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OZET

Amac: Bu calismada in vitro heparinin iyonize kalsiyuma (iCa) kimyasal etkisinin degerlendirilmesi
amaclandi.

Gereg ve Yontem: Bu ¢cok basamakl deneysel calismada serum 6rnekleri kullanilarak Nova CCX kan
gazi cihazinda iCa diizeyleri analiz edildi. ilk iki basamakta sivi heparinle yikanmis 1, 2, 5 ve 10 ml
enjektorlere ve Kuru heparin iceren vakumlu tup, kan gazi enjektoru, dengelenmis kan gazi
enjektorlerine azaltilmis hacimde 6rnek cekilerek heparinin iCa diizeyinde yaptidi yuzde degisim
saptandi. Son iki basamakta ise 2500, 1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20, 10, 5, 2, 1 IU/ml heparin
iceren serum havuzlarinin iCa dilizeylerindeki ytizde dedisim saptanarak doz- yanit iliskisi ve son
konsantrasyonu 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 mM potasyun (K) ve magnezyum (Mg) eklenerek diger
katyonlarin doz yanit iligkisine etkisi belirlendi.

Bulgular: Sivi heparin iceren enjektorlere 10, 5, 2, 1, 0.5 ml ve kuru heparin iceren 6rnek 19
kaplarna 2, 1, 0.5 ml azalan hacimde Ornek ¢ekimininde gruplar arasinda iCa yluzde degdisimlerinde
istatistiksel fark saptandi (p<0.05). Heparin konsantrasyonu-iCa ytizde degdisim (doz-yanit) egdrisinin
negatif hiperbolik, log doz-yanit edrisinin negatif sigmoidal oldugu saptandi. 10 mM K eklenmesi
edrisiyi paralel olarak sola kaydirdi, 10 mM Mg eklemesi ise edri ediminin artmasina sebep oldu.

Sonuc: Bu Oncalisma ile heparinin iyonize kalsiyuma in vitro doz-yanit iliskisini ortaya koyarak-
Ozellikle kan gazi analizleri acgisindan- elektrolit 6lciimiinde heparinin kimyasal interferansinin
¢6ziimiinde yolagici olacadina inaniyoruz.

Anahtar Sozciikler: Kan gazi analizi; kan 6rnedi alma; kalsiyum; heparin; igneler; enjektorler

ABSTRACT

Objective: We aimed to evaluate the chemical effect of heparin on ionized calcium (iCa). In this
multi-step experimental study, we analyzed serum samples with Nova CCX blood gas analyzer.

Materials and Methods: In the first two steps, we calculated the percent changes of iCa in samples
with decreased volumes, suctioned into the 1, 2, 5 and 10 ml syringes washed with liquid sodium
heparin and into evacuated tubes, blood gas syringes, electrolyte balanced blood gas syringes with
dry lithium heparin. In the last two steps, we determined a dose-reponse relation via calculating
percent changes of iCa in serum pool samples containing 2500, 1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20,
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10, 5, 2, 1 IU/ml of heparin and effects of cations on dose-response relation by adding potassium (K)
and magnesium (Mg) at 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 mM concentrations.

Results: Statistical differences in percent changes of ionized calcium were obtained between groups
of samples of 10, 5, 2, 1, 0.5 ml volumes with syringes washed with liquid heparin and groups of
samples of 2, 1, 0.5 ml volumes with containers containing dry heparin (p<0.05). A negative
hyperbolic dose-response (heparin — percent changes in iCa) curve and a negative sigmodal log
dose-responce curves were concluded. The log dose - reponse curve was shifted to left with adding of
K of 10 mM, and the curve slope increased with adding of Mg of 10 mM.

Conclusion: Owing to the results of this preliminary study, we think that in vitro dose - response
relation of heparin and percent changes in iCa will help us to find a solution for the chemical

interference of heparin on electrolyte measurements in blood gas samples.

Key Words: Blood gas analysis; blood specimen collection; calcium; heparin; needles; syringes

GIRi$

fyonize kalsiyum (iCa); kalsiyumun dolasim-
daki duizeyinin yaklasik yarisini olusturan,
metabolik olarak aktif ve proteinlere bagh
olmayan serbest formudur. Dolasimdaki
iyonize duzey, total duzeyden daha iyi bir
gosterge oldugundan Klinik ac¢idan daha
yararli parametredir. Bu nedenle Klinisyen-
ler tarafindan, 6zellikle Kritik hastalarin izlemi
veya tedavisini dedgerlendirmek amaciyla istem
yapilir (1,2). Ginimuzde Kklinik laboratuvar
rutin uygulamalarinda iCa Kkonsantrasyonu;
heparinlenmis tam kan 6rneklerinde, diger
test parametreleriyle birlikte (pH, kan gazlan
(pCO2, pO2), elektrolitler (Na, K, iCa, iMg),
metabolitler (glukoz, laktat)), iyon selektif
elektrot potansiyometri ydntemiyle kan gazi
cihazlarinda olgulur (3-5).

Heparin, molekul agirh@ 3 000-100 000 D
arasinda degisen duz zincirli anyonik bir
mukopolisakKarittir. Tekrarlayan disakkarit-
lerin birbirlerine glikozidik baglarla baglan-
masi ile ¢esitli buyuklukte polimerler olusur.
Monosakkaritlerin her birindeki sulfatlanmis
hidroksil gruplarn nedeniyle, polimerler kuv-
vetli negatif yiiklidiir. U¢ D-glukozamin ve
iki uronik asit birimlerini iceren 6zgiin penta-
sakkaridik dizinin antitrombin III ile baglan-
masl nedeniyle antikoagulan aktivite goste-
rir. Bu nedenle heparin, tipta in vivo ve in
vitro antikoaguilan olarak kullanilir (6,7).

Klinik laboratuvarlarda heparin, plazma ve
tam kan Ornekleri elde edilmesinde anti-

koagulan olarak in vitro numune Kaplarina
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eklenir (8). Sitrat, okzalat, etilendiamintetra-
asetik asit (EDTA) gibi kalsiyumu baglayarak
etki gosteren antikoagulanlara gére; trombin
aktivitesini inhibe ederek etki gosteren hepa
rin, iCa Olciimleri icin digerlerine nispeten
uygun tek antikoaguilan oldugu Kkilavuzlarda
yeralmaktadir. Fakat preanalitik basamakta
antikoagiilan olarak kullanilan heparinin de,
iCa’u baglayarak dugiirdugu bildirilmistir (9-14).

Preanalitik basamakta kan gazi 6érnek alimin
da Kkullanilan cesitli uygulamalarda antikoa-
gulan olarak heparinin Kkullanilmasi; sivi
formundan kaynaklanan diliisyonel, serbest
katyonlart baglamasindan kaynaklanan kim-
yasal veya heparin tuzlarinin kontaminasyo-
nundan Kkaynaklanan bilesimsel etKilerin
degisik derecelerde kombinasyonuna sebep
oldugu bildirilmistir (10,11). Kuru formda
heparinin Kullanilmasi diliisyonel ve lityum
tuzu Kkullanilmasi bilesimsel etkiyi ¢6ézmesine
ragmen, heparinin kimyasal etkisi tam olarak
¢Oziulememis bir problemdir (15-22). Son
zamanlarda ticari trettilen elektrolitle denge
lenmis kan gazi enjektorlerindeki beklen-
meyen uyumsuzluklarin saptanmasi heparin
interferansin1 tekrar giindeme oturtmustur
(21,22).

Heparinin iCa 6lciimu lzerine kimyasal etkisi;
kan gazi 6rnek aliminda kullanilan cesitli
uygulamalarda son heparin konsantrasyonu-
nun (SHK) degismesine bagh oldugu dtisi-
nillr. Fakat bu etkinin SHK ile iliskili olma:
dig1 ve bu iliskiyi diger kan katyonlarinin degis-
tirebilecedi bildirilmistir (23,24). Bu calismada;
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i) sivi heparinli, ii) kuru heparinli degisik drnek
alim uygulamalarina azaltilmis hacimde 6rnek
aliminin, iii) son heparin konsantrasyonu-
nun ve iv) diger kan katyon konsantrasyon-
larinin iCa Olgumune etkisi degerlendirildi.

GEREC VE YONTEM
Kullanilan Materyaller, Omekler ve Cihazlar

Kliniklerde siklikla bulunan ve kullanilan dort
farkl tipte (1, 2, 5 ve 10 ml tek kullanimhk
plastik enjektorler (Hayat Tibbi Malzeme San.
ve Tic. AS, istanbul, Turkiye), 2 ml lityum
heparinli vakumlu tipler (Becton Dickinson,
ingiltere), 3 ml’lik kan gazi enjektorleri
(Plasti-med, Istanbul), 3 ml'lik kalsiyumla
titre edilmis kan gazi enjektorleri (Becton
Dickinson, ingiltere) kullanildi. Enjektorler
5000 U/ml sodyum heparin solusyonu iceren
"Nevparin flakon" (Mustafa Nevzat ilac Sanayi
AS, istanbul, Turkiye) kullanilarak yikandi.
Kuru heparin olarak "Heparin, Sodium Salit,
Porcine Intestinal Mucosa" (375095,
Calbiochem, ABD) kullanildi. Katyon ¢dzelti-
lerini hazirlamak icin potasyum Klorur (KCl)

(P-4504, Sigma, ABD) ve magnezyum Klortir
(MgCl,) (M1028, Merck, Almanya) kullanildi.

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi merkez
laboratuvarinda analizi tamamlanan diiz tiipe
alinan kan oOrneklerinden serum havuzu
hazirlandi. Soguk ortamda (+4C°) ve agzi
Kapali olarak saklanan Orneklerin ayni gun
tim analizleri tamamlandi. Calisma icin mer-
kez laboratuvar yénetiminden érnek kullanim
izni saglandi. Ornek sahibi hastalarnn kimlik
ve tibbi kayitlar1 kullanilmad, ilave kan Ornegi
alinmadi ve hastalarla gérusulmedi.

Serum Orneklerinde iCa analizi, iyon selektif
elektrot potansiyometri yontemi ile Dokuz
Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez Labora-
tuvan acil biriminde bulunan Nova Critical
Care Xpress (Nova Biomedical, Waltham, MA,

ABD) kan gazi cihazinda uretici firma 6neri-
lerine gore yapildi. Guinlik rutininde uygu-
lanan "Stat Profile Control" (Nova Biomedical,
Waltham, MA, ABD) Kalite kontrol materyel-
leri ile Kalite kontrol uygulandi.

Heparin ve lyonize Kalsiyum lliskisi
Cahsma Tasanm

Bu ¢cok adimh deneysel calisma 1 Haziran-
15 Agustos 2012’da Dokuz Eylul Universitesi
Hastanesi Merkez Laboratuvarinda (izmir,
Turkiye) yapildi.

1. Adim: Sivi heparinle yikanmis plastik en-
jektorlere azaltilmis hacimde érnek aliminin
iCa 6l¢cuimune etkisinin belirlenmesi:

Klinik rutindeki kan gazi Ornegi alinma
modelini olusturmak icin tek Kkullanimlik
plastik enjektorler 6lgedinin sonuna kadar
heparin ¢6zeltisiyle dolduruldu ve tamamen
bosaltildi. Bu islem 2 kez yapilarak enjektor
ve igne i¢ cidarinin heparinle yikanmasi sag-
landi. Tum enjektorler yikandiktan sonra,
degisik 6rnek hacimlerinin etkisini saptamak
icin 1 ml enjektdére 0.5 ve 1 ml; 2 ml enjek-
tore 0.5, 1 ve 2 ml; 5 ml enjektoére 0.5, 1, 2
ve 5 ml; 10 ml enjektdre 0.5, 1, 2, 5 ve 10
ml hacimlerde serum c¢ekildi.

2. Adim: Kuru heparinli degisik 6rnek alim
araclarina azaltilmis 6rnek aliminin iCa o6lgu-
mune etkKisinin belirlenmesi:

Kuru heparinli degisik 6rnek alim sekillerinin
etkisini saptamak icin, 2 ml lityum heparinli
vakumlu tuplerine, 3 ml kan gazi enjektor-
lerine ve 3 ml'lik kalsiyumla dengelenmis
kan gazi enjektorlerine 0.5, 1 ve 2 ml hacim-
lerde serum cekildi.

Birinci ve ikinci adimda bazal él¢iim igin ayn-
ca ylkanmamis ve bos enjektdrlere serum
cekildi. Daha sonra hazirlanan Ornekler,
enjektdr ve tuplerin kapaklan Kkapatilarak
anaerobik Kosullarin saglandidi soguk ortam
(+4C°) kosullarinda bekletildi. Analizden 6nce
ornekler 10-15 saniye homojenize edildi.
Bazal ve tek deney setinden olusan 10'ar
adet 6rnek gruplan birlikte kan gazi cihazinda
analiz edildi. Her gruptaki érneklerin analiz-
leri olasi en Kisa surede (yaklasik 15-20 dk
icinde) tamamlandi. Daha sonra iCa’un ba-
zalden ytlizde degdisimi su formiulle hesap-
landu:
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iCa yuzde degisimi = ((Deneysel 6rnek iCa
konsantrasyonu (mmol/L) — Bazal érnek iCa
Konsantrasyonu (mmol/L)) / Bazal Ornek
iCa konsantrasyonu (mmol/L)) x 100

3. Adim: Ornekteki son heparin konsantras-
yonun iCa dlgimune etkisinin belirlenmesi:

Son heparin konsantrasyonunun etKisini
saptamak igin, 5 000 IU/ml sivi heparin
¢cOzeltisine 35 000 IU/ml (240 mg) Kuru
heparin eklenerek elde edilen 40 000 IU/ml
sodyum heparinden hazirlanan seri heparin

¢Ozeltileri 1:2 oraninda serum havuzu porsi-
yonlarina eklenerek son heparin konsantras-
yonu 40000, 20000, 10000, 5000, 2500,
1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20, 10, 5, 2,
1 IU/ml olacak sekilde 6rnekler hazirlandi.
Bazal 6l¢iim icin ise serum havuzu porsiyon-
larina 1:2 oraninda saf su eklendi. Bazal ve
tek deney setinden olusan 6rnekler duplike

olarak analiz edildi. Daha sonra iCa yuzde
degisimi yukaridaki formiile gére hesaplandi.

4. Adim: Ornekteki diger katyon konsantras-
yonlarinin iCa 6él¢timiine etkisinin belirlenmesi:

Diger kan katyonlarinin etkisini saptamak
icin; hazirlanan Katyon c¢dézeltilerinden (KCI
ve MgCl ,) son K ve Mg konsantrasyonu 1, 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 10 mmol/L olacak sekilde
ornekler hazirland1 ve heparin konsantras-
yonu 2500, 1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20,
10, 5, 2, 1 IU/ml serum havuzlarina eklendi.
Bazal ve tek deney setinden olusan Ornek-
ler duplike olarak analiz edildi. Daha sonra
iCa yuzde degisimi yukaridaki formiile gére
hesaplandi.

Deneysel Metodolojinin Gecediligi
Serum kullammminin geceriligi

Serum ve heparinli tam kan 6rnekleri igin
dgeri kazanim deneyleri uygulandi. Bunun
icin 1:10 oraninda saf su eklenmis bazal ve
10 mmol/L iCa iceren elektrolit c¢ozeltisi
eklenmis test 6rnekleri hazirlandiktan sonra
duplike olarak analiz edildiler. +4 C'de 15 dk
bekletilen ve 1200 g 10 dk santrifigasyon
sonrasi elde edilen serum Ornegdinin geri
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kazanimi %102, 40 IU/ ml heparin iceren kar
gazi enjektoriine alinan tam kan Orneginin
geri kazanimi %90 olarak saptandi. Bu deger-
ler Rilibak'in 6nerdigi total izin verilen hats
(TEQ) %15 limitleri icindedir.

Buna gore tam kan yerine calisma kolayhdi
sadlayan serumun Kullanilabilecegine karar
verildi.

Kan gaz dlciimlerinin gecediligi

iCa Ol¢iim yOnteminin gecerliligi 1ISO 15189:
2007 standardi gerekliliklerine gére yapildi.
Bunun icin iCa testinin "bias" (%) ve "coeffi-
cient variation (CV)" (%) belirlendikten sonra
testin toplam hatasi (TE) "TE = 9%Bias +
(1.65 x %CV)" formiliinden hesaplandi.
RILIBAK'In izin verilen hata degerinden
duisiik oldugu saptanarak yontem gecerliligi
onaylandi (TEiCa = %7.5 + (1.65 x %1.9) =
10.6; TEiCa = 10.6 < TEa = %15).
istatistiksel Analiz

Deneylerden elde edilen veriler 'PASW Sta
tistics or Windows 18.0" (IBM Corporation,
NY, ABD) ticari istatistik programiyla analiz
edildi. Verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov
testi ile degerlendirildi. Normal dagilima uyan
veriler icin gruplarin Karsilastirlmasinda "one
way ANOVA' testi ve farklihiga sebep olan
dgruplarin testpitinde posthoc analizlerde
"Bonferoni" testi kullanildi. Bu veriler "orta-
lama+SD" olarak gdsterildi. Heparin kon
santrasyonu ile iCa ytlizde degisimi arasin-
daki iliskiyi belirlemek icin 'linear regresyon’
analizi kullanildi. istatistiksel olarak p dege-
rinin 0.05'den Kii¢iik oldugu sonuglar anlam-
Il kKabul edildi.

BULGULAR

1. Sivi heparinle yikanmis plastik enjektor
lere azaltilmis hacimde 6rnek alimimin iCa
Olctimiine etkKisi:

iCa o6lcimunde yuzde degisim; 1 ml enjek-
tore 0.5, 1 ml 6rnek cekiminde sirasiyla -
%33+8, -%15+5; 2 ml enjektdére 0.5, 1, 2 m
Ornek cekiminde -%47+6, -%34+3, -%21+2;
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5 ml enjektore 0.5, 1, 2, 5 ml 6rnek ceki-
minde -%40+6, -%36+13, -%17+4, -%10+4;
10 ml enjektore 0.5, 1, 2, 5, 10 ml 6rnek
¢ekiminde -%48+6, -%37+5, %112, -%6=x1
olarak saptandi. Enjektorlere degisik hacim-
de 6rnek cekimlerinde, iCa ytlizde degisim-
lerinde gruplararasi istatistiksel fark saptan-
di (p<0.05).

2. Kuru heparinli degisik 6érnek alim aracla-
rina azaltilmis 6rnek aliminin iCa dlgimune
etkisi:

Kuru heparinli 2 ml kan alim Kkaplan ile
yaptigimiz c¢alismada; 0.5, 1, 2 ml 6rnek
cekiminde iCa Olcumuinde yuzde degisim
sirasiyla lityum heparinli tupte -%16+3, -
%10=1, -%9+7; Kuru lityum heparinli enjek-
torde -%5=+4, -%2+1, -%1+1 ve dengelenmis
Kuru lityum heparinli enjektorlerde -%6+2, -
%5=+1, -%3=+1 olarak saptandi. Ornek kapla-
rna degisik hacimde 6rnek cekimlerinde,
dgruplararasi iCa yuzde degisimlerinde, ista-
tistiksel fark saptandi (p<0.05).

3. Son heparin konsantrasyonunun iCa 9l¢u-
mune etKisi:

Artan SHK Kkarsi iCa ytlizde degdisimi Sekil 3'de
gosterilmigtir. Heparin konsantrasyonu arit-
metik Olcekte iken negatif hiperbolik egri
olusurken, logaritmik Olcekte iken negatif
sigmoidal egri olustu. Logaritma doz (U/ml)
- yanit (yuzde) grafiginde ti¢ asamali Kinetik
gozlendi: Sigmodial egrinin 1. ve 3. bdlge-
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Sekil 1. Sivi heparinle degisik 6rnek alim sekillerinin

iCa’a etkisi.

Heparin ve lyonize Kalsiyum lligkisi

sinde plato veya yavas bir dusus goruldi.
Edrinin 2. boélgesinde ise daha hizli lineer
bir dusus goruldii. Bu egdrinin denklemi ise
‘(iCa) yuzde degisim = -44.57*log (heparin)
+ 85.11" idi. Sabit (egri kesisimi) ve x Katsa-
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Sekil 3. Heparin konsantrasyonu - iCa etkisi iliskisi.

Heparin konsantrasyonu A’da aritmetik 6lgekte
iken hiperbolik edri olustururken, B’de logarit-
mik Olcekte sigmoid egri olusturdu.
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Sekil 4. K ve Mg'un log. heparin konsantrasyonu - iCa
yluzde degisimi iliskisine etkisi. A’da 10 mM
K'un ve B’de 10 mM Mg'un eklenmesi sigmodal
egriyi sola kaydirr.
* Fizyolojik kosullarda doz-yanit egrisi,
* 10 mM katyon eklenmis doz-yanit egrisi.

yist (edri edimi) istatistiksel olarak anlaml
oldugundan lineer bir iliski olarak degerlen-
dirildi (r=0.978, p<0.001).

4. Diger katyon konsantrasyonlarinin iCa 6lI¢ii-
mune etKisi:

Son konsantrasyonu 10 mM K ve 10 mM Mg
olan 6rneklerde logaritma doz yanit egrisinin
sirastyla denklemi "(iCa) ylizde degisim = -43.52*
log (heparin] + 68.83" ve "(iCa) yuzde degi-
sim = -47.52*log (heparin) + 84.11" saptan-
di1 ve istatistiksel olarak lineer iliski olarak
degerlendirildi (r=0.992, p<0.001; r=0.995,
p<0.001). Egri egimleri degerlendirildiginde
K eklenmesi serum havuzlarinda logaritma
doz - yanit edrisini fizyolojik kosullara gore
paralel olarak sola kaydirirken, Mg eklen-

mesinin edimin yukselmesine (hizli diistise)
sebep oldugu goritldii.

TARTISMA

Heparinin Kimyasal etkisi, yapisindan kaynak-
lanan O6zelliklerine baghdir. Heparin negatif
yukli Kkarboksil (COO-) ve sulfat (SO4-)
gruplarindan Kkaynaklanan gii¢li anyonik
polielektrolit 6zelligi ile mikro-katyonlan
(katyonik metal iyonlar, katyonik boyalar
gibi) ve makro-katyonlar (polikatyonik peptit
ve proteinler gibi) baglar (24). Heparinin in
vitro kan gaz1 6rneklerindeki serbest katyon-
lar1 baglamasi, bu parametrelerin hatall diistik
Olculmesine sebep olur. Heparinin katyon
baglamasi drnekteki SHK ile orantili oldugu
dusunuldugiinden, genellikle heparinin kim-
yasal etkKisi bu belirte¢ ile degerlendirilir.

Bu calismada heparinin kimyasal etkisini
degerlendirmek icin; miktar kisithligi (yeter-
li tekrarda denemeler yapmak icin gereken
miktarda Ornegdin goéniillillerden temin zorlugu),
hemoliz interferansi (sodguk zincir, bekleme
veya dodrudan Katyonik c¢ozeltiler etkisiy-e
hticrelerin yikilmasi)
(vertikal ile horizontal iki yonde ve yeterli
stire Kkaristirmak gereKliligi) gibi sebeplerle
deneysel calismalan gerceklestirebilmek icin
tam kan yerine serum Kkullanildi. Ayrica
plazma ve tam kandan farkli olarak serumun
heparin icermeyen 6rnek olmasi da hepari
nin etkisini degerlendirme kolayligi saglan-
di. Bu calismanin ilk iki adiminda degisik
Kan gazi 6rnek alimi uygulamalarinda; daha
az Ornek cekerek 6rnekteki SHK'daki artisa
bagh iCa’daki diusmenin Kkorelasyonunun
test edilmesi amaglandi. Birinci adimda kan
dazi analizi i¢in giiniimuizde bazi hastaneler
ve Kliniklerde -kendi hastanemiz de dahil-
ekonomik veya geleneksel sebeplerle tercih
edilen sivi sodyum heparinle yikanmis plas-
tik enjektorlere heparinize kan alimi test edil-
di. Siv1 heparinle kan gazi 6érnek aliminda
¢ekilen 6rnek hacmine bagh olarak hem
dilisyonel hem de Kimyasal etkinin kombi-
nasyonuna bagh iCa degerlerinde diisme

ve Karisma zorlugu
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gozlenir. Bu Kkombine etkiyi gravimetrik
yontemle enjektorlerin 6l bosluk hacim-
lerini Olgerek, sivi heparinin sebep oldugu
ylizde diliisyon oranlar1 (YDO, diliisyonel etki)
ve son heparin konsantrasyonlan (SHK, Kim-
yasal etki) hesaplanarak saptanmisti (25).
Bu calismada da iCa testi icin; 1, 2, 5, 10 ml-
enjektorlere toplam Kkapasitesinin altinda
ornek cekiminde YDO ve SHK_daki artisa
bagh iCa degerlerinde diisme saptandi. Bu
sonuglart daha 6nce sadece 10 ml- enjek-
torlere alinan tam kan 6rneklerinde yaptidi-
miz ¢alisma ile uyumludur.

Heparinin Kimyasal etkisinin en aza indiril-
mesi icin temel sart, drnekte pihtilasmayi
saglayacak en dusik SHK'nun (<10 IU/ml)
sadlanmasidir. Fakat bu durum heparinle iyi
karismama nedeniyle pihti olusumu riskine
sahiptir. Bu nedenle IFCC ayn 6rnek Kaplari
icin optimum konsantrasyonda (en az kim-
yasal etki - en fazla antikoagulan etki) - tup-
lerde 15 IU/ml, enjektorlerde 40 IU/ml ve
kapiller tuplerde 50 IU/ml- heparin konul-
masini tavsiye eder. Ayrica heparinin kimya-
sal etkisini bertaraf etmek icin liretilen kan
gazi enjektorlerinde, Ornekteki heparinin
cesitli (elektrolit
dengeli enjektorler) veya baska metallerle
iCa baglanma bdlgelerinin kapatilmasi (¢inko
heparinli veya cinko lityum heparinli enjek-
torler) kimyasal etkisini gidermede Kkullani-
lan iki temel stratejidir. Daha sonralar ¢in-
konun albumin-kalsiyum etkilesimini boza-
rak pozitif biasa sebep oldugunun saptan-
masl Uzerine bu tip enjektorler terkedilmis-
tir. Calismanin ikinci adiminda; rutin kan
gaz1 drnek aliminda heparinin kuru ve lityum
tuzu formunun Kkullanildigi diger uygulama-
lar test edildi. Hacmi 2-3 ml’'lik kan alim

Katyonlarla doyurulmasi

Kaplarn ile yaptigimiz calismada, iCa Sl¢timu
icin lityum heparinli tip, kuru lityum hepa-
rinli ve dengelenmis Kuru lityum heparinli
enjektorlerle kan aliminda da azalan 6rnek
hacimlerinde iCa degerlerinde diusme sap-
tandi. BOylece calismanin
sivi ve Kkuru heparinle Ornek hacimleri
azaltilmis kan alim uygulamalarinda SHK

ilk iki adiminda

Heparin ve lyonize Kalsiyum lligkisi

artisina bagh olarak iCa seviyelerinde dusme
gozlemlendi. Son iki adimda ise heparinin
doz-yanit (interferant - interferans) iliskisini
ve bunu etkileyen faktorlerin incelenmesi
amaclandi.

Heparinin iCa oOlciimiine etkisi 6rnekteki
SHK’'nun bir fonksiyonudur. Ama in vitro
heparin interferansinda, doz (eklenen inter-
ferant konsantrasyonu) - yanit (analitik inter-
ferans ytlizdesi) iliskisi ¢ok iyi bilinmemekte-
dir. Uclincii adimda heparin tasarrufu ama-
ciyla 1:2 oraninda dillie edilerek serum bile-
simi diistirulerek heparinin doz- yanit iliskisi
saptandi. In vitro heparinin iCa él¢iimiinde;
doz-yanit iligkisinin negatif hiperbolik egri;
log doz-yanit iliskisini negatif sigmodal bir
edri oldugu saptandi. Bu interferans Kineti-
ginde; 1. bolge heparinin 6rnekte dagilimi
ile in vitro spesifik veya nonspesifik baglan-
ma bdlgelerini (mikro- (Na+, K+, Mg+2, Mn+2,
Cu+2, Zn+2, Co+2, Fe+3 gibi serbest plazma
Katyonlarina) ve makro-katyonlan (ulasilabi-
lir bazik aminoasite sahip plazma protein-
leri)) doyurmasina bagdldir. Bu fazda etki
yoktur veya minimaldir (izin verilen hatayi
asmamig). 2. Bolge ise heparinin artan kon-
santrasyonuna Karsilik plazmadaki serbest
Kalsiyumu (ki bu iCa’dur) baglamasindaki
artisa bagh olusur. in vivo ilag doz yamt
edrisinden farkl olarak elimine edilemeyen
heparin 6rnekteki sinirh iCa ve diger katyon-
lan timini baglayincaya kadar siirecegini
dustinlirken en fazla iCa %80'lik diisme sap-
tandi. Bu calismadaki kisithliklar nedeniyle
yiiksek Kkonsantrasyonlar test edilemedi.
Literaturde heparinin diger Kkatyonlardan
farkli olarak iCa ile baglanmasinin, biyolojik
aktivitesi icin yapisinda halkalasmasini engel-
lemesi ve konformasyonel degisiklikleri sag-
layan bir spesifik bir mekanizma oldugu da
ileri stirilmektedir (7,24).

Dordiincti adimda ise heparinin iCa baglan-
masini etkileyen faktorleri inceledik. Heparin
gucli anyonik yapisi nedeniyle 6érnekteki tim

serbest ve ulasilabilir katyonik yapilarla birle-
sir. Ornekteki diger katyonlarin konsantras-

Ttirk Klinik Biyokimya Dergisi 2012; 10(2): 41-49

47



Kime T. ve ark.

yonu yukseldik¢e heparinin iCa baglamasi
azalacak ve doz yanit edrisinin sadga kaya-
cadi 6ngoriliuyordu. Fakat diger katyonlarin
Konsantrasyonlarindaki ytikselme doz-yanit
edrisinin sola kaymasina; dolayisiyla hepari-
nin iCa kimyasal etkisinin artmasina sebep
oldu. Bu sonug, 6lcim yontemindeki (elektro-
dun selektivitesi, iyonik gui¢) veya 6rnekteki
(Ca proteinle baglanmasi) degisikliklere bagh
oldugunu diistiiniilmektedir. Bu etkinin sebe-
bini ac¢iklayabilmek icin daha ileri ¢calisma-
lar gerekmektedir.

Sonug olarak Klinik laboratuvarlarda inter-
ferans 6nemli ve ¢6ziimi gug bir sorundur.

Ornekteki interferantlann sebep oldugu inter-

feransin, ilaglarin doz-yanit iliskisi modeline
gore degerlendirilmesi interferansin daha iyi
anlasilmasina sebep olacaktir. Bu 6nc¢alisma
ile in vitro doz-yanit iligkisini ortaya koyarak-
Ozellikle kan gazi analizleri agisindan elektro-

lit o6lcimiinde heparinin kimyasal interfe-
ransinin ¢ozumunde yolagici olacaktir.
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