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ÖZET

Amaç:  Bu çal›flmada in vitro heparinin iyonize kalsiyuma (iCa) kimyasal etkisinin de¤erlendirilmesi
amaçland›.

Gereç ve Yöntem: Bu çok basamakl› deneysel çal›flmada serum örnekleri kullan›larak Nova CCX kan

gaz› cihaz›nda iCa düzeyleri analiz edildi. ‹lk iki basamakta s›v› heparinle y›kanm›fl 1, 2, 5 ve 10 ml
enjektörlere ve kuru heparin içeren vakumlu tüp, kan gaz› enjektörü, dengelenmifl kan gaz›

enjektörlerine azalt›lm›fl hacimde örnek çekilerek heparinin iCa düzeyinde yapt›¤› yüzde  de¤iflim
saptand›. Son iki basamakta ise 2500, 1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20, 10, 5, 2, 1 IU/ml heparin

içeren serum havuzlar›n›n iCa düzeylerindeki yüzde de¤iflim saptanarak doz- yan›t iliflkisi ve son
konsantrasyonu 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 mM potasyun (K) ve magnezyum (Mg) eklenerek di¤er

katyonlar›n doz yan›t iliflkisine etkisi belirlendi.  

Bulgular: S›v› heparin içeren enjektörlere 10, 5, 2, 1, 0.5 ml ve kuru heparin içeren örnek 19
kaplar›na 2, 1, 0.5 ml azalan hacimde örnek çekimininde gruplar aras›nda iCa yüzde de¤iflimlerinde

istatistiksel fark saptand› (p<0.05). Heparin konsantrasyonu-iCa yüzde de¤iflim (doz-yan›t) e¤risinin
negatif hiperbolik, log doz-yan›t e¤risinin negatif sigmoidal oldu¤u saptand›. 10 mM K eklenmesi

e¤risiyi paralel olarak sola kayd›rd›, 10 mM Mg eklemesi ise e¤ri e¤iminin artmas›na sebep oldu. 

Sonuç: Bu önçal›flma ile heparinin iyonize kalsiyuma in vitro doz-yan›t iliflkisini ortaya koyarak-

özellikle kan gaz› analizleri aç›s›ndan- elektrolit ölçümünde heparinin kimyasal  interferans›n›n
çözümünde yolaç›c› olaca¤›na inan›yoruz. 

Anahtar Sözcükler:  Kan gaz› analizi; kan örne¤i alma; kalsiyum; heparin; i¤neler; enjektörler

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

Küme T. ve ark.

eklenir (8). Sitrat, okzalat, etilendiamintetra-

asetik asit (EDTA) gibi kalsiyumu ba¤layarak

etki gösteren antikoagülanlara göre; trombin

aktivitesini inhibe ederek etki gösteren hepa-

rin, iCa ölçümleri için di¤erlerine nispeten

uygun tek antikoagülan oldu¤u k›lavuzlarda

yeralmaktad›r. Fakat preanalitik basamakta

antikoagülan olarak kullan›lan heparinin de,

iCa’u ba¤layarak düflürdü¤ü bildirilmifltir (9-14).

Preanalitik basamakta kan gaz› örnek al›m›n-

da kullan›lan çeflitli uygulamalarda  antikoa-

gülan olarak heparinin kullan›lmas›; s›v›

formundan kaynaklanan dilüsyonel, serbest

katyonlar› ba¤lamas›ndan kaynaklanan kim-

yasal veya heparin tuzlar›n›n kontaminasyo-

nundan kaynaklanan bileflimsel etkilerin

de¤iflik derecelerde kombinasyonuna sebep

oldu¤u bildirilmifltir (10,11). Kuru formda

heparinin kullan›lmas› dilüsyonel ve lityum

tuzu kullan›lmas› bileflimsel etkiyi çözmesine

ra¤men, heparinin kimyasal etkisi tam olarak

çözülememifl bir problemdir (15-22). Son

zamanlarda ticari ürettilen elektrolitle denge-

lenmifl kan gaz› enjektörlerindeki beklen-

meyen uyumsuzluklar›n saptanmas› heparin

interferans›n› tekrar gündeme oturtmufltur

(21,22). 

Heparinin iCa ölçümü üzerine kimyasal etkisi;

kan gaz› örnek al›m›nda kullan›lan çeflitli

uygulamalarda son heparin konsantrasyonu-

nun (SHK) de¤iflmesine ba¤l› oldu¤u düflü-

nülür. Fakat bu etkinin SHK ile iliflkili olma-

d›¤› ve bu iliflkiyi di¤er kan katyonlar›n›n de¤ifl-

tirebilece¤i bildirilmifltir (23,24). Bu çal›flmada;

G‹R‹fi

‹yonize kalsiyum (iCa); kalsiyumun dolafl›m-

daki düzeyinin yaklafl›k yar›s›n› oluflturan,

metabolik olarak aktif ve proteinlere ba¤l›

olmayan serbest formudur. Dolafl›mdaki

iyonize düzey, total düzeyden daha iyi bir

gösterge oldu¤undan klinik aç›dan daha

yararl› parametredir. Bu nedenle klinisyen-

ler taraf›ndan, özellikle kritik hastalar›n izlemi

veya tedavisini de¤erlendirmek amac›yla istem

yap›l›r (1,2). Günümüzde klinik laboratuvar

rutin uygulamalar›nda iCa konsantrasyonu;

heparinlenmifl tam kan örneklerinde, di¤er

test parametreleriyle birlikte [pH, kan gazlar›

(pCO2, pO2), elektrolitler (Na, K, iCa, iMg),

metabolitler (glukoz, laktat)], iyon selektif

elektrot potansiyometri yöntemiyle kan gaz›

cihazlar›nda ölçülür (3-5). 

Heparin, molekül a¤›rl›¤› 3 000-100 000 D

aras›nda de¤iflen düz zincirli anyonik bir

mukopolisakkarittir. Tekrarlayan disakkarit-

lerin birbirlerine glikozidik ba¤larla ba¤lan-

mas› ile çeflitli büyüklükte polimerler oluflur.

Monosakkaritlerin her birindeki sülfatlanm›fl

hidroksil gruplar› nedeniyle, polimerler kuv-

vetli negatif yüklüdür. Üç D-glukozamin ve

iki üronik asit birimlerini içeren özgün penta-

sakkaridik dizinin antitrombin III ile ba¤lan-

mas› nedeniyle antikoagülan aktivite göste-

rir. Bu nedenle heparin, t›pta in vivo ve in

vitro antikoagülan olarak kullan›l›r (6,7). 

Klinik laboratuvarlarda heparin, plazma ve

tam kan örnekleri elde edilmesinde anti-

koagülan olarak in vitro numune kaplar›na 

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



Çal›flma Tasar›m› 

Bu çok ad›ml› deneysel çal›flma 1 Haziran-

15 A¤ustos 2012’da Dokuz Eylül Üniversitesi

Hastanesi Merkez Laboratuvar›nda (‹zmir,

Türkiye) yap›ld›. 

1. Ad›m: S›v› heparinle y›kanm›fl plastik en-

jektörlere azalt›lm›fl hacimde örnek al›m›n›n

iCa ölçümüne etkisinin belirlenmesi: 

Klinik rutindeki kan gaz› örne¤i al›nma

modelini oluflturmak için tek kullan›ml›k

plastik enjektörler ölçe¤inin sonuna kadar

heparin çözeltisiyle dolduruldu ve tamamen

boflalt›ld›. Bu ifllem 2 kez yap›larak enjektör

ve i¤ne iç cidar›n›n heparinle y›kanmas›  sa¤-

land›. Tüm enjektörler y›kand›ktan sonra,

de¤iflik örnek hacimlerinin etkisini saptamak

için 1 ml enjektöre 0.5 ve 1 ml; 2 ml enjek-

töre 0.5, 1 ve 2 ml; 5 ml enjektöre 0.5, 1, 2

ve  5 ml; 10 ml enjektöre 0.5, 1, 2, 5 ve 10

ml hacimlerde serum çekildi.  

2. Ad›m: Kuru heparinli de¤iflik örnek al›m

araçlar›na azalt›lm›fl örnek al›m›n›n iCa ölçü-

müne  etkisinin belirlenmesi: 

Kuru heparinli de¤iflik örnek al›m flekillerinin

etkisini saptamak için, 2 ml lityum heparinli

vakumlu tüplerine, 3 ml kan gaz› enjektör-

lerine ve 3 ml’lik kalsiyumla dengelenmifl

kan gaz› enjektörlerine 0.5, 1 ve 2 ml hacim-

lerde serum çekildi. 

Birinci ve ikinci ad›mda bazal ölçüm için ayr›-

ca y›kanmam›fl ve bofl enjektörlere serum

çekildi. Daha sonra haz›rlanan örnekler,

enjektör ve tüplerin kapaklar› kapat›larak

anaerobik koflullar›n sa¤land›¤› so¤uk ortam

(+4C°) koflullar›nda bekletildi. Analizden önce

örnekler 10-15 saniye homojenize edildi.

Bazal ve tek deney setinden oluflan 10'ar

adet örnek gruplar› birlikte kan gaz› cihaz›nda

analiz edildi. Her gruptaki örneklerin analiz-

leri olas› en  k›sa sürede (yaklafl›k 15-20 dk

içinde) tamamland›. Daha sonra iCa’un ba-

zalden yüzde de¤iflimi flu formülle hesap-

land›: 

Heparin ve ‹yonize Kalsiyum ‹liflkisi

i) s›v› heparinli, ii) kuru heparinli de¤iflik örnek

al›m uygulamalar›na azalt›lm›fl hacimde örnek

al›m›n›n, iii) son heparin konsantrasyonu-

nun ve iv) di¤er kan katyon konsantrasyon-

lar›n›n iCa ölçümüne etkisi de¤erlendirildi. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Kullan›lan Materyaller, Örnekler ve Cihazlar  

Kliniklerde s›kl›kla bulunan ve kullan›lan dört

farkl› tipte (1, 2, 5 ve 10 ml tek  kullan›ml›k

plastik enjektörler (Hayat T›bbi Malzeme San.

ve Tic. Afi, ‹stanbul, Türkiye), 2 ml lityum

heparinli vakumlu tüpler (Becton Dickinson,

‹ngiltere), 3 ml’lik kan gaz› enjektörleri

(Plasti-med, ‹stanbul), 3 ml’lik kalsiyumla

titre edilmifl kan gaz› enjektörleri (Becton

Dickinson, ‹ngiltere) kullan›ld›. Enjektörler

5000 U/ml sodyum heparin solusyonu  içeren

"Nevparin flakon" (Mustafa Nevzat ‹laç Sanayi

Afi, ‹stanbul, Türkiye) kullan›larak  y›kand›.

Kuru heparin olarak "Heparin, Sodium Salt,

Porcine Intestinal Mucosa" (375095,

Calbiochem, ABD) kullan›ld›. Katyon çözelti-

lerini haz›rlamak için potasyum klorür (KCl)

(P-4504, Sigma, ABD) ve magnezyum klorür

(MgCl2) (M1028, Merck, Almanya) kullan›ld›.

Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi merkez

laboratuvar›nda analizi tamamlanan düz tüpe

al›nan kan örneklerinden serum havuzu

haz›rland›. So¤uk ortamda (+4C°) ve a¤z›

kapal› olarak saklanan örneklerin ayn› gün

tüm analizleri tamamland›. Çal›flma için mer-

kez laboratuvar yönetiminden örnek kullan›m

izni sa¤land›. Örnek sahibi hastalar›n kimlik

ve t›bbi kay›tlar› kullan›lmad›, ilave kan örne¤i

al›nmad› ve hastalarla görüflülmedi. 

Serum örneklerinde iCa analizi, iyon selektif

elektrot potansiyometri yöntemi ile Dokuz

Eylül Üniversitesi Hastanesi Merkez Labora-

tuvar› acil biriminde bulunan Nova Critical

Care Xpress (Nova Biomedical, Waltham, MA,

ABD) kan gaz› cihaz›nda üretici firma öneri-

lerine göre yap›ld›. Günlük rutininde uygu-

lanan "Stat Profile Control" (Nova Biomedical,

Waltham, MA, ABD) kalite kontrol materyel-

leri ile kalite kontrol uyguland›. 
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iCa yüzde de¤iflimi = [(Deneysel örnek iCa

konsantrasyonu (mmol/L) – Bazal örnek iCa

konsantrasyonu (mmol/L)) / Bazal örnek

iCa konsantrasyonu (mmol/L)] x 100  

3. Ad›m: Örnekteki son heparin konsantras-

yonun iCa ölçümüne etkisinin belirlenmesi:

Son heparin konsantrasyonunun etkisini

saptamak için, 5 000 IU/ml s›v› heparin

çözeltisine 35 000 IU/ml (240 mg) kuru

heparin eklenerek elde edilen 40 000 IU/ml

sodyum heparinden haz›rlanan seri heparin

çözeltileri 1:2 oran›nda serum havuzu porsi-

yonlar›na eklenerek son heparin konsantras-

yonu 40000, 20000, 10000, 5000, 2500,

1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20, 10, 5, 2,

1 IU/ml olacak flekilde örnekler haz›rland›.

Bazal ölçüm için ise serum havuzu porsiyon-

lar›na 1:2 oran›nda saf su eklendi. Bazal ve

tek deney setinden oluflan örnekler duplike

olarak analiz edildi. Daha sonra iCa yüzde

de¤iflimi yukar›daki formüle göre hesapland›.

4. Ad›m: Örnekteki di¤er katyon konsantras-

yonlar›n›n iCa ölçümüne etkisinin belirlenmesi:

Di¤er kan katyonlar›n›n etkisini saptamak

için; haz›rlanan katyon çözeltilerinden (KCl

ve MgCl 2) son K ve Mg konsantrasyonu 1, 2,

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 mmol/L olacak flekilde

örnekler haz›rland› ve heparin konsantras-

yonu 2500, 1250, 625, 313, 156, 78, 39, 20,

10, 5, 2, 1 IU/ml serum havuzlar›na eklendi.

Bazal ve tek deney setinden oluflan örnek-

ler duplike olarak analiz edildi. Daha sonra

iCa yüzde de¤iflimi yukar›daki formüle göre

hesapland›. 

Deneysel Metodolojinin Geçerlili¤i 

Serum kullan›m›n›n geçerlili¤i 

Serum ve heparinli tam kan örnekleri için

geri kazan›m deneyleri uyguland›. Bunun

için 1:10 oran›nda saf su eklenmifl bazal ve

10 mmol/L iCa içeren elektrolit çözeltisi

eklenmifl test örnekleri haz›rland›ktan sonra

duplike olarak analiz edildiler. +4 C’de 15 dk

bekletilen ve  1200 g 10 dk santrifügasyon

sonras› elde edilen serum örne¤inin geri 

kazan›m› %102, 40 IU/ ml heparin içeren kan

gaz› enjektörüne al›nan tam kan örne¤inin

geri kazan›m› %90 olarak saptand›. Bu de¤er-

ler Rilibak’›n önerdi¤i total izin verilen hata

(TEa) %15 limitleri içindedir. 

Buna göre tam kan yerine çal›flma kolayl›¤›

sa¤layan serumun kullan›labilece¤ine karar

verildi. 

Kan gaz› ölçümlerinin geçerlili¤i 

iCa ölçüm yönteminin geçerlili¤i ISO 15189:

2007 standard› gerekliliklerine göre  yap›ld›.

Bunun için iCa testinin "bias" (%) ve "coeffi-

cient variation (CV)" (%) belirlendikten sonra,

testin toplam hatas› (TE) "TE = %Bias +

(1.65 x %CV)" formülünden hesapland›.

R‹L‹BAK’›n izin verilen hata de¤erinden

düflük oldu¤u saptanarak yöntem geçerlili¤i

onayland› [TEiCa = %7.5 + (1.65 x %1.9) =

10.6; TEiCa = 10.6 < TEa = %15]. 

‹statistiksel Analiz  

Deneylerden elde edilen veriler "PASW Sta-

tistics or Windows 18.0" (IBM Corporation,

NY, ABD) ticari istatistik program›yla analiz

edildi. Verilerin da¤›l›m› Kolmogorov-Smirnov

testi ile de¤erlendirildi. Normal da¤›l›ma uyan

veriler için gruplar›n karfl›laflt›r›lmas›nda "one

way ANOVA" testi ve farkl›l›¤a sebep olan

gruplar›n testpitinde posthoc analizlerde

"Bonferoni" testi kullan›ld›. Bu veriler "orta-

lama±SD" olarak gösterildi. Heparin kon-

santrasyonu ile iCa yüzde de¤iflimi aras›n-

daki iliflkiyi belirlemek için "linear regresyon"

analizi kullan›ld›. ‹statistiksel olarak p de¤e-

rinin 0.05'den küçük oldu¤u sonuçlar  anlam-

l› kabul edildi. 

BULGULAR  

1. S›v› heparinle y›kanm›fl plastik enjektör-

lere azalt›lm›fl hacimde örnek al›m›n›n iCa

ölçümüne etkisi:

iCa ölçümünde yüzde de¤iflim; 1 ml enjek-

töre 0.5, 1 ml örnek çekiminde s›ras›yla -

%33±8, -%15±5; 2 ml enjektöre 0.5, 1, 2 ml

örnek çekiminde -%47±6, -%34±3, -%21±2;

Küme T. ve ark.
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fiekil 2.  Kuru heparinle de¤iflik örnek al›m flekillerinin

iCa’ a etkisi. 

fiekil 3.  Heparin konsantrasyonu – iCa etkisi iliflkisi.

Heparin konsantrasyonu A’da aritmetik ölçekte

iken hiperbolik e¤ri olufltururken, B’de logarit-

mik ölçekte sigmoid e¤ri oluflturdu. 
fiekil 1.  S›v› heparinle de¤iflik örnek al›m flekillerinin

iCa’a etkisi. 

5 ml enjektöre 0.5, 1, 2, 5 ml örnek çeki-

minde -%40±6, -%36±13, -%17±4, -%10±4;

10 ml  enjektöre 0.5, 1, 2, 5, 10 ml örnek

çekiminde -%48±6, -%37±5, -%11±2, -%6±1

olarak saptand›. Enjektörlere de¤iflik hacim-

de örnek çekimlerinde, iCa yüzde de¤iflim-

lerinde gruplararas› istatistiksel fark saptan-

d› (p<0.05). 

2. Kuru heparinli de¤iflik örnek al›m araçla-

r›na azalt›lm›fl örnek al›m›n›n iCa ölçümüne

etkisi: 

Kuru heparinli 2 ml kan al›m kaplar› ile

yapt›¤›m›z çal›flmada; 0.5, 1, 2 ml örnek

çekiminde iCa ölçümünde yüzde de¤iflim

s›ras›yla lityum heparinli tüpte -%16±3, -

%10±1, -%9±7; kuru lityum heparinli enjek-

törde -%5±4, -%2±1, -%1±1 ve dengelenmifl

kuru lityum heparinli enjektörlerde -%6±2, -

%5±1, -%3±1 olarak saptand›. Örnek kapla-

r›na de¤iflik hacimde örnek çekimlerinde,

gruplararas› iCa yüzde de¤iflimlerinde, ista-

tistiksel fark saptand› (p<0.05). 

3. Son heparin konsantrasyonunun iCa ölçü-

müne etkisi:

Artan SHK karfl› iCa yüzde de¤iflimi fiekil 3'de

gösterilmifltir. Heparin konsantrasyonu arit-

metik ölçekte iken negatif hiperbolik e¤ri

oluflurken, logaritmik ölçekte iken negatif

sigmoidal e¤ri olufltu. Logaritma doz (U/ml)

– yan›t (yüzde) grafi¤inde üç aflamal› kinetik

gözlendi: Sigmodial e¤rinin 1. ve 3. bölge-

sinde plato veya yavafl bir düflüfl görüldü.

E¤rinin 2. bölgesinde ise daha h›zl› lineer

bir düflüfl görüldü. Bu e¤rinin denklemi ise

"[iCa] yüzde  de¤iflim = -44.57*log [heparin]

+ 85.11" idi. Sabit (e¤ri kesiflimi) ve x katsa-

Heparin ve ‹yonize Kalsiyum ‹liflkisi
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fiekil 4.  K ve Mg’un log. heparin konsantrasyonu – iCa

yüzde de¤iflimi iliflkisine etkisi. A’da 10 mM

K’un ve B’de 10 mM Mg’un eklenmesi sigmodal

e¤riyi sola kayd›r›r. 

• Fizyolojik  koflullarda doz-yan›t e¤risi,

• 10 mM katyon eklenmifl doz-yan›t e¤risi. 

y›s› (e¤ri e¤imi) istatistiksel olarak anlaml›

oldu¤undan lineer bir iliflki olarak de¤erlen-

dirildi (r=0.978, p<0.001). 

4. Di¤er katyon konsantrasyonlar›n›n iCa ölçü-

müne etkisi:

Son konsantrasyonu 10 mM K ve 10 mM Mg

olan örneklerde logaritma doz yan›t e¤risinin

s›ras›yla denklemi "[iCa] yüzde de¤iflim = -43.52*

log [heparin] + 68.83" ve "[iCa] yüzde de¤i-

flim = -47.52*log [heparin] + 84.11" saptan-

d› ve istatistiksel olarak lineer iliflki olarak

de¤erlendirildi (r=0.992, p<0.001; r=0.995,

p<0.001). E¤ri e¤imleri de¤erlendirildi¤inde

K eklenmesi serum havuzlar›nda logaritma

doz - yan›t e¤risini fizyolojik  koflullara göre

paralel olarak sola kayd›r›rken, Mg eklen-

mesinin e¤imin yükselmesine (h›zl› düflüfle)

sebep oldu¤u görüldü.

TARTIfiMA

Heparinin kimyasal etkisi, yap›s›ndan kaynak-

lanan özelliklerine ba¤l›d›r. Heparin negatif

yüklü karboksil (COO-) ve sülfat (SO4-)

gruplar›ndan kaynaklanan güçlü anyonik

polielektrolit özelli¤i ile mikro-katyonlar›

(katyonik metal iyonlar›, katyonik boyalar

gibi) ve makro-katyonlar› (polikatyonik peptit

ve proteinler gibi) ba¤lar (24). Heparinin in

vitro kan  gaz› örneklerindeki serbest katyon-

lar› ba¤lamas› , bu parametrelerin hatal› düflük

ölçülmesine  sebep olur. Heparinin katyon

ba¤lamas› örnekteki SHK ile orant›l› oldu¤u

düflünüldü¤ünden, genellikle heparinin kim-

yasal etkisi bu belirteç ile de¤erlendirilir. 

Bu çal›flmada heparinin kimyasal etkisini

de¤erlendirmek için; miktar k›s›tl›l›¤›  (yeter-

li tekrarda denemeler yapmak için gereken

miktarda örne¤in gönüllülerden temin zorlu¤u),

hemoliz interferans› (so¤uk zincir, bekleme

veya do¤rudan katyonik çözeltiler etkisiy-e

hücrelerin y›k›lmas›) ve kar›flma zorlu¤u

(vertikal ile horizontal iki yönde ve yeterli

süre kar›flt›rmak gereklili¤i) gibi sebeplerle

deneysel çal›flmalar› gerçeklefltirebilmek için

tam kan yerine serum kullan›ld›. Ayr›ca

plazma ve tam kandan farkl› olarak serumun

heparin içermeyen örnek olmas› da hepari-

nin etkisini de¤erlendirme kolayl›¤› sa¤lan-

d›. Bu çal›flman›n ilk iki ad›m›nda de¤iflik

kan gaz› örnek al›m› uygulamalar›nda; daha

az  örnek çekerek örnekteki SHK’daki art›fla

ba¤l› iCa’daki düflmenin korelasyonunun

test edilmesi amaçland›. Birinci ad›mda kan

gaz› analizi için günümüzde baz› hastaneler

ve kliniklerde –kendi hastanemiz de dahil-

ekonomik veya geleneksel sebeplerle tercih

edilen s›v› sodyum heparinle y›kanm›fl plas-

tik enjektörlere heparinize kan al›m› test edil-

di. S›v› heparinle kan gaz› örnek al›m›nda

çekilen örnek hacmine ba¤l› olarak hem

dilüsyonel hem de kimyasal etkinin kombi-

nasyonuna ba¤l› iCa de¤erlerinde düflme 
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gözlenir. Bu kombine etkiyi gravimetrik

yöntemle enjektörlerin ölü boflluk hacim-

lerini ölçerek, s›v› heparinin sebep oldu¤u

yüzde dilüsyon oranlar› (YDO, dilüsyonel etki)

ve son heparin konsantrasyonlar› (SHK, kim-

yasal etki) hesaplanarak saptanm›flt› (25).

Bu çal›flmada da iCa testi için; 1, 2, 5, 10  ml-

enjektörlere toplam kapasitesinin alt›nda

örnek çekiminde YDO ve SHK_daki art›fla

ba¤l›  iCa de¤erlerinde düflme saptand›. Bu

sonuçlar› daha önce sadece 10 ml- enjek-

törlere al›nan tam kan örneklerinde yapt›¤›-

m›z çal›flma ile uyumludur. 

Heparinin kimyasal etkisinin en aza indiril-

mesi için temel flart, örnekte p›ht›laflmay›

sa¤layacak en düflük SHK’nun (<10 IU/ml)

sa¤lanmas›d›r. Fakat bu durum heparinle iyi

kar›flmama nedeniyle p›ht› oluflumu riskine

sahiptir. Bu nedenle IFCC ayr› örnek kaplar›

için optimum konsantrasyonda (en az kim-

yasal etki - en fazla antikoagülan etki) - tüp-

lerde 15 IU/ml, enjektörlerde 40 IU/ml ve

kapiller tüplerde 50 IU/ml- heparin konul-

mas›n› tavsiye eder. Ayr›ca heparinin kimya-

sal etkisini bertaraf etmek için üretilen kan

gaz› enjektörlerinde, örnekteki heparinin

çeflitli katyonlarla doyurulmas› (elektrolit

dengeli enjektörler) veya baflka metallerle

iCa ba¤lanma bölgelerinin kapat›lmas› (çinko

heparinli veya çinko lityum heparinli enjek-

törler) kimyasal etkisini gidermede kullan›-

lan iki temel stratejidir. Daha sonralar› çin-

konun albumin-kalsiyum etkileflimini boza-

rak pozitif biasa sebep oldu¤unun saptan-

mas› üzerine bu tip enjektörler terkedilmifl-

tir. Çal›flman›n ikinci ad›m›nda; rutin kan

gaz› örnek al›m›nda heparinin kuru ve lityum

tuzu formunun kullan›ld›¤› di¤er uygulama-

lar test edildi. Hacmi 2-3 ml’lik kan al›m

kaplar› ile yapt›¤›m›z çal›flmada, iCa ölçümü

için lityum heparinli tüp, kuru lityum hepa-

rinli ve dengelenmifl kuru lityum heparinli

enjektörlerle kan al›m›nda da azalan örnek

hacimlerinde iCa de¤erlerinde düflme sap-

tand›. Böylece çal›flman›n  ilk iki ad›m›nda

s›v› ve kuru heparinle örnek hacimleri

azalt›lm›fl kan al›m uygulamalar›nda SHK 

art›fl›na ba¤l› olarak iCa seviyelerinde düflme

gözlemlendi. Son iki ad›mda ise heparinin

doz-yan›t (interferant - interferans) iliflkisini

ve bunu etkileyen faktörlerin incelenmesi

amaçland›. 

Heparinin iCa ölçümüne etkisi örnekteki

SHK’nun bir fonksiyonudur. Ama in vitro

heparin interferans›nda, doz (eklenen inter-

ferant konsantrasyonu) - yan›t (analitik inter-

ferans yüzdesi) iliflkisi çok iyi bilinmemekte-

dir. Üçüncü ad›mda heparin tasarrufu ama-

c›yla 1:2 oran›nda dilüe edilerek serum bile-

flimi düflürülerek heparinin doz- yan›t iliflkisi

saptand›. ‹n  vitro heparinin iCa ölçümünde;

doz-yan›t iliflkisinin negatif hiperbolik e¤ri;

log doz-yan›t iliflkisini negatif sigmodal bir

e¤ri oldu¤u saptand›. Bu interferans kineti-

¤inde; 1. bölge heparinin örnekte da¤›l›m›

ile in vitro spesifik veya nonspesifik ba¤lan-

ma bölgelerini [mikro- (Na+, K+, Mg+2, Mn+2,

Cu+2, Zn+2, Co+2, Fe+3 gibi serbest plazma

katyonlar›na) ve makro-katyonlar› (ulafl›labi-

lir bazik aminoasite sahip plazma protein-

leri)] doyurmas›na ba¤l›d›r. Bu fazda etki

yoktur veya minimaldir (izin verilen hatay›

aflmam›fl). 2. Bölge ise heparinin artan kon-

santrasyonuna karfl›l›k plazmadaki serbest

kalsiyumu (ki bu iCa’dur) ba¤lamas›ndaki

art›fla ba¤l› oluflur. ‹n vivo ilaç doz yan›t

e¤risinden farkl› olarak elimine edilemeyen

heparin örnekteki s›n›rl› iCa ve di¤er katyon-

lar› tümünü ba¤lay›ncaya kadar sürece¤ini

düflünürken en fazla iCa %80'lik düflme sap-

tand›. Bu çal›flmadaki k›s›tl›l›klar nedeniyle

yüksek konsantrasyonlar› test edilemedi.

Literatürde heparinin di¤er katyonlardan

farkl› olarak iCa ile ba¤lanmas›n›n, biyolojik

aktivitesi için yap›s›nda halkalaflmas›n› engel-

lemesi ve konformasyonel de¤ifliklikleri sa¤-

layan bir spesifik bir mekanizma oldu¤u da

ileri sürülmektedir (7,24).

Dördüncü ad›mda ise heparinin iCa ba¤lan-

mas›n› etkileyen faktörleri inceledik. Heparin

güçlü anyonik yap›s› nedeniyle örnekteki tüm

serbest ve ulafl›labilir katyonik yap›larla birle-

flir. Örnekteki di¤er katyonlar›n konsantras-
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yonu yükseldikçe heparinin iCa  ba¤lamas›

azalacak ve doz yan›t e¤risinin sa¤a kaya-

ca¤› öngörülüyordu. Fakat di¤er katyonlar›n

konsantrasyonlar›ndaki yükselme doz-yan›t

e¤risinin sola kaymas›na; dolay›s›yla hepari-

nin iCa kimyasal etkisinin artmas›na sebep

oldu. Bu sonuç, ölçüm yöntemindeki  (elektro-

dun selektivitesi, iyonik güç) veya örnekteki

(Ca proteinle ba¤lanmas›) de¤iflikliklere ba¤l›

oldu¤unu düflünülmektedir. Bu etkinin sebe-

bini aç›klayabilmek için daha ileri çal›flma-

lar  gerekmektedir. 

Sonuç olarak klinik laboratuvarlarda inter-

ferans önemli ve çözümü güç bir sorundur.

Örnekteki interferantlar›n sebep oldu¤u inter-

ferans›n, ilaçlar›n doz-yan›t iliflkisi modeline

göre de¤erlendirilmesi interferans›n daha iyi

anlafl›lmas›na sebep olacakt›r. Bu önçal›flma

ile in vitro doz-yan›t iliflkisini ortaya koyarak-

özellikle kan gaz› analizleri aç›s›ndan elektro-

lit ölçümünde heparinin kimyasal interfe-

rans›n›n çözümünde yolaç›c› olacakt›r. 
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