilirubin (31,38,41):

Bilirubin, hemoglobin ve igeriginde hem tagiyan mi-
yoglobin, katalaz, peroksidaz, sitokromlar gibi diger pro-
teinlerin "hem" klslmlarlnln(retikﬁloendoteliyal hiicreler-
deki yaikam iirlinidlir. Bilirubinin yaklagik % 80'ni hemoglo-
bin yikimindan kaynaklenmaktadir ve bagta karaciger Kupffer
hilcreleri olmak lizere delak, kemik iligi, lenf nodiilleri gibi
retikiiloendoteliyel hiicreler iginde bilirubin olugmaktadir.
Retikiiloendoteliyal hiicreler icinde ortaya ¢ikan hem mole-
kiilleri hemoksijenaz enzimleri ile biliverdine dénligtiriilir.
Daha sonra biliverdin, biliverdin rediiktaz enzimi jle in-
dirgenerek bilirubin meydans gelmektedir.

Hem Hemoksijenag> Biliverdin Bilivijfff\:eduktai~Bilirubin

0 GO, Fe | NADPH NaDP*

2

Bilirubin, fizyolojik pH'ya yakin degerlerdeki sulu
gozeltilerde zayif bir g¢bzlinlrlige séhip kafakteristik ka-
vunig¢i renkte bir bilegiktire. Bilirubin, plazma ig¢ginde al-
biimine baglanarak taginir ve bir molekiil albiimin iki molekiil
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bilirubin baglama kapasitesine sahiptir. Albilimine baglana=
bilen bilirubin serbest\formdadlr ve dekonjuge bilirubin
olarek da adlandirilir. Dekonjuge bilirubin karacifer hiic-
releri iginde ‘P -karboksietil yan zincirlerinden glukro-
niltransferaz enzimi yardimyla glukuronik asit ile konjuge
olur. Konjuge bilirubin dekonjuge gekline oranla suda ¢ok
. daha fazla ¢Oziinebilme &zelliZine sahiptir.

Bilirubin metabolizmasi sonucunda konjuge bilirubin
safra i¢inde, safra kanalili yolu ile barsaklara geger ve
barsak tlora bakterileri tarafimdan tekrar dekonjuge gekli-
ne doniigtiiriildiikten sonra ﬁrobilinojene indirgenir. En son
agamada ise Urobilinojen oksidasyona ugrayarak Urobilin'i
olugturur. Dekonjuge bilirubin ve ilirobilinojenin bir kism
mide-barsak kanala tarafindan reabsorbe edilerek enterohe-
patik dolagima girer ve karacigere ulagtiktan sonra yeniden
safra ic¢ine salinmir.

Bilirubin son derece igiga duyarli bir bilegiktir ve
bu nedenle serum Srmeklerinin bir saat glin 1gagina maruz
birskilmasl sonucunda serum total bilirubin konsantrasyo-
nunun % 30-50 oraninda azalma gosterdigi bildirilmigtir.
Serum Srneklerinin karanlikta ve 4-(-20)°C de saklandiga
siirece. bilirubinin iki hafta kadar stabil kaldiga saptanmig-

far.

Ie4e4ele Serum bilirubin tayin yontemleri
(20,15,28,31,38): ;

Serum bilirubin tayinleri genel olarak direkt spektral

metotlar, diazoreaksiyonunu igeren metotlar ve diZer baza
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metotlar kullanilarak yapilmaktadir.

Direkt spektral metotlar:

Bilirubinin dogeal sari-kavunig¢i rengi, tayini ig¢in
yardimca bir gedir. 1919 Yilinda uygulamaya konan ikterus
indeksi bu 6geye dayanilarak geligtirilmigtir. Ikterus in-
deksi testinde tuz gtizeltisi ile seyreltilmig serumun ren-
gi gbzle bakildiginda % 0.0L'lik potasyum dikromat g¢bzelti-
sinin rengine uymasi beklenir. Serumun bu amagla kag kez
seyreltilmis olmas. gerektifi ise ikterus indeksi olarak
adlandirilir. Karotenoid pigmentleri ikterus indeksini ha-
tall gekilde yilkseltebilir. Bu test ikterin ciddiyetini
saptamek amaciyla ozellikle iiriner safra pigmentlerinin
6lclimii ile bir arada kullanilir. Ikterus indeksi tam anlae-
miyla yeterli bir test olmedigi igin kullanimi pek yaygin
degildire

Bilirubinin direkt spektrofotometrik tayininde be-
1irli bir tampon iginde yeterince seyreltilmesi esastair ve
bdylece absorbsiyonu saptamir. Bilirubin konsantrasyonunun
hesaba ig¢in ise, bilirubinin bilinen ekstinksiyon katsayisi
kullanilir. Direkt spekirofotometrik tayinlerde hataya neden
olan faktorler vardir. Bu faktorler turbidite, hemoliz ve
sarli lipokrom pigmentleridir. Turbidite ve hemolizin olum-
suz etkisini ¢egitli yollarla dnlemek miimkiin iken sari 1i-
pokromlardan ileri gelen hatayi &nlemek gok gﬁgfﬁr. Bu ne-
denle direkt spektrofotometrik metotlar,sadecefserumlarlnda
lipokrom igermeyen yeni dofan gocuklar ig¢in kullanigli bu-

lunmaktadare.
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Diazo reaksiyonu igeren metotlar:

Konjuge bilirubin dieszo siilfanilik asitle diazo
reaksiyonu vererek kirmizi bir renk olugiturur. Fakat de-
konjuge bilirubin diazo reaksiyonuna katilmaz ve bu durunm-
da bir katalizdr ilavesine gerek duyulur. Serum bilirubin
tayin metotlarinda proteine baéll‘dekonjuge bilirubinin
diazo resksiyonuna katilimini saglamak amaciyla proteinle-
rin etkisiz halq getirilmesi ic¢in yapilan iglemlerde baza
farkliliklar bulunur. Van den Bergh metodunda serum bili-
rubini alkol ve diazo reektifi (siilfanilik asit ve nitréz
asit) ile renk olugturur. Bu metotta proteinlerden kaynak-
lanan turbiditeyi ortadan kaldlrmak igin doymug amonyum
sillfat ¢bzeltisi kullanilarak proteinler ¢tktiiriillire Bazen
¢bken proteinlerin lizerine istenmedifi halde adsorbe olan
bilirubinin diazo resktifi ile reaksiyona girmesi giiclegir.
Bilirubinin diazo reaksiyonunda olugturdugu son iiriin azo-
bilirubindir.

 Azobilirubin bir indikattr gibi davramr ve pH 0.8'
den agagy pH larda asit azomavisi olusur. Asit azomavisi,
notral pembe azo pigmehtinden daha yliksek bir molar eks=
tinksiyon katsayisina sahiptir.

Malloy-Evelyn metodunda serum proteinleri denatiire
edilerek etkisiz hale getirilmektedir; Serum proteinlerini
denatiilre ederek bilirubin tayini yapilan metotlarin cgoZu
Malloy-Evelyn metodunun modifikasyonlari olarak gbze gar-
par. Malloy-Evelyn metodunda proteinler metanol ile dena-
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tiire edilir. Bu metodun Vhite-Duncan, Ducci-Watson ve
Weber-Schalm tarafindan modifiye edilmig sekilleri de mev-
cuttur. Serum bilirubin tayin yontemlerinde proteinleri
uzeklagtirmak i¢in uygulanan ¢tktiirme ve denatiirasyon ig-
lemleri yamsira protein-bilirubin arasindaki baglar da
bazi ajanlar kullamlerak kopartilir ve bilirubinin diazo
reaksiyonuna girmesi saglanir. Bu amagle ilk kez kafein-sod-
yum benzoat kullanllmlgtzr. Daha sonralari sodyum hidroksit,
asetagif. sofra asitleri ve tuzlari, sifrik asit, alkoller,
diklorosnilin, anilin, bri}, salisilet, lire gibi maddeler
kulianllmlgtlr. Jjendressik-Grof metodunda seruma diazo re- -
’aktifiﬁden 8nce kafein-sodyum benzoat ve sodyum asetat ile-
ve ediierek proteine bagli olan bilirubin (dekonjuge bili-
rubin) aktif hale getirilerek diazo reaksiyonu gergekleg-
tirilir. _ |

| Belirtilen bu metotlarin yanisira serum bilirubin
tayinlerinde fluorometrik, fotometrik ve kromatografik ytn-
temler de kullanilmektadir. Diazo reaksiyonlarinda kullani-’
lan diazo reaktifine alternmatif olarak 2,4-dikloroanilin

ve 2-amino-5-nitrobenzen gibi renk reaktiflerinin kullanmil-
digi metotlar da serum biluribin tayin metodlari arasindaki
yerini almaﬁtadlr.

Serum total bilirubin (dekonjuge + konjuge) normal
degerleri 0.3 - 1.3 mg/dl dir. Bunun O.l1l - 0.4 mg/dl kada-
rini dekonjuge bilirubin, 0.2 - 0.8 mg/dl kadarini ise kon-
juge bilirubin olugturur (3). Aslinda, serumda bilirubin

e
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bilegenleri edi altinda toplanan bir grup bilegikten sbz
etmek mimkiindlr. Bu grubun % 45 - 95'ini total sara bili-
rubin pigmenti, % 8'ni karoten, % B'ﬁﬁ ksantofil esterleri
ve % 15'ni miyoglobinden kaynaklenan bilifuskin ve mezobi-
lifuskin olugturur. Bu pigmentlerin orani diete bagli ola-
rak biylk 6lglide defigiklik gosterir (38).

Ie4e4e2. Serum total bilirubinin arttigir durumlar(3l):

Dekonjuge bilirubinin fonksiyonel bir yetersizlige
bagli olarak konjuge bilirubin gekline dUniigememesi sonu-
cunda biriken dekonjuge bilirubin ciltle sari veya sarimsi-
yesil bir renk olustﬁrur. ikter olarak edlandirilan bu hi-
perbilirubinemi durumlarinda bilirubin konsantrasyonu 4 mg/dl’
yi agmaktadir. Hemolitik hastaliklarda agiri hem yikimainsa
bagli olarak geligen hiperbilirubinemiler meydana gelire.
Hemolitik, obstriiktif, hepatoselliler ve konjénital ikter-
lerde (Gilbert sendromu, Crigler-Najar, Dubin-Johnson send-
romlari gibi) serum total bilirubin diizeyleri agiri derece-
de yliksektir. Bilirubinin konjuge gekli kolebilirubin ola-
rak de bilinir ve karaciger hastaliklari ile kolebilirubin
artar. Dekonjuge bilirubin hemobilirubin olarak da adlan-
dirilir ve eritrositler ile ilgili hastaliklarda biiylk ©l1-
clide artar, Ayrlda total serum bilirubin konsantrasyonu
giroz, karacifer harabiyetlerinde (iltihabi, toksik, neo-
plazik), intra ve ekstra hepatik safra yollara tikanikliga,
infeksiy$z monomiikleozis, hemokromatdz, Wilson hastaliga,
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viral hepatit, alkolik karacifer hastaliklarinda artar.
Calismamizda serum totel bilirubin miktar tayini
icin Malloy-Evelyn metodu kullanilmigiire
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BOLUM II

GEREGC ve YONTEM

II.l. Kullamilan Maddelers

Caligmalarda distile su ve amaca uygun saflikta
kimyasal maddeler kullanilda. |

Total asit fosfataz ve kolesterol kitleri "Gokhan
Laboratuvar, San.ve Tic. A.S.", LDH kiti "Sclavo Diagnos-
tics, Siena, Itely", kristal bilirubin "lMerck" ve hemog-
lobin (Human Hemoglobin) "Sigma Chemical Company, Saint

Louis, Missouri, U.S.A"™ dan saglanmigtaire.

II.2. Kullanilan Aletler:

Deneylerde spekirofotomeireler (Coleman 295 ve Spec-
tronic 100), santrifiij (Niivefiij), karigtirici (Niivemix), su
banyosu (Kottermenn), hassas terazi (Sartorius), etliv (He-
raeus), kapiller pipet (Sahli pipeti), otomatik pipetler
(Brand Transperfette), filtré kaegidir (Whatman No.I paper)
kullamlmigtir. |
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IT.3. Galigsma materyali olan serumun saglanmasi:

Galigma materyali, farkli hacimlerde hemolizat (he-
moliz edilerek hazirlanan eritrosit gbzeltisi) katilmig
serum Srnekleridir. Serumlar, Ege Universitesi Tap Fakiil-
tesi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarina rutin analizler
igin gelen serumlardan ihtiyag¢ fazlasi olanlar tesbit edi-
lerek ve gtzle gbriilebilen bir hemolizi olmama kogulu ile
toplanmigtair.

"Serum Ornegi" 10 ml'dir ve alti ayri serumun karig-
tirilmasi ile olusturulmustur (pooled serum) (16). Fakat to-
tal asit fosfataz aktivite tayininde serumun kisa siirede
bekletilmeden kullanilmasi gerektiginden farkli bir yol iz-
lenmig ve ii¢ saglikli kigiden elde edilen serumlar karigti-
rilarak serum Srnegi olugturulmus ve deneyler bu Srnekte
yapalmigtir (38). Serum brmekleri analiz edilecek bilegen-
lerin stabil kalma kogullari gtztnlinde ftutularak deney gli-

niine kadar derin dandurucuda saklanmigtir.

II.4. Serum Orneklerine hemolizat katilmasi:

In vitro hemolizin deney sonuglarina etkisinin in-
celendigi bu galigmada, seflanig gekli yukarida anlatilmig
olan serumlara, eritrositleri patlatarak elde edilen hemo~
lizattan belirli Hb konsantresyonlarinl verecek gekilde

katilarak hemolizli serum Ornekleri hazirlanmigtir.
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II.4.1. Hemolizat (hemolize edilmig eritrosit)

hazirlanmasis

Disodyum etilendiamin tetra asetik asit (NazEDTA)
jigeren bir tiipe saglikli bir kigiden 6 ml ventz kan alinmir
(16)+ Daha sonra 5000 g de, 5 dakika santriflijlenerek kanin
plazma kismi uzaklagtirilir. Boylece paketlenmig eritrosit-
ler elde edilir. Bu eritrositler 8 ml serum fizyolojikle
tic kez yikanir ve her yikama igleminden sonra 3 dk. santri-
fiijlenerek eritrositler yikama c¢tzeltisinden uzaklagtirilir
(22). Sonlyzkama ve santrifiijlemeden sonra yikanmig eritro-
git paketi lizerine egit hacminde distile su ilave edilerek
eritrositlerin patlamasi ve hemoliz olmalari saflanir (16).
Hazirlanan bu hemolizat hemen kullanilmadifa taktirde -18°C’
de en fazla iki hafta saklanabilir (38).

Il.4.2. Hemolizli serum Orneklerinin hazirlanmasi:

Serum Ornekleri deney gliniinde filtre kaZidindan
(Whatmen No.l) stziilmistir (16). Yukarida hazirlanisi an-
latilan hemolizattan serum &rneklerine teorik olarak yaplian
hesaplardan hareketle belirli hacimler katilarak on deneyler
yapilmis ve gbzle farkedilemiyecek kadar az hemolizli iki,
gaéle farkedilebilecek kadar hemolizli ii¢ farkli Srnek ha-
zirlamak lzere 10 ml "serum Ornegi'ne eklenmesi gerekecek
hemolizat hacimlerinin esirasiyla 0.005, 0.0075, 0.01, 0.03,
0.05 ml oldugu belirlenmistir. Belirtilen bu miktarlarda
hemolizat katilan 10 ml'lik alti serum Srneginin (pooled
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serum) igerdigZi Hb miktarlari Benzidin metodu ile deneysel
olarak Olgiilmiigtiir.e Deney sonug¢lari bu Eb miktarlari-esas
alinarak degerlendirilmigtir. Farkli miktarlarda -hemolizat
katilarak hazirlanan bu serum Ornekleri deneyimli klinik
biyokimye teknisyenlerine gisterilerek Grneklerdeki hemoliz
giddetini O, 1+, 2+, 3+, 4+ vb. geklinde degerlendirmeleri

- istenmig ve bUylece hemolizin kalitatif olarak da degerlen-

dirilmesi saglenmigtair.

II.5. Yontemler
Il.5.1s Hb miktar tayini yontemi:

b miktar tayinleri Benzidin yOntemiyle yapilmistair.
Bu yontemin ilkesi; Hb'nin pstdo-peroksidaz &zellige sahip
bir bilegik olarsk, peroksidaz ve indirgen bir bilegikara-
sindaki redoks reaksiyonunu katalizleyebilmesine dayanire.
Benzidin 1tko boyalari sinifina giren ve kromojen olarak
tenimlenan indirgen bir bilegiktir, Hb ile hemokromojen
reaksiyonuna girerek, kahverengi-yesil bir renk olugturur.

Bu rengin giddeti Eb konsantrasyonu ile dogru orantilidir

(1,11).

II.5.1.1. Hb miktar tayininde kullanilan g¢bzeltiler
(11)

A) Benzidin reaktifi (% 1): 0.5 g benzidin baz 45 ml
glasiyel asetik asit iginde ¢ozlillir ve damitak su ile 50 ml
ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 15 gilinde bir yenilenmeli ve buz-

¢

dolabainda korunmalidir.
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B) Hidrojen peroksit c¢ozeltisi (% 1): 0.5 ml % 30
luk hidrojen perocksit ¢tzeltisi damitik su ile 15 ml'ye
tamamlanmir. Bu ¢dzeltinin ¢aligma Oncesinde taze olarak .

hazirlanmasl ve renkli gigede saklanmasi gereklidir.

C) Seyreltici glasiyel asetik asit gozeltisi (% 10):
10 ml % 99(1luk glasiyel asetik asit ¢vzeltisi damitik su
ile 100 ml'ye tamamlenir.

D) Standart Eb ¢dzeltisi: % 120 mg Hb igerir. 12 mg
Hb serum fizyolojik iginde ¢bzlilerek hazirlanmir. Bu stok
gbzelti serum fizyolojik ile gereken oranlarda seyreltile-
rek % 100, % 80, % 50, % 30, % 15, % 8 mg Hb igeren stan-
dert Eb ¢bzeltileri elde edilir.

IT.5.1¢2. Hb standart egrisinin ¢izimis

¢ozeltiler kisminda belirtilen % 120, % 100, % 80,
% 50, % 30, % 15, % 8, % 3 mg Hb igeren standart ¢dzeltile-
rine agagida anlaetilan Benzidin metodu uygulanarak Hb ta-
yinleri yapilmig ve standart egri ¢izilmigtir.

- ITe5¢le3s Deneyin yapaligis

Ornek Kdr Standart
Benzidin reaktifi (% 1) (ml) 1 1 1
Serum (ml) 0,02 - -
Standart (ml) - - 0.02
Hidrojen peroksit ¢tz.(% 1)(ml) 1 - 1 1

Damitik su (ml) - 0.02 -
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Yuksrds belirtildiZi gekilde gozeltiler sirasiylas
tiiplere pipetlendikien sonra, karigtirilir ve renk olugumu
tamamleninceya kadar oda sicakliginda 20 dk bekletilir. Bu
slirenin sonunda her tiipe 10'ar ml % 10'luk diliient glasiyel
asetik asit ¢ézeltisi ilave edilir ve alt-iist edilerek ka-
rigtiralair. 10 dk'lik bir bekletme siiresinden sonra xbr,
standart ve Srneklerin absorbanslari spektrofotometrede
515 nm de okunur. ‘

Hb konsantrasyonlari, Onceden hazirlanan bir stan-
dart egrider hesaplanmakla birlikte, her deneye bilinen
konsantraéycnlarda standartlarin sokulmasi ile standzari

egriden saprelar kontrol edilmigtir.

II.5.2¢ Serum totasl asit fosfataz ektivitesimin
blglilmesis

II.5.2.1s Total asit fosfataz ektivite tayin yﬁnﬁemi;

Bu ytntem ile serum totel asit fosfataz teyini, p-
nitrofenil fosfat substratinin asit fosfatazlar tarafindan
‘belirli pH ve sicaeklikta fosfat ve p-nitrofenol'e pargalan-
masina dayerire. Ortama sodyum hidroksit ¢bzeltisinin ilave
edilmesi ile enzim aktivitesi durdurulur ve agifa ¢ikan p-
nitrofenocl, slkali ortamda sari bir renk meydana getirir.
Belirli bir zaman ig¢inde agifa g¢ikan p-nitrofenol miktara,
asit fosfatez aktivitesi ile dogru orantilidar (31).

~
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II.5.2.2. Total asit fosfataz aktivite tayininde
kullanilan g¢tzeltiler:

Total agit fosfataz aktivite tayininde total asit
fosfataz kiti kullanilmigtair. Onerildifi gekilde tarafi-

mizdan B ve D gbzeltileri hazirlandi.
A) Asit tampon ¢bzeltisi

B) Asit tampon substrat g¢bzeliisi (pH 4;8):-Asit
tampon substrat etiketli gigenin ig¢indeki toz halindeki
madde 10 ml damitik suda iyice eritilir ve lizerine 10 ml
asit tampon ¢Yzeltisi ilave edilerek karigtirilir. Bu kari-

gim +4°C de en az bir hafia dayaniklidar.
C) Sodyum hidroksit g¢ozeltisi (1 N)

D) Sodyum hidrokeit ¢dzeltisi (0.02 N): 1 K sodyum
hidroksit gﬁzeitisinden 2 ml alanir ve damitik su ile 100

ml'ye tasmamlanir.

I1.542¢3. Deneyin yapiligi:

‘Serumda total asit fosfataz aktivite tayini kit yon-
temine uyularsk, Snerildifi gekilde yapilmigtir. Deney ve
kor tiplerine l'er ml asit tampon substrat g¢vzeltisi pipet’
lenir ve 37°C'1ik su banyosunda 5 dkK bekletilir. Daha sonra
deney tlpiine 0.2 ml serum eklenerek her iki tlp 37%'1ik sﬁ
banyosunda 30 dk bekletilir. Bu slirenin sonunda deney ve
kor tﬁpleriné 10'ar ml 0.02 N -sodyum hidroksit g¢bzeltisi
eklendikten sonra kor tiipline 0.2 ml serum ilave edilir.
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Tiipler ters-yiliz edilerek karigtirilir ve 6rnegin absorban-

s1 kore kargi 405 nm de okunur.

II.5.2.4. Serum total asit fosfataz aktivite hesabas

Deneylerde paralel iki &rnmekle g¢aligilmg, g¢ift ca-
ligmanin ortalamasi hesaplanarak ve Ornék absorvans deger-
leri agagidaki formiile yerlegtirilerek total asit fosfataz
aktivitesi (mu/ml) olarak hesaplanmigtir.

Serum total asit fosfataz aktivitesi (mu/ml) = Ornek

absorbansl x 101

II.5.3. Serum laktat debidrogenaz aktivite &1glimii: |

II.5.3+1e Serum laktat dehidrogensz aktivite tayin

yéntemis

Serumda LDH aktivite tayini LDH kiti kullamilarak,
Onerilen ydnteme gbre yapilmigtire. Bu yontemde piriivat, LDH
tarafindan NADH varlifinda laktata doniigtiiriliir. Piriivatin
degigmeden kalan miktari 2,4-dinitrofenil hidrazin ile reak-
siyona girer ve saeri renkli fenil hidrazon bilegifi olusur,
bu bilegiZin remk giddeti alkali ortamda kolorimetrik ola-
rak saptanir (41).

IT.5¢3.2. LDH aktivite tayininde kullanilan ¢tzeltiler:

LDH aktivite tayininde LDH kiti (Sclavo) kullanilda
ve tarafamizdan sadece A ve D ¢Uzeltisi SnerildiZi gekilde

hazirlandi.
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A) NADH gbzeltisi: Kit igindeki gigede bulunan 100
mg/dl NADH iizerine subsirat ¢ozeltisinden 2 ml katilarak
hazirlanmigtir. Bu ¢ozelti 22°C'yi agmayan oda sicakligin-

da en az 12 saat stabildir.

B) Substrat ¢ozeltisi: 0.1 M fosfat tamponu ve 0.836 M
sodyum piriivat igerir. |

C) Renk reaktifis 1 mM 2,4-dinitrofenil hidrazin
ve 1 mM hidroklorik asit igerir.

D) Sodyum hidroksit ¢bzeltisi (% 1.6): % 32'lik sod-
yum hidroksit ¢bzeltisinden damitik su ile 1:20 oraninda

seyreltilerek hazirlanir.

110503030 LDH standart eériSinin giZimiz

Tiip_no. | 1 2 3 4 5 6
Substrat gb’zeltisi(ml) 0.9 0.7 0.5 0.3 0.2 O.l1l
Damitik su (m1) Ocl 0¢3 045 0.7 0.8 0.9
Renk reaktifi (ml) 1 1 1 1 1 1

Yukarida belirtilen miktarlardaki gtzeltiler tiiplere
sairasiyla pipetlenip, karigtarildiktan sonra oda sicakligin-
da 20 dk. bekletilirler. Bu siire sonunda biitiin tiiplere 10'ar
ml % 1.6'l11k sodyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edildr ve iyi-
ce karigtirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk daha bekle~
tilir. Biitlin tliplerin absorbansi spektrofotometrede damitik

suya kargi 520 nm de okunur.
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LDH standart egrisi, elde edilen absorbanslar ve
agapida gosterildifi gibi kitte belirtilen LDH aktivite
degerleri yardimiyla g¢izilmigtir.

T4p mo. 1L 2 3. 4 5 6
LDH(I.U) 0 111.4 ; 223.1 334.9 390.6 446.,3

II.5.3.4. Deneyin yapiligi:

Serum ornegi serum fizyolojik ile 1:5 oraninda sey-
reltilir. Ornek tlipline 0.9 ml substrat-NADH g¢bzeltisi pi-
petlenir ve su banyosunda 37°C de 3 dk inkiibasyona biraki-
lir. Daha sonra 0.1 ml seyreltilmis serum ilave edilerek,
karigtirilir ve su banyosunda 30 dk inkiibe edilir. Inkiibas~
yon sonunda 1 ml renk reaktifi ilave edilerek, karaigtirilir
ve oda sicakliZinda 20 dk bekletilir. Bu siire sonunda 10 ml
% 1.6'11k sodyum hidrokeit ¢ozeltisi ilave edilip, karigti-
rilir ve oda sicaklifinda 10 dk daha bekletildikten sonra
absorbansi 520 nm de damitik suya karsgi okunur. Sonuglar
LDH standart egrisinde degerlendirilir ve LDH ektivitesi

(I.U) olarak hesaplanir.

II.5.4. Serum total kolesterol miktar tayini:
II.5.4.1e Serum total kolesterol miktar téyin yon-
temi:

Serumda total kolesterol miktar tayini kolesterol
kiti kullamilarak, onerilen ydnteme gtre yapilmigtir. Bu
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yontemde kolesterol oda sicakliginda asetik asit anhidr ve
siilflirik asit ile yikseltgenerek yegil bir renk olugburun
(48)« Kolesterol ve serum proteinleri arasinda gofu zaman
deneyleri bozan etkilegimler vardir, fakat bu ytntemde 2,5-
dimetil benzen slilfonik asit yer aldifi ig¢in proteini uzak-
lagtirme (deproteinizasyon) iglemlerine gerek duyulmaz.

II.5.4.2. Serum total kolesterol miktar tayininde
kullanilan g¢dzeltilers:

A) Kolesterol renk reaktifi

B) Kolesterol standart g¢zeltisi: % 200 mg koles-
terol igerir.

C) Stlfiirik asit (% 95-97) pre.anal.

II.5¢4.3. Deneyin yapilagai:

Ornek Standart Kor

Serum (ml) 0.1 - -
Standart kolesterol ¢bz.(ml) -~ 0.1 -
Damitak su (ml) - - 0.1
Renk reaktifi (ml) 2.5 2.5 2.5

Yukarida belirtilen miktarlardaki gozeltiler tiplere
sirasiyla pipetlenerek karigtirilir ve 25%C 111k su banyo-

sunda 5 dk bekletilir. Bu siire sonunda tiiplere 0.5'er ml
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siilfirik asit eklenir, hemen karigtirilarak ayni sicaklik-
ta 10 dk bekletildikten sonra standart ve brnegin absorbans-

lari kbre kargar 560 nm de okunur.

1le5¢4.4. Serum totel kolesterol miktarinin hesaplan-

mesls

Serum total kolesterol miktari, elde edilen standart
ve Ornek absorbanslarinin agagfidaki formiile yerlegtirilme-

giyle hesaplanir,

Ornegin

Serum total kolesterol miktari(%mg)=-2RSorbansi ﬁtandaitln
Standartin onsantras-
absorbansy  YoBu

II.5.5+ Serum total bilirubin miktar tayini:

IT.5.5.1« Serum total bilirubin miktar tayin yontemi
(3)s

Serum total bilirubin mikter tayininde kullamilan
yontemin ilkesi, bilirubinin. slilfonik asit ile diazo reak-
siyonuna girmeéi ve reaksiyon sonunda asit ortamda kirmizi-
menekge renkli azobilirubin bilegigini olusturmasina daya-
nir. Azobilirubinin renk giddeti serum total bilirupin mik-
tari ile dogru orantilidar.

II.5¢542. Serum total bilirubin miktar tayininde
kullanilan g¢tzeltiler (3):

4) Bilirubin stok standart ¢tzeltisi: 4 mg kristalize
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bilirubin 10 ml kloroform ic¢inde ¢Ozlilerek hazirlanir.

B) Bilirubin galigma standart ¢ozeltisi: % 4 mg
bilirubin tagiyacak gekilde stok standartin 0.1 ml'si eta-

nol ile 10 ml'ye tamamlanarsk hazirlanir.

C) Diazo I ¢bzeltisi: 0.5 g sillfanilik asit ve 15 ml

konsantre hidroklorik asit damitik su ile 1 IL'ye tamamlanir,

D) Diazo II g¢bzeltisi: 0.5 g sodyum nitrit damitak
su ile 100 ml'ye tamamlanir.

E) Diazo I ve II karigams: 10 ml Diazo I ve 0.25 ml
Dimzo II igerir. Bu karigim kullanilmadan 30 dk Once hazir-

lanar.

F) Metanol (% 99)

IT.5.5.3+ Total bilirubin standar{ egrisinin c¢izil-

mesis

0.4 mg Bilirubin 10 ml kloroform ile goziindlirilerek
hazirlanan % 4 mg'lik stok standartindan gerekli seyreltme-
ler yapilarak 0.4, 0.6, 0.8, 1 mg bilirubin igeren standari-
lar elde edilir. Deneyin yapilisi kiemnda agiklandipl ge-
kilde standart 'absorbanslarl okunup, standart egri gizi;

lir,

II.5.5.4. Deneyin yapilig: (3):

0.5 ml Serum Srnegi (veya standart) 4.5 ml serum fiz-

yolojik ile 1:9 oraninda sey:eltildikten sonra deneye sokulur.
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Tip A(®rnek) Tiip B
Seyreltik serum (ml) 4 4
Diazo karigimi (ml) 1 -
Metanol (ml1) 5
Hidroklorik asit(% 1.5)(ml) - 1

Yukarida belirtildigi gekilde ¢bzeltiler tiiplere
sirasiyla pipetlenir, karigtiralir ve 30 dk oda sicakligin-
da bekletildikten sonra A (Brnek) tilpiinlin absorbansi B tii-

pline kargi 540 nm de okunur.

II.5¢5¢5¢ Serum total bilirubin miktarinin hesap-

lanmasi:

Deneylerde iki paralel Ornekle g¢aligilmig ve absor-
bans degerlerinin ortalamasi alinmigtire. Gizilen standart
bilirubin egrisinden total bilirubin miktari % mg olarsk

hesaplanir.

II.6. Sonuglarin istatistik degerlendirmesi:

Kontrol ve hemolizli Srneklerde alinan biitlin deney
sonuglarinln istatistik analiz hesaplari temel istatistik
yontemlerine gtre E.U.Miihendislik Fakiiltesi Kimya Mithendis-
1igi bolimii mikro-bilgisayarlarinda yapilmigtar,
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BOLUNM III

BULGULAR

III.1l. Hb tayinleri ve hemolize ait bulgular:
III.1.1. Hb standart egrisi:

‘Benzidin ybntemi ile Hb standart efrisinin ¢izimin-
de kullanilan standartlarin konsantrasyonlari ve bu kon-
santrasyonlara ail absorbans degerleri standart hatalari
ile birlikte Tablo l'de, c¢izilen standart egfri ise Sekil 1!

de sunulmustur.

Hb Absqrbans
konsantrasyonu(%mg) | Ortalama + s.h - {n) E
100 0.324 ¥ 0,009 (6)
80 0.264 ¥ 0,009 (6)
50 0,165 + 0.009 (6)
30 0.090 + 0.004 (6)‘
15 0.050 + 0,003 (6)
8 0.028 ¥ 0.003 (6)

Teblo 1. Hb standart egri ¢izimi ig¢in bilinen
Hb konsantrasyonlarina kargi okunan
absorbanslar.
¥ s.h.: Standart hata’

(n) s Her konsantrasyon ig¢in yapilan
6lg¢lim sayisa
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Absorbans 515 nm
e
n
&~

1020 30 40 50 60 70 80 90 100
% mg Hb
Sekil 1. Hb standart efrisi ~ e

III.1.2. Hemolizat katilmis serum Srneklerinde Hb
tayini:

Boliim II.4.'de belirtildiZi sekilde bu galigmada

beg farkli hemolizat hacmi katilan serum Orpnekierinin ige-
riéindeki Hb konsantrasyonlari saptanmigtir ve bu konsan-
trasyonlarae kargilik gelen ortalama absorbanslar‘standart
hatalari ile birlikte Tablo 2.'de gosterilmigtir. Hemoliz-
siz olmasi beklenen konitrol serum Srneklerinin de dligilk di-
zeylerde de olsa Hb igerdiZi saptanmigtir. Bu nedenle, koni-
rol serum Srneklerinde tlgilen (n=6) ortalamas Hb miktari
1-5 numarali serum Srneklerine bilinen hacimlerde hemolizat
katilmasi ile elde edilen b miktarlarina eklenmig ve dgney

sonuclari bu diizeltilmigs Hb konsantrasyonlari lizerinden de-

gerlendirilmigtir.
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III.1.3. Kalitatif olarak hemoliz giddetinin belir-

lenmesgis

Degisik hacimlerde hemolizat katilmig serum Srnek-
lerinde kalitatif olarak hemoliz giddetinin belirlenmesi
amaciyla deneyimli klinik biyokimya teknisyenlerinin serum
brneklerini degerlendirmesi sonucunda; 0.0050, 0.,0075 ml
hemolizat katilmig serum Ornekleri hemolizsiz, 0.0l ml
hacminde hemolizat katilmis serum Srnekleri hemoliz agi-
sindan sﬁpheli, 0.03 ml hemolizat katilmig serum Srnekleri
hemolizli ve 0,05 ml hemolizat katilmis serumfﬁrnekleri
ise belirgin derecede hemolizli olarak nitelenmigtir. He-
moliz siddetinin kalitatif deferlendirilme sonuglara Tab-
lo 3'de gosterilmigtir. Hemolizsiz olduZu belirtilen he-
molizat katilmig serum rneklerinin berrak gdrintimli ve
normal serum renginde, hemoliz agisindan glipheli éerum
Ornekleri ise berrak ve ¢ok hafif pembemsi renkli, hemo-
1izli oldugu belirtilen serum Orneklerinin ise berrsk ve
belirgin derecede kirmizi renkli oldufu gbzlenmigtir.
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Serum 6r. | Katilan hemolizat Hb Hemoliz
no. hacmi (ml) (mg/L) gidde ti
Kontrol 7 - 66 0 '

1 0.0050 151 0
2 0.0075 186 0 {
3 0.01 246 1+(2) |
4 0.03 616 o

> 0.05 916 4+

Tablo 3. Hemoliz giddetinin kalitafif olarak deger-

lendirilmesi.

111.2. Analiz edilen serum bilegenlerine alt bul-
gular:
III.2.1. Serum total asit fosfataz aktivitesi bul-
gulari:
Btlim IJ.5.2.10'de belirtilen ydntem kullenilarak
kontrol ve hemolizli serum &rneklerinde total asit fosfe-

taz aktivitesi 8lglilmilg ve sonuglar Tablo 4.de sunulmug-

tur.
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Serum total asit fosfataz aktivitesi ile hemoliz
giddeti arasindaki iligki istatis?tik olarak incelenmisg ve
aralarinda anlamla pozitif bir korelasyon oldugu (r = .0.984,
p < 0405) saptanmgtir (Sekil 2).

&

% lOOOﬁ
!
ol
M 800

600 {

400 4

r = 009849 (p<0005)
=—'T760.793 + 160.8 X
200 1
. - —
2 4 6 8 10
=200

Total asit fosfataz aktivitesi (my/ml)

Sekil 2. Serum total asit fosfataz aktivitesi-
hemoliz iligkisine ait regresyon egrisi
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III.242. Serum LDH ektivitesi bulgulara:

LDH standart egrisi Bolim II.5.3.3.'de anlatildiga
gekilde kit yontemine uyuwlarak ¢izilmigtir. LDH aktivite
degerleri (I.U) ve bu degerlere kargi okunan absorbanslar

Tablo 5, LDH standart eZrisi ise Sekil 3.'de gosterilmigtir.

LDH Absorbans
(I.U) Ortalama + s.h (n)
0 0.659 + 0.008 (4)
111  0.516 F 0.009 (4)
223 0.372 + 0.011 ) (4)
334 0.239 + 0w001 (4)
390 0.168 ¥+ 0,005 (4)
446 0.100 ¥ 0,007 (4)

-Tablo 5. LDH standart eg&ri c¢izimi ig¢in
LDH (I.,U) degerleri ve okunan

absorbanslar
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0.6 |

Absorbans 520 nm
°
w

0.4

0.3 ]

0.2 |

0.l

-

100 200 300 400
LDE aktivitesi (I.U)

Sekil 3, LDH standert egrisi

Kontrol ve hemolizli serum Srneklerinde Olglilen
serum LDH aktivite sonuglari Tablo 6'da gosterilmektedir.
Sekil 4'de ise serum LDH aktivitesi ile hemoliz giddeti
arasindeki iligkinin istatistiksel degerlendirme sonucu
sunulmugtur. LDH aktivitesl ile hemoliz siddeti arasinda
anlamli pozitif bir korelasyon oldugu goriilmektedir(r= 0.948,

P <0o05) I
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'y
1000
®
800
600
400 | r = 0,948, (p<0.05)
¥ = =984.5 + 5.64 x
200
@
“ 180 200 220 240 260 280 500

LDH aktivitesi (ILU)

Sekil 4. Serum LDE aktivitesi-hemoliz iligkisine
ait regresyon egrisi

III.2.3. Serum total kolesterol &lglimiine iligkin
bulgular:

BSlim IT.5.4.1.'de belirtilen yontem kullamlarak
kontrql"ve hemolizat katilmig serum &rneklerinde total
kolesterol degerleri &lglilmiig ve sonuglar Tablo 7'de su-
nulmugtur. Sekil 5 ise, hemoliz siddeti ile serum total
kolesterol konsantrasyonu arasinda anlamla pozitif bir

korelasyon oldufunu gtstermektedir (r = 0.908, p< 0.05).
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4
. 13 1000
g
&)
E
L
& 800 J
600 |
400 0.508, (p < 0.05)
¥ = =3048 + 15.924 x
200
[0}
Total kolesterol
konsantrasyonu(me/dl

Sekil 5. Serum total kolesterol konsantrasyonlari-
hemoliz iligkisdine ait regresyon egrisi

IITI.2+4. Serum total bilirubin 8lglimiine iligkin
bulgular:

Bolim II.5.5.1.'de agiklanen yontem kullanilarak
elde edilen standart absorbanslari Tablo 8, ¢izilen stan-
dart eéri ige pekil 6'da gﬁsterilmigtir. Kontrol ve hemo-
1izli serum Srneklerinde elde edilen total bilirubin mik-
tarlars Teblo 9 ve serum total bilirubin miktarlari ile
hemoliz giddeti arasindaki iligki de $ekil T7'de sunulmug-

_'bur.
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Bilirubin standart(% mg) Absorbans
1 Orte ¥+ seh (n)
0ud 0.032 3 0.017 (&) |
0.6 0.052 ¥ 0,005  (4)
0.8 0.068 ¥ 0.008 (4)
1.0 | 0.086 ¥ 0.006 (4)

Tablo 8. Serum total bilirubin standartlarinin absorb-

anslari.

o
[
L~

0.08|

o
&

0004

0.02

—_ . — . ot .
: 0072. O.q‘ 006 0.8 1.0
Bilirubin konsantrasyonu (mg/dl)

Sekil 6. Total bilirubin standart efrisi
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Kontrol ve hemolizli serum Orneklerinde elde edi-
len total bilirubin konsantrasyonlari ve hemoliz giddeti
aresinda anlamli negatif bir korelasyon oldufu saptanmig-

tair (I’ ="00712, p< 0005)0

&
73 1000
E;
g
800
600
r = -0,712, (p<0.05)
y = 4558.6 - 6125.0 %
400
200 ]
1]
0.4 0.6 0.8
‘Total bilirubin
konsantrasyonu(mg/dl)
-200 ,

Sekil 7. Serum total bilirubin konsantrasyonleri-

hemoliz iligkisine ait regresyon eérisi |
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BOLUM IV

TARTISMA ve SONUG

IV.l. Hemolizli serum Orneklerinin hazirlanigina

iligkin tartigma:

Celigmada kullanilan serumlar Ege Universitesi Tap
Fekliltesi Hastanesi biyokimya laboratuvarlarina analiz igin
gelen serumlardan saglanmgtir. Galigtigimiz her parametre-
nin farkli hemolizet konsantrasyonunda ve paralel deneyler
geklinde yﬁrﬁtﬁlmesi Ongbriildiigiinden oldukga fazla miktarda
serum saglanmasl gerekmis ve bu nedenle hastane laboratuvar-
larina rutin analizler ic¢in gelen serumlardan artanlar top-
‘lanarak, 6 ayri serumun karigtiralmesi ile her deney igin
10 ml'lik serum Srnegi (pooled serum) hazirlanmigtir (16).

Caligmemizda Sl¢tligiimiiz parametrenin normal deger-
lerden sapmlg olmasinin bir &nemi bulunmadigl dliglinildigiin-
den hasta serumlarinde galigilmasinda bir sakinca gtriilme-
migtir. Ancak toplanan serumlarin berrak gdriniimléi ve hemo-
lizsiz olmasinh Ozen gosterilmig, belirgin derecede lipemik,
ikterik garﬁnﬁmlﬁ serumlar galigmalara sokulmamigtir.
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- Serum Yrneklerine eritrositleri patlatarak hazir-
lapan hemolizattan belirli hacimler katilarak g¢aligma ma-
teryali olan hemolizli serum Ornekleri hazirlenmisgtir.
Paketlenmig eritrositler gegitli yontemlerle pargalanabi-
lirler. Wering Blender'da 4°C'de ve dliglik hizda 5 dk homo-
jenizasyon ile eritrositler mekanik olarak pargalanabilir~
ler (6). EfitroSit paketi lizerine egit hacimde distile su
ilavesi de eritrositlerin pargalanmasina yol agar, bazi |
wygulamalarda distile su igerisine sodyum seponin ilavesi
de Bnerilmektedir (16,20).

Caligmamizda eritrositleri patiatmak i¢in dogrudan
distile su kullanllmlgtlr. Eritrosit paketi lizerine egit
hacimde distile su ilave edilerek hazirlanan hemolizat
-18°C'de ‘saklanmigtir. KullamlacaZl giin ise ¢dzme iglemi
uygulanarak dondurma-g¢dzme etkisinin de katkaisi ile hemo-
lizin tam olmas1: saglanmigstir (24).

In vitro hemolizin bazi test soniti¢glarina etkisini
aragtirmak igin yapilan bu g¢galigmada ‘serum Orneklerine ka-
t1lacek hemolizat miktarini saptamak iizere ©n deneyler ya-
pilmg ve gtzle farkedilemiyecek kadar az miktarda, gbzle
ancak farkedilebilecek miktarda ve gbzle kolayca farkedile-.
bilecek miktarda hemolizli serum hazirlamak igin gereken
minimum hemolizat miktarlari aragtirilmigtir. Bu 6n deney-
ler sonucunda 10 ml serum Srnegine 0.0050 ile 0.0075 ml
hemolizat katildiginda serumda gozle farkedilebilecek bir
degigiklik olmam;stlr. 0.01 ml Hemolizat katildiginda sglip-
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heli bir hemolizden stzedilebilecei, 0.03 ve 0.05 ml he-
molizat katildiginda ise bariz hemolizli serumdan sdzetme-
nin miimkiin oldugu anlagilmigtir.

Serum drneklerine katilacak hemolizat hacimlerinin
saptanmas1i ig¢in yapilan galigma sonucunda katilacak hemo-
lizat hacimleri belirlenmig ve Teblo 2'de sunulmugtur. Bu
tablo incelendifinde gbzle giriilebilecek hemolizi olmama-
sina Yzen gtsterilerek toplanan serumlarinda (kontrol) be-
lirli miktarlarda hemoglobin igerdiZi gorilmektedir. Kont-
rol ve hemolizli serum Orneklerinde Hb tayinleri benzidin
"yontemi ile Boliim II.5.1'de belirtildigi gekilde yapilmig-
tir. Bu ybntem diigiik Hb konsantrasyonlarinin saptanmasinda
Onerilen bir yontem oldugu igin seg¢ilmigtire.

Al$1 kontrol serum Srnefinde ortalama 66 mg/L Eb
bulundugu anlagilmig ve bu deger beg farkli hacimde hemo-
lizat katilmig serum Urneklerinde hesaplanan Hb degerlerine
ilave edilerek diizeltilmig Hb degerleri elde edilmigtir
{Tablo 2). Galigilan yontemlerde diizeltilmig Hb degerleri
esas alinmigtir.

Hemolizli serum Orneklerinde hemoliz giddeti kali-
tatif olarek da deferlendirilmigtir (Tablo 3). Bu tabloda
da g6rﬁldﬁéﬁ'ﬁzere 1l ve 2 no'lﬁ serum Grneklerinde bulunan
Hb konsantrasyonlari gozle férkedilemeyecek‘dﬂzeyde ve kali-
tatif hemoliz deferlendirmesi (0) dir. 3 No'lu serum Srnefi
igin deéeriendirme'yapan teknisyenlerden bir kismi 0, bir
k1smi ise 1+ hemoliz giddeti belirtmislerdir. 4 ve 5 no'lu
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serum Yrnekleri ise sirasiyla 2+, 4+ hemolizli olarak de-

éerlendirilmistir.

IV.2. Segilen serum parametrelerine iligkin tar-

tigma:

In vitro hemolizin bazi kimyasal test sonuglarina
etkisini incelemek lizere planlanan bu caligmada serum pa-
rametreleri ve bu parametreleri dlgmek igin segilen analiz
yontemleri saptanirken gu hususlar gtzonilinde bulundurulmug-
tur:

a) Secilen parametrenin her rutin analiz laboratuva-
randa galigilan parametrelerden biri olmasi,

b) Hemolizden etkilebildiginin daha dnceki yayinlarda
belirtilmigs olmasi,

¢) Analiz yontemi,kit yontemi ise ybnteme iligkin
talimatinda hemolizli serumun kullanilamayacagi kaydinin
bﬁiunma91, ’ |

d) Segilen parametrenin analizinin laboratuvar ola-

naklarlmlz'igerisinde gerceklegtirilebilir olmasa.

IV.2.1. Total asit fosfataz bulgularina in vitro
hemolizin etkisine iligkin tartigma:

Serum total asit fosfatazrakti#itesi Bessey-Lowry-
Brock modifiye yontemine dayanan ve p-nitrofenilfosfatan
substrat olarak kﬁllanlldlél kit yontemiyle yapilmigtir.

Bu ybntem serumun miimklin olan en kisa siirede deneye sokul~
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masinl Ongdrdiiglinden g¢aligilan diger serum parametrelerin-

den farkli olarak serum Ornekleri kendi imkanlaerimiz Olgii-

siinde saglikli kigilerden saflanmig ve bekletilmeden deneye
sokulmugtur. Bu nedenle total asit fosfataz ektivite tayini
icin alti yerine ilig serum Orneginde galigilabilmigtir (Tab-
lo 4).

Tablo 4 ve Sekil 2 incelendifinde serum total asit
fosfataz aktivitesi ile hemoliz giddeti arasinda anlamla
pozitif bir korelasyon oldugu anlagilmektadir (r= 0.984,
p< 0.05). Bu beklenen bir sonugtur, eritrosit igindeki kon-
santrasyonlari serum veya plazmaya gdre ylksek olan bile-
genlerin hemolizden etkilenmesi beklenir. Asit fosfataz
bu tip bilegenlere iyi bir Ornektir (20,6). Ayrica gegitli
dokulardan kaynaklanan asit fosfataz enzimlerinin Szglillugy
oldupu ve fenil fosfat, p-nitrofenil fosfat®in eritrosit
agit fosfatazi tarafindan Gzellikle hidroliz edildigi bil-
dirilmigtir (46).

Gozle farkedilebilecek Hb konsantrasyonunun 200 mg/L'
nin, lizerinde olduZu belirtilmigtir (41). Bu de@erin altin-
da186mg/L Hb igeren ve hemoliz giddeti (0) olarak degerlen-
dirilen serum brneklerinde total asit fosfataz aktivitesi
kontrola'gﬁfé % 8.7 ila % 2236 oraninda artmig degerler gts-
termistir (TaB1o 4). Brydon ve Roberts (6), tarafindan ya-
pllan}bir aragtirmada King-Armstrong initesi esas elinarak
total asit‘fosfata21n hemolizden etkilenﬁe bgyutu Caraway
formlili (Bkz. I.3) ile g Hb bagina teorik % hata 192 olarak
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hesaplanmigtir. Oysa deneysel sonuglarinda bu hata % 627'ye
ulagmigtir. Yazarlar bir g¢ok bilegen ig¢in teorik ve uygula-
malil hesaplarin uyum gosterdigini ancak total asit fosfataz-
da aralarinda olmak lizere bazi bilegenler ic¢in bu uyumu gbz-
leyemediklerini belirtmiglerdir. Bizim c¢aligmami.zda total
agit fosfataz igin teorik ve uygulamali sonug¢lar kismen uyum
gostermig 246 mg/L Hb igeren serum Ornekleri ig¢in Caraway
(8), formiiliine gore teorik héta hesaplandiginda % 48 bulun-
mugtur. Deneysel sonuglérlmlzda bu hata % 43.1, % 40 olarak
saptanmlgtli (Tablo 4).

Laessig ve dig.(20), tarafinden yapilan bir ¢alisma-
da hemolizet #eya "intact5 eritrosit katilmig serum Srnek-
lerinde g¢egitli serum parametreleri incelenmigtir. Bunlar-
dan total asit fosfdataz aktivitesi Du Pont ACA ytntemiyle
oto analizbrde 8lglildligiinde bu aktivitenin gerek hemoliz,
gerekse intact eritrositlerden pek fazla etkilenmedifgi be-
lirtilmigtir.

Benzer konude yapilan difer bir caligmada total asit
fosfataz ektivitesine cegitli derecelerdeki hemolizin etki-
si l¢ ayri metotla incelenmigtir. Prostatik izoenzime Ozgii
suBstratln kullamildagi yontemde enzim aktivitesindeki ar-

-~ tag ihmalVedilebileqek diizeyde iken p-nitrofenilfosfatain
kullenildiga yﬁﬁtemde total asit fosfataz aktivitesinde
dort kati bir artis gozlemiglerdir (16). Caligmemizda biz-
de p—nitrofeﬁilfosfétl substrat olarak kullandifimizdan

bulgularimizi bu §a11§ma.sonuglar1-ile kargilagtirma iste-

‘&
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dik ancak stzkonusu caligmada kullanilan serumlardaki Hb
konsantrasyon sinirlari 90-2800 mg/L Hb oldugu igin tem

bir kargilagtirma yaspamadik. Bu galigmada en yiiksek Hb
konsantrasyonunun enzim aktivitesinde % 315 1ik yalanca
pozitif sonuca yol agtigl belirtilmektedir ki bu konsan-
trasyon bizim en yliksek Hb konsantrasyonumuzun yaklagik

i¢ katadar. Bulgularamiz total asit fosfatazin hemolizden

en fazla etkilenen parametrelerden biri oldugunu destekle-
mekte ve kalitatif hemoliz giddeti 4+ olan Srmeklerde % 103'e
ulagan yalanci pozitif deferlerin elde edilebilecegini gts-

termektedire.

IV.2.2. Serum LDB bulgularina in vitro hemolizin

etkisine iligkin tartigma:

Bu galigmade serum LDH aktivite Slglimleri piriivatan
substrat olarak kullanildigl kit yontemiyle yapilmigtir.
Tablo 6 ve Sekil 4 incelendiinde serum LDH aktivitesi ile
hemoliz giddeti arasinda anlamli pozitif bir korelasyon ol-
dugu goriilmektedir (r = 0.948, p< 0.05), LDH'an eritrosit :
serum konsantrasyon orani 160 oldugu igin hemolizden etki-
lenme olasiligi oldukga yliksektir (20). Tablo 6 incelendi-
ginde kalitatif hemoliz giddeti (0) olan serum Grneklefinde
Hb'nin LDH ektivitesine etkisinin}kontrola‘gare % 12-47
oranlari arasanda oldugu gtriililr. Hemoliz giddeti 1+(?)
olan ve 246 mg/L Hb igeren ®rneklerde ise kontrola gbre bu

etki % 22-87 arasinda defigmektedir. 916 mg/L Hb igeren ve

¢
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hemoliz giddeti 4+ olan serum Orneklerinde kontrola gore
hemolizin % etkisi 44-160 arasindadir. Bu simirlarin ge-
nigligi hemolizat hazirlenmasi sirasinda enzim aktivitesi~
nin bir kismini kaybetmig olmamiz ve serum 6rnekierinin,
farkli zamenlarda g¢aligilmig olmasinin da buna katkisi ile
agiklanabilecegi kanisindayiz.

LDH'in hiicre harabiyetini gbtsteren ve dolaylslyla
hemoliz etkisini en iyi gbsteren parametrelerden biri ol-
dugu belirtilmig ve % 0.1 hemolizli;Srneklerde4LDH aktivi-
tesinde 35-40 U'lik bir artig edilmesine kargilik % 1 he-
molizli Srneklerde bu artis beklenen deéerler olan 355-360
U'ye ulagmigtir (20).

Frank ve dig.(16), 90-2800 mg/L arasindaki Hb konsan-
- trasyonlarini igeren serum Orneklerinde LDH aktivitesini
iki ayra yontemle saptamig ve kontrola gbre % 143, % 155
oranlarinda yalanci pozitif degerler elde etmigler ve LDH
aktivitesindeki arfiglarin hemoliz giddetini gok iyl yan-
s1ttigina vﬁrgulamlslardlr. Br&dcn ve Roberts (6), LDH igin
g BEb bagina Caraway'e (8), gtre teorik % hatanin 463 oldu-
gunu, deneysel sonuclarinda ise bunun g Hb bagina % 550'ye
ﬁlastlélnl bildirmislerdir. Ayni galigmada s.u/ml olarak
ifade edilen LDH aktivitesinde 120 olarak saptanan serum
kontrol degeri héholizden etkilenerek 1 g Hb igeren 6rnek;
lerde 670 s.u/ml'ye ulasmigtair. Bizim bulgularam zda serum
LDH aktivitesinin gbzle farkedilebilme sinirina yakin Hb
konsantrasyonlarindan itibaren hemolizden artan oranlarda

etkilendigini desteklemektedir.
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IV.2.3. Serum total kolesterol bulgularina in vitro

hemolizin etkisine iligkin tartigmas

Serum total kolesterolAmiktér tayinleri esasini Lie-
bermann-Burchard yonteminin tegkil ettiZi kit yontemiyle
yapilmigtir. Bu yontem ekstraksiyon gerektirmeyen bir yon-
temdir. Taeblo 7 ve Sekil 5'in incelenmesi ile serum total
kolesterol ve in vitro hemoliz arasinda pozitif anlamli bir
korelasyon oldufu gbrilir (r = 0.908, p <0.05).

Qallgmamlzdb hemoliz giddeti (0) olan ve 186 mg/L
Hb igeren serum Orneklerinde kontrola gore hemolizin etkisi
% 4 ila 20 oranlarinda saptanmigtir (Tablo 7). 246 mg/L Hb
igeren serum orneklerinde bu etki % 10-29 oranlari arasinda
farkli degerler gtstermektedir. En fazla hemolizat katilmisg
ve hemoliz giddeti 4+ geklinde degerlendirilmis (916 mg/L
Hb) serum Srneklerinde hemoliz etkisi kontrola gbre % 40'a
ulagmaktadir. |

Kolesterol tayinlerinde,ekstraksi&on wygulanan veya
enzimatik tayin yontemlerinin hemolizden hig etkilenmedigi
veya ¢ok az etkilendifi bildirilmigtir (48). Giinki, total
kolesterol tayin yonitemlerine hemolizin etkisi renkli komp-
leks olugumuna dayanan tayinlerde Hb nin renk girigimi yap--
ma mekanizmasina dayanir (20), Ekstraksiyon uygulanan kolo-
rimetrik ve enzimatik ytntemler bundan etkilenmez. Serumda
enzimatik yontemlerle yapilan total kolesterol tayinlerinin
1-2 g/L Hb konsantrazyonlarindan etkilenmedifi g&sterilmig-
tir (29,32,33). Ness ve dié.(27), tarafindan Liebermann-

4
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Burchard reaktifinin stabilitesi ve direkt serum total
kolesterol tayini ig¢in yapilan bir galigmada ydnteme giri-
gimde bulunan baglica etkenlerin turbidite, Hb ve biliru-
bin oldugu bildirilmis ve bunlar ig¢inde bilirubinin en
fazla girigimde bulundugu da vurgulanmigtir. Frank ve dif.
(16), tarafindan yapilan bir g¢aligmada serum total koles-
terol tayini igin Trinder metodu kullamilmig ve 2800 mg/L
Hb igeren en yliksek diizeyde hemolizli serum Orneginde kont-
rola gére ancak % 3 oraninda tnemsiz bir etki saptanmigtir.
Ayni parametreyi Olgmek igin degigik ybtntemler kul-
lanilarak elde edilen farkli sonuglarin kargilagtirmasi
hemoliz etkisinin incelenmesinde metodolojinin tnemini gis-
termektedir (20). Caligmamizda ekstraksiyona dayanmayan
direkt bir yontem kullamldipindan gittikge artan konsantras-
 yonlardaki artan Hb miktarinin total kolesterol miktarlarin-
da ayni paralelde artiglar gtstermesi beklenen bir sonugtur
ve bulgularimizda bunu destekleyecek miteliktedir (Tablo Ty
Sekil 5). Caligtigamz kit yonteminde normal degerler yetig-
kin erkek yas gruplarinda % 110 ila 310 mg, kadinlarda
% 110-355 mg olarak belirtilmektedir. Genig bir siniri olan
normal deferler giztniine alindifinda gerek bizim bulgulari-
mz, gerekse literatiirde verilen etkilegme deferleri, serum
parametreleri arasinda total kolesterolde hemolizin yol ag-
t1%1 yalanci pozitif dééerlerin enzimatik sonug¢lar ilizerin-

deki etkisi kadar tnemli olmadiZini gtstermektedir.
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IV.2.4. Serum total bilirubin bulgularina in vitro
hemolizin etkisine iligkin tartigma:

Serum total bilirubin tayini igin Malloyéﬁvelyn
yontemi kullanilmigtir. Sonug¢larin degerlendiriesinde Se-
kil 6 da gtsterilen standart egriden yararlamilmigtar,
‘Kontrol ve hemolizat katilmig serum Srneklerindeki total
bilirubin konsantrasyonlari Tablo 9 de sunulmustur. Bu
tablo incelendiginde hemolizin serum total bilirubin konsan-
trasyonlarinda yalanci negatif degerlerin elde edilmesine
yol ag¢tigi gdzlenmektedir. Serum total bilirubin degerleri-
ne hemolizin etkisi istatistik olarak da incelenmig ve bu
iki parametfre arasinda anlamli negatif bir korelasyon oldu-
¥u Sekil 7 de sunulmustur (r = -0.712, p<0.05). 186 mg/L
Hb igeren ve hemoliz giddeti (0) olan serum drneklerinde
hemolizin kontrola gbre % etkisi (-4)-(-16.4) oranlari ara-
sindadir. 246 mg/L Hb igeren ve hemoliz giddeti 1 + (?)
olan serum Srmeklerinde bu etki % (~6.9)-(-17.8) olarak bu-
lunmugture 4+ Hemoliz giddetine sahip ve 916 mg/L Hb igeren
serum Orneklerinde ise serum total bilirubin degerlerinde
kontrola gore % (-11.2)~(-23.2) oranlari arasinda yalanci
negatif degerler elde edilmigtir.

Bilirubinin direkt spektrofotometrik analizinde he-
molizin Snemli bir rol oynadifa belirtilmigtir (36). Hemog-
lobinin bu etkisi konusunds ¢egitli mekanizmalar one siiriil-
mekte ve deZigik yontemler kullanilarak elde edilen bulgular
tartigilmaktadir. Serum Srneklerinde bilirubin &lgiimlerine

'
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hemolizin etkisinin incelendifi serumdaki total protein
veya albiimin igerigZindeki farkliliklarin serum Srnegindeki
Hb'nin tampon etkisiyle test ¢bzeltisinin asiditesinde o~
labilecek degigikliklerin rol oynayabilecegi tne siirlilmiig
ancek deneysel g¢aligmalarla bunlar kahitlanamamrgtir (24).

Jendrassik=-Grof yﬁntemiyle total bilirubin tayinin-
de Hb'nin yontemi etkiledigi belirtilmigtir (37). Bu etki-
nin mékanizma81 diazolame iglemi sirasinda oksi Hb'den
olugan hidrojen peroksit azobilirubini oksitleyerek yalan-
c1 negatif sonuglara yol agtlél geklinde aglklanmaktadlr.
Bu nedenle yontem modifiye édilmis ve olugabilecek hidrojen
peroksiti'indirgemek lizere potasyum iyodiir veya askorbik
asit kullanilarak nihai iiriin (azobilirubin) stabil hale
getirilmigtir (30). _

Laessig-ve dig.(20), stzkonusu bu &6ntemi kullanarak
serum total bilifubin tayinine hemolizin etkisini incele-
migler ve kayda defer hig¢ bir etkKi gbzlememiglerdir. Ayni
yontem kullamilarak hemolizin serum total bilirubin deger-
lerinde kontrola gore % -28'e varan bir etki gbzleyen arag-
tirmacilar bu beklenmeyen sonucu kullandiklari SMA 12/60
gisteminde "artifact" etkiye baglamiglardir (16).

Serum total bilirubin tayini modifiye Malloy-Evelyn
me todu van deﬁABergh metodu kullanilarak yapilan bir galig-
mada 2 - 3 X 1074 g/ml Hb'nin bilirubin konsantrasyonunda
% 5-15'1ik bir azalmaya neden olduZu bildirilmigtir. Hemo-
lizin bu metot lzerine etkisi tam olarak agriklanamamigtair

(23).Bizim bulgularimizda bu etkinin boyutlari Hb konsan-
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trasyonuna bagli olarak % (-3.2)-(-23.3) oranminda degig-
mektedir. Ancak kullandigimz yontem diazolamaya dayan-
makla birlikte yukarida s0zli edilen yonteme gbre ufak fark-
liliklar igermektedir. Siilfanilik asit ile diazolamaya da-
yanan bir yontem kullanilarak yapildifi belirtilen diger
bir galigmada ise bilirubin konsantrasyonunda g HEb bagina
2.2 1ik bir artig septanmig ancak bu sonug ayrintili ola-
rék tartigilmamigtir (6). Sonugta hemolizin serum total
bilirubin degerlerine etkisinin yontemlere gtre farkli ol-
dugu sbylenebilir. Yari-mikro teknikler kullanilarak ve
uygun yontem segilerek bu etkinin minimuma indirilmesi miim-

klndiir (24).

IV.3. Sonug:

Bulgularimiz, kontrollu olarak olugturulan im vitro
hemolizin bazi klinik biyokimya laboratuvarlarlnda\uygula-
nen sonuglar lizerinde yalancia pozitif veya negatif degerler
elde edilmesine yol agtigini gtstermekte ve bu konudaki ya~
yinlarla uyum saglamaktadir. Kontrollu olarak olugturulan
hemolizde, gtzle farkedilemiyecek hemoliz giddetinde (ka-
litatif degerlendirme 0) bile inceledigimiz test sonuclari~
nin in vifro hemolizden‘etkilenmig 6ldugunun gosterilmis
olmasi,lizerinde durulacak bir konudur. Hemoljizden etkilene-
bilecegi belirtilen analizlerin gtzle gdriilebilir diizeyde
hemolizli serumlarda galigilmamasi kesin bir dille tavsiye

edilmektedir, Ancak, bulgularimiz gtzle farkedilemeyecek
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diizeydeki hemolizin de etkili olabilecefini gdsterdifinden
svzkonusu analizlerin yapilacagl serumlarin hemoliz aglsin-
dan Gzenli bir gekildé degerlendirilmesinde ve giipheli sonucg-
lar elde edildiginde aneslizlerin tekrar edilmesinde yarar

olabilecegi sonucuna varilmigtir.
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OZET

Bu caligmada bazi serum parametreleri lizerinde kont-
rollu olarak Qlusturulan in vitro hemolizin etkisinin bo-
yutlari aragtirilmig ve sonuglar benzer yayinlarla kargi-
lagtarilmigtair.

Caligma materyali olan serum Ege Universitesi Tip
Fekiiltesi Biyokimya laboratuvarlarina analiz igin gelen
serum fazlalarinden saélanmlstir.

Hemolizden etkilendigi belirtilen serum parameirele-
ri arasindaen total asit fosfataz, laktét dehidrogenaz, total
kolesterol ve total bilirubin segilerek bu parametreler y&-
remizdeki hastanelerde uygulandiZi saptanan ybntemler kul-
lanilarak 8lg¢ililmligtiirs Serum Orneklerine hemolizat katila-
rak 151, 186, 246, 616, 916 mg/L Hb konsantrasyonlarinda
kontrollu in vitro hemoliz olugturulmugtur. Artan Hb kon-
santrasyonlari ile Slglilen serum parametreleri arasinda to-
tal asit fosfataz, laktat dehidrogenaz, total kolesterol
igin anlamli pozitif korelasyon bulunduZu saptaﬁmls olup,
korelasjon katsayilari sirasiyla (r= 0.984, p<0.05),

¢
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(r= 0.948, p<0.05), (r= 0.808, p<0.05) dir. Hemoliz gid-
deti ile serum total bilirubin konsantrasyonlari arasinda
da anlamli ancak negatif bir korelasyon oldugu gozlenmig-
tir (r=-0.712, p< 0.05).

Kantitatif olarak olugturulan in vitro hemolizin
kalitatif deZerlendirmesi de yapilarak (0-4+) bulgularimiz
ile rutin uygulama arasinda iligki kurulmaya g¢aligilmig-
tir,

Bulgularimiz bu konfuda yapilmig olan caligsmalarla
uyun saglamig ve gozle farkedilemeyecek diizeydeki hemoliz
giddetinde bile 8lg¢tliglimliz parametre sonuglerinda sapma-

lar olabilecegini ortaya koymugtur,
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SUMMARY

In this study, the dimensions of effect of the
controlled in vitro hemolysis on some serum paraméters
were investigated and the obtained results were compared
to dealing some papers.

The working material was obtained from leftover parts
of serums received in the laboratory for analysis from Bio-
chemistry Department of Féculty of Medicine of Ege Univer-.’
sity. .

The serum parameters which were affected by hemo-
lysis such as total acid phosphatase, lactate dehydrogenase,
total cholasterol and total bilirubin were choicéd to exa~-
mine. These parameters were astayed by the methods which
were being applied in the hospitals in Izmir. The hemolysate
was added to serum specimens to obtain, 151, 186, 246, 616,
916 mg/L Hb final concentrations and the controlled in vitro
hemolysis was occured by this waye.

It was found that there were positive and significant

correlations between increased hemoglobin concentrations

;
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and total acid phosphatase, lactate dehydrogenase activi-
ties and the concentration of total cholesterol. The corre-
lation coefficients were (r= 0.984, p< 0.05), (r= 0.948,

p 0.05), (r= 0,908, p<0.05) respectively. The correlation
bétween the degree of hemolysis and the concentrations of
serum total bilirubin was found to be significant but nega-~
tive (r=-0.712, p< 0.05).

In vitro hemolysis occured quantitatively was also
evaluated qualitatively (O-4+) to investigate the relation
between our results and the routine evaluation.

It was concluded that our results were in agreement
with the papers and the deviated results of essayed serum

parameters in no visible hemolysis were also observed.
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