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OZET

Hizli infizyon sistemi ile farkhi basinglar altinda uygulanan kan

transfizyonunun eritrositler Gizerine etkileri

Dr. Refika Okuyucu DEUTF Anesteziyoloji ve Reanimasyon AD, IZMIR

Acil durumlarda hastalara hizli ve isitilmis kan saglayan “Hizh infiizyon
Sistemleri”nin eritrositler Gzerinde hasara neden olabilecegi yoniunde kanitlar
vardir.

Amag: Level 1 1000 hizli infuzyon sisteminin farkli basinglar altinda
eritrositler Gzerinde olusturabilecegi hasarlari saptamayr ve gelisen
degisiklikleri goruntulemeyi amacladik.

Gereg ve Yontem: DEUTF “Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Yerel Etik
Kurulu” onayi alinan geng, saglikli 10 (on) gonulliden ikiser adet eritrosit
stspansiyonu (150 mL) hazirlanarak kan bankasinda stoklandi. Bir gunlik
eritrosit stispansiyonlarindan, HbF, K*, 1sik ve elektron mikroskopisi, “EI” bazal
degerlerini (Bazal)(n=10) saptamak icin kan ¢rnekleri alindi. Randomize olarak
iki gruba aynlan eritrosit suspansiyonlarinin 150 veya 300 mmHg basing
altinda Level 1 1000 hizh infizyon sisteminden gecirilmesinden sonraki
degerlerin (Grup150, Grup300) saptanmasi icin benzer kan 6rnekleri (n=10)
alindi. Eritrosit stispansiyonlarinin bazal ve islem sonrasi isilari kaydedildi.
Tum laboratuvar analizleri “calismaya kor” doktorlar tarafindan gerceklestirildi.

Bulgular: Calismada, 29-39 yaslarinda 10 saglikh dondrden hazirlanan 20
Unite eritrosit suspansiyonu kullanildi. Eritrosit stspansiyonlarinin  bazal
istlarinin (5.53+0.29; 5.39+0.24 °C), hizli infiizyon sisteminden gecirilmesinden
sonra (30.76+0.78; 30.00+1.12 °C) anlamh diizeyde arttii gézlendi (p<0.05).

HbF degderlerinin; Bazal<Grup150<Grup300 oldugu ve uygulanan basincgla
orantili olarak arttig1 goruldi (p=0.015). HbF diizeyinin inflizyon 6ncesi degere
(45.321£6.93 ng/dL) goére Grup300 de (53.15+£3.26 ng/dL) belirgin dizeyde
yuksek oldugu saptandi (p=0.007).
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Dondérlerde 4.41+0.6 mmol/L olan K* degerinin eritrosit siispansiyonlarinda
5.68£1.31 mmol/L’'e, Grup300'de 6.19+1.19 mmol/L’'e yukseldidi saptandi.
(p<0.05).

“El"in Bazal'e gore basingla dogru orantili olarak artmasina ragmen gruplar
arasindaki farkin anlamli olmadigi gorulda.

Isik ve elektron mikroskopik incelemede, eritrositlerin Bazal'de normal
oldugu, Grupl50 ve Grup300’de basincla iligkili olarak deforme gérinimde

artma saptandi.

Sonug ve Oneriler

Level 1 1000 hizli inflizyon sisteminin yuksek basinglarda kani vicut i1sisina
ulastiramadigi, eritrositler Gizerinde akut ve kalici hasara neden oldugu gorulda.

HiS'nin deneysel ortamda eritrositlerde olusturdugu hasarlarin  Klinik
sonuclarini HIS (reticilerinin ve kullanicilarinin géz 6niine almasi gerektigi
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Level-1 1000 hizli infizyon sistemi, ytksek basing, kan

transfiizyonu, eritrosit hasari
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Summary

The Effects of Blood Transfusion under different pressures

using Rapid Infusion System on Erythrocytes

Dr. Refika Okuyucu, Dokuz Eylul University Medical Faculty, Department of
Anesthesiology and Reanimation, IZMIR

There is evidence that “Rapid Infusion Systems” which provide rapid and
warmed blood in emergency situations, may cause injury to erythrocytes.

Objective:.We aimed to determine the injury; Level 1 1000 rapid infusion
system may cause on erythrocytes under different pressures and observe the
developing alterations.

Material and Method: After approval of Dokuz Eylul University Medical
Faculty “Clinical and Laboratory Research Local Ethics Committee”, 10 young
and healthy volunteers were included in the study and two packed erythrocyte
suspensions (150 mL) were collected from each volunteer and stored at the
blood bank. Blood samples (n=10) were collected from one day old erythrocyte
suspensions for light and electron microscopic examination and determination
of K, HbF, and basal “El” (Basal) levels. Erythrocyte suspensions were
randomized into two groups and following application of 150 and 300 mmHg
pressures by Level 1 1000 rapid infusion system (Group 150 and Group 300),
similar blood samples (n=10) were collected to determine the effects of the
process. The temperatures of erythrocyte suspensions were recorded before
and after the process. All laboratory analyses were carried out by “blinded”
practitioners.

Results: Twenty units of erythrocyte suspensions, which were prepared

from 10 healthy volunteers aged 29-39 years, were used in this study.
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It was observed that the basal temperatures of erythrocyte suspensions in
Group 150 and Group 300 (5.53+0.29;5.39+0.24 °C, respectively) were
significantly increased after passing through the rapid infusion system
30.7620.78; 30.00+1.12 °C) (p<0.05).

The HDF levels increased proportional to applied pressures and was in the
order of basal values<Group150<Group 300 (p=0.015). HbF levels in Group
300 was markedly higher (53.15+3.26 ng/dL) than the pre-infusion levels
(45.32+6.93 ng/dL) (p=0.007).

The K* level (4.41+0.6 mmol/L) in donor bloods increased to 5.68+1.31
mmol/L in packed erythrocyte suspensions and to 6.19+1.19 mmol/L in Group
300 (p<0.05).

Eventhough there was an increase in “El” levels proportional to pressure,
the difference was not significant among groups.

In light and electron microscopic evaluation, the erythrocytes appeared
natural before application of pressure. In Group 150 and Group 300 an
increase in deformed erythrocytes was observed related to pressure.

Conclusion

This study has showed that, Level 1 1000 rapid infusion system can not
warm blood up to body temperature under high pressures, furthermore it
causes an acute and permanent injury on erythrocytes.

It is concluded that, device manufacturers and users should consider
clinical results of using RIS, which were shown to cause erythrocyte injury

experimentally.

Keywords: Level 1 1000 rapid infusion system, high pressure, blood
transfusion, erythrocyte injury.



GIRIS

Kan transfuzyonu; tam kan ve/veya kan drunlerinin tedavi amaciyla
intravenoz (1V) yoldan dolagima verilmesidir. Kan transfiizyonu ilk defa 1667'de
hayvandan-insana, 1818'de insandan-insana uygulanmistir(1).

Kan transfiizyonu hayat kurtarici bir girisim olmasina karsin, tim diger
tedaviler gibi erken (hipotermi, hemoliz, alerji, akut akciger hasari, metabolik
bozukluklar, febril reaksiyonlar vb) vel/veya ge¢ reaksiyonlara (hemoliz,
hemosiderosis, hava embolisi, enfeksiyon, imminmodilasyon vb) neden
olabilir(1).

Hipotermi ve buna bagl gelisen yan etkilerin dnlenebilmesi icin; hasta, kan
ve uygulanan sivilarin isitilmasi gerekmektedir (2). Gunumduzde isitilarak hizli
kan transfiizyonu yapilabilmesi amaciyla Hizli infiizyon Sistemleri (HIS)
geligtirilmigtir. Hizli infizyon sistemlerine yonelik ¢calismalarda; farkl cihazlarin
infuzyon hizlan  (3,4), sitma kapasiteleri (4-6) ve olusturduklari
komplikasyonlar(2-4,7-9) aragtinimistir. HiS’nin komplikasyonlari konusunda
Uzerinde en ¢ok calisma yapilan iki konu hava embolisi (7, 10) ve hemolizdir
(2-4,8,9).

Kan verilirken, kan akim hizinin neden oldugu makaslama stresi, kanda
olugsan turbulans (Reynolds stress), tuplerdeki ve torbalardaki sert plastik
yuzeylerle temas, kanin hizla isitiilmasi ve kana uygulanan mekanik basincin
hemolize neden olabilecegi ileri surilmektedir (2,9,11-13). HiS'nin
olusturabilecegi hemolizle ilgili calismalarda total hemoglobin (Hb) ve serbest
hemoglobin(HbF), alfa-hidroksibutirat dehidrogenez, laktik dehidrogenez
(LDH), potasyum (K*) ve hematokrit (Hct) diizeyleri arastiriimistir.

Bu calismalarda, Hb ve HbF olcumundeki yontem farkliliklari nedeniyle
celigkili sonuglar bildirilmektedir (8,12,14-16). Hemoliz en iyi kantitatif
yontemlerle  saptanir.  Kantitatif yontemlerin  igcinde  “Direkt  Optik
Spektrofotometrik Yontem” guvenilir, kolay ve kimyasal metodlara gore daha
kesin ve net sonuglar vermektedir(11).



Hizli infizyon sistemlerinin eritrositler Gzerinde olusturacagi deformabilite
degisikliklerini saptamaya yonelik en iyi arag¢ LORCA cihazidir(17). Eritrosit
suspansiyonunun (ES) sitilarak hizla transfiizyonunu saglayan HiS'nin
eritrositler Uzerinde olusturabilecegi deformabiliteyi LORCA cihazi ile arastiran

bir caligmaya rastlanmamigtir.

Eritrositlerde 1s1(13) ve deneysel olarak olusturulan basinca (18) bagh
gelisen sekil degisiklikleri elektron mikroskopisi ile gosterilmistir. Ancak HiS’nin
eritrositler Gzerinde olusturabilecegi sekil degisikliklerinin 151k ve elektron

mikroskobu ile incelendigi bir ¢calisma bulunamamistir.

AMAC

Biz multidisipliner bir yaklagimla deneysel ortamda, “Level | 1000 Hizl
infiizyon Sistemi” ile eritrosit siispansiyonlarini 150, 300 mmHg basing ve 41°C
IS1 altinda hizli transfuizyon yaparak:

1-Sistemin eritrositler Uzerinde olusturabilecegi akut hemolizi Direkt Optik
Spektrofotometrik yontemle saptamay!,

2-Eritrositlerde olusabilecek deformabilite degisikliklerini LORCA cihazi ile
arastirmayi,

3-Eritrositlerde gelisebilecek sekil bozukluklarini 1gik ve elektron mikroskobu
ile goruntilemeyi amagcladik.



GENEL BILGILER

Kan, tum viicudu perfiize eden hareketli bir organ olarak kabul edilmektedir.
Kan, sekilli elemanlarindan eritrositler ile oksijenin tasinmasi, lokositler ile
vicudun savunulmasi ve trombositler ile hemostatik denge islevlerini
yaratarken; sivi kismi ile gaz transportuna katki, besleyici maddeler, hormonlar,

pihtilagsma faktorleri, antikorlar ve yikim trinlerinin dokulara veya eliminasyon

yerlerine tagsinmasini saglar (1).

I-K AN URUNLERI (19)

Kan Uranleri olarak, tam kan, eritrosit Stispansiyonu (ES), taze plazma, taze
donmus plazma(TDP), trombosit sispansiyonu, lokosit stspansiyonu vb.
yaygin olarak kullaniimaktadir.

Tam kan

Normal saglikli donérlerden elde edilen, hicbir islem uygulanmadan 63 mL
antikoagulan sivi  [Citrate-Phosphate-Dextrose (CPD)] iceren torbalarda
hazirlanan kana “tam kan” adi verilir.

Bir Gnite tam kanin (450 mL) yaklasik olarak 200 mL’si eritrosit, 250 mL’si
plazmadan olusgur.

Tam kan; eritrosit, plazma proteinleri ve pihtilagsma faktorlerini igerir.

Kan; 1s1 degigikliklerine duyarl, alarm sistemli 6zel kan saklama
dolaplarinda 2-6 °C arasinda saklanir. Torbadaki kan 48 saatin Uzerinde
bekletildiginde canli trombosit kalmaz. Faktor VIl dizeyleri ve koagilasyon
faktorleri terapotik duzeylerin altina iner (1,19-21).

Eritrosit sispansiyonu

Eritrosit suspansiyonu, tam kanin santrifiji sonrasi plazmasinin %'0
alinmis kandir.

Eritrosit sUspansiyonunun hazirlanmasi igcin santrifigasyondan sonra
plazma ve 20-60 mL buffy coat katmani eritrositlerden ayrilir. Eritrositler, 80-
110 mL arasinda Saline(NaCl)-Adenine-Glucose-Mannitol (SAG-M) ile



dikkatlice karistirildiktan sonra 250+50 mL'lik hacimdeki torbalarda 2-6°C
arasinda saklanir (19).

ES, pediyatrik hastalarda kullanabilmek amaciyla 150 ml’lik torbalarda da
hazirlanabilmektedir.

ES'nun Hb ve Hct degeri, icerdigi antikoagulan ve eklenen maddelere gore
degismektedir. Kan urunleri hazirlama standartlarina gbére hematokrit dizeyi;
“Citrate-Phosphate-Dextrose-Adenine” (CPDA-1) iginde %60-90 arasindadir.
SAG-M eklendiginde Hb: >45 gliinite, lokosit <3.10%iinite olmahdir. Ek
solisyonlu buffy coat uzaklastinlmig eritrosit suspansiyonu olarak
hazirlandiginda Hct: %50-70, Hb: >43 g/iinite, lkosit: <1.2x10° olmalidir (8,19).

Anemi nedeniyle konjestif kalp yetmezligi, hemodinamik dekompanzasyonu
ve serebral sorunlari bulunan ya da ameliyat yapilabilmesi igin gerekli Hb
dizeyine ulagilmasi istenen hastalara yalnizca eritrosit sutspansiyonlari
verilmelidir. Genellikle erigkinde 1 Uunite ES transfizyonu ile hastanin
hematokriti %3 ve hemoglobini 1g/dL yukselir.

Dort tip eritrosit suspansiyonu yaygin olarak kullaniimaktadir. Bunlar
eritrosit konsantresi, yikanmis eritrosit, l0kositten fakir eritrosit, dondurulmus
eritrositlerdir (1,19-21).

Lokositleri azaltilmis eritrosit sispansiyonu:

Lokosit sayisi <5x10° olan ES’' dur. Eritrosit transfiizyonu gereken
olgularda; febril reaksiyonlarin  Onlenmesi, alloimmunizasyondan ve

sitomegalovirus enfeksiyonundan korunma amaciyla kullanilir(21).

[I-KANIN SAKLANMASI

Kanin alinmasi, saklanmasi ve hastaya verilebilmesi igin, kan merkezleri ve
kullanicilar tarafindan belirli standartlarin saglanmasi gerekmektedir. Kan
iceriginin canhligin, fonksiyonlarinin korunmasi, enfeksiyon bulasinin en aza
indirgenmesi, saklama sirasinda olusabilecek kimyasal ve fiziksel degisikliklerin

engellenmesi veya geciktirilmesi bu konunun temel taslaridir(19).

Kanin pihtilasmasinin dnlenmesi ve canlihdinin uzun sire korunabilmesi

amaclyla kana antikoagulanlar ve cesitli koruyucu maddeler eklenmektedir.



Koruyucu sivilarin 6zelliklerine gore kanin saklanabilme sureleri degismektedir
(1,11,20)

Kanin saklanma streleri;

* Acid-Citrate-Dextrose (ACD) ve CPD ile 21 gun,

* CPDA-1 ile 35 gun,

* CPD'ye SAG-M ilave edildiginde 42 gun’ddr.

Food and Drug Administration (FDA)'e gore; icerisinde eritrosit bulunan kan
komponentleri 1s1 monitori olan 6zel kan saklama dolaplarinda 2-6°C 1sida
saklanmali ve servislerdeki buzdolaplarinda kesinlikle saklanmamalidir (14).

l1I-K AN TRANSFUZYONU

Kan transfuzyonu; kan ve/veya kan elemanlarinin (plazma, eritrositler,
trombositler, graniilositler) tedavi amaciyla intravenéz (IV) yoldan dolagima
verilmesidir. Kan transfizyonu endikasyonu olarak genellikle 7.5 g/dL Hb
degeri baz alinmaktadir. Bununla birlikte hastanin yagl, altta yatan hastaligi,
doku hipoksisine bagh semptomlari, kliniginin degisme hizi vb. kan

transfiizyonu endikasyonunu ve miktarini belirler(1).

IV-KAN TRANSFUZYONUNUN KOMPLIKASYONLARI

Kan transfizyonlari sirasinda erken ve ge¢ komplikasyonlar
gelisebilmektedir(20).

Ameliyathane ortaminda hastalarda yasanan sorunlardan birisi hipotermidir.
Anestezi uygulamasi sirasinda hastalarda hipotermi gelismesinde, disik oda
Isis1, kullanilan soguk sivilar, masif kan transfiizyonlari, anestezinin 1si dretimini
baskilamasi gibi etkenler rol oynamaktadir. Hastalarda gelisen hipotermi,
kardiyak problemlere, kan viskositesinde degisikliklere, trombositopeniye,
kanama diyatezlerinde degisikliklere ve immun sorunlara neden olabilir.

Ameliyat sirasinda geligsen hipoterminin ve hipotermiye bagl yan etkilerin
Onlenebilmesi icin; hastalarin, kullanilan sivilarin, kan ve kan urUnlerinin

Isitiimasi gerekmektedir.



Kan ve Kan Urunlerinin Isitiimasi Gereken Durumlar (1,20);
1-Masif kan transflizyonlari
a- Erigkinler: 50 mL/kg/saatten daha fazla verilmesi
b- Cocuklar: 15 mL/kg/saatten daha fazla verilmesi
2- Sut cocuklarinda kan degisimi
3- Hastada klinik olarak 6nemli soguk aglutinin varhgi

V-KAN VE SIVI ISITICILARI

Hastaya uygulanacak kan sadece 0Ozel isiticilarda isitiimalidir. Hayati
tehdit eden sonuclara neden olabilecegi icin bir kap icindeki sicak suda
Isitilmamahdir(1). Kan ve sivi isiticilari, 1sitma teknigine ve kani génderme

hizina gore iki ana gruba ayrilir:

A-Isitma teknigine gore;

1-Isinin monitdrize edildigi su banyosuna yerlegtiriimis sarmal plastik
tupler

2-Duz plastik kan torbasi veya kan setlerinin elektriksel isitiimasi

3-Mikrodalga 1siticilar

4-Manyetik isiticilar

B-Sivi uygulama hizina gore;

1-Yavas infuzyon sistemleri

2-Hizli infiizyon sistemleri (HIS)

VI-HIZLI INFUZYON SISTEMLERI

Acil ve hizli sivi resusitasyonu gereken durumlarda kan torbasina
duzensiz basin¢ uygulamak veya elle sikmak gibi konvansiyonel yontemlerle
transfizyon saglanmaya caligiimaktadir. Konvansiyonel metodlarla sivilarin
yeterli 1s1 ve hizda verilememesi, morbiditede, mortalitede artiglara neden
olmaktadir.

Giuniimiizde vyaygin olarak kullanilan HiS'nin  kanamali travma
hastalarindaki sivi resusitasyonu igin iyi bir segenek oldugu bildirilmektedir(2).
HIS anestezistlerin travmali, vaskiiler veya diger komplike operasyonlara



girecek hastalarda hipovolemi, hipotermi ve bunlara eslik eden mortalite-
morbidite riskini azaltmalarini saglamigtir.

Hizli inflzyon sistemleri, 1982'de karaciger transplantasyonunda
kullanilmak icin gelistiriimistir. ilk olarak Hemonetics Corporation (Braintree,
Mass) tarafindan Uretilmistir (2).

Su banyosu teknolojisi ile calisan “Hotline”, HIS teknolojisi ile ¢alisan ilk
sivi isiticisidir (5). Ginumizde HIS olarak; Level | 1000, Level 1 H 1200,
FMS 2000, Hotline, Ranger vb kullaniimaktadir (2-5,7,9,22)

A-Level 1 1000 Hizli infizyon sistemi

Hastanemizde, karaciger transplantasyonu gibi kan kaybinin fazla oldugu
ameliyatlarda kullanilmakta olan “Level 1 1000 hizli inflzyon sistemi”, iki
odacikli  kompresyon unitesi, 1s1 degistirici, makroagregatlar ve hava
kabarciklarini tutan 170 pmlik filtre ile donatilmig hizl infuzyon sistemidir
(Resim 1).

Resim 1. Level 1 1000 hizli infizyon sistemi



Resim 2. Level 1 1000 hizh infiizyon sistemi seti

Level 1 1000, ticari resusitasyon sivilari, eritrositler ve trombositler dahil
pek ¢ok sivi tipini vermeye uygundur. Bu sistem ile kompresyon Uunitesine
asilan kan ve sivilarin, 0-300 mmHg pndmotik basinc altinda, vicut 1sisinda,
950 mL/dk‘ya kadar transfuizyonu saglanabilir (2) (Resim 1,2).

Level 1 1000 hizli infizyon siteminde kullanilan setler sivi kagagi olmadan
hava c¢ikigina izin veren gaz-permeabl bir membran icerirler. Level 1
1000'deki membran, 1sitma elemaninin distalinde filtre/hava atici

kombinasyonuna bagldir. Membran yiizey alani 0.57 cm®dir (4) (Resim 2).

B-Hizli inflizyon Sistemlerinin Komplikasyonlart:

Gunumize kadar hizh infizyon sistemlerinin kullanilmasiyla ilgili yapilan
calismalarda; farkli cihazlarin infizyon hizlan (3,4), 1sitma kapasiteleri (4-6)
ve olusturduklari komplikasyonlar (2-4,7-9) arastiriimistir.

Hizli sivi resusitasyonu ile hastalara yasamsal destek saglanirken, hava
embolisi, hemoliz, hipotermi, asidoz ve koagulopati gibi istenmeyen etkilere
neden olunabilecedi bildiriimektedir (2-4,7-9,11-15,18,22).

HIS ile etkin sivi 1sitma teknolojisi morbiditeyi ve cerrahi hipotermi ile
iligkili maliyeti anlamh sekilde dustrmis olsa da kullanilan aletlerle ilgili
guvenlik endigeleri halen devam etmektedir.



Bu nedenlerle HiS'nin komplikasyonlari tizerine en ¢ok calisma yapilan iki
konu hava embolisi (4,7,22) ve hemolizdir (2,8,9,11-15,18).

a-Hava Embolisi

HIS kullanimi sirasindaki en cok endise edilen durumlardan birincisi
intraoperatif hava embolisidir (7, 10, 22). Kanin basing altinda transfiizyonu
sirasinda fatal hava embolisi sikhigi 1:31300 olarak bildirilmistir (7). IV sivi
torbalari 1000 mL kristalloid iginde 60 mL hava igerdiginden havanin
bosaltimasi korunmada 0Onem tasimaktadir (3). Gunumizde hava

embolisinin 6nlenmesi icin HIS'ne hava dedektorleri ve filtreleri eklenmistir

(7).

b-Hemoliz

Hemoliz, edsnris y" ok ghdin xApR “rArnntbt ne’ + Ga | nidj ~ kK mi m g~ bep
cAAi Al °r&Ar Mdcdniddmd f Ol fihdo gdl niky S mh RKm " j S ciy

1-Ozmotik hemoliz: Ddsnris g~ bediddmm ¢’ g° glonswy alg rAA neg | °
aljjA& “rAd 27 drhud y ok odin xAsK “rAhd Ga | nidj"RKmim cA A
Al CrAN12(-

2-Hemositoliz: A’ yAl dj " mij+dyhirdkud jh x r* kdg dmddd y* gx oAAc’ jh
grdkm > rontbtne’ fQf kdm gdl nkycly «g Cnmi ~ 30O/ k d+ r/& j i+
a’ rAt+ " j oo, xAK m ydghidd+ a’ yAa® j ch j rimidd+ - & ¢ yK g cdsig” nk gr
dgdagtj knonend f lahl " ccdidgat do gdl nkyd mdcdmnk q' 004.2(-

Kan Urdnleri Gizerinde yapilan arastirmalara gore hemoliz;

1-Kanin hazirlanmasi ve saklanmasi,

2-Kanin cihazlarla verilmesi,

3-Verilen kan ile alici arasindaki uyum gibi 3 ana noktadan
kaynaklanmaktadir(8,11,18).

Kanin Hazirlanmasi ve Saklanmasi,

Kanin hazirlanmasi ve depolanmasi sirasinda eritrositlerin hasar gérdugu
bilinmektedir. Hematokriti tam kandan yiksek, viskositesi dusik olan ES’da
mekanik veya travmatik hemoliz olugsmasi daha siktir(11). Eritrosit hasari siki

paketlenmis eritrositlerin yeniden siispanse edilmesiyle de ortaya ¢ikabilir.



Filtrasyon oncesi kan torbasinin cgalkalanmasi eritrositleri daha frajil hale
getirerek yagli eritrositleri lizise ugratir (11). Kanin depolama suresi uzadikga
eritrositlerde gelisen hemoliz artmaktadir (2,12). ES’nun 42 gunlik depolama
sonunda kabul edilebilir en yiuksek hemoliz diizeyi Amerikada %21 olarak
belirlenmisken, Avrupa Birligi % 0.8 olarak kabul etmistir (8).

Depolama Sirasinda Kanda Olugan Degisiklikler(21):
1-Eritrositlerde:
-ATP, 2-3DPG ve osmotik diren¢’de azalma
-Hucre ici Na duzeyinde artma
2-Plazmada:
-Serbest Hb, H*, K" ,NHz'de artma
-Labil koagulasyon faktorlerinde azalma,
-FV'de 5-6 ginde, FVIII'de 1-2 glinde% 80’in altina digsme
-FXI, FIX'da 7 gunde %20’ nin altina digsme
3-Trombosit ve granilositlerin canliliginda 24-48 saat sonra ciddi azalma

Kanin Cihazlarla Verilmesi,

Bir sivinin viskozitesini 6lgmek igin belli hacimdeki siviya bilinen 6lgtde bir
kuvvet uygulanmasi gerekir. Siviya uygulanan bu kuvvete kayma stresi
(shear stress) denir. Suni kapaklar ve yapay cihazlar kan tzerinde dogal
dolagsimdan daha fazla stres (supra-fizyolojik stres) yaratarak hemolize neden
olmaktadir. Bununla birlikte eritrositler yuksek kayma stresine maruz
kaldiklarinda normalden daha az deforme olmaktadir(18).

Isi etkisiyle eritrositlerin filtre olmalari, paket olusturmalari, membran
elastisiteleri azalirken viskoziteleriyle beraber osmotik ve mekanik frajiliteleri
artmaktadir (13).

HIS ile yapilan kan transfiizyonlari sirasinda eritrositler yiiksek basing
altinda hizla ilerlerken basing, ani 1s1 artis1 ve sert plastik zemine carparak

turbulansa ugramasi nedeniyle yiksek kayma stresine maruz kalmaktadir.
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“British committee for standards in heamatology & Blood transfusion task
force” tarafindan 1999”da “elektronik inflizyon pompalarinin” kan htcrelerine
zarar verebilecegi ve dureticilerin bu amagla kullanimi konusunda guvenilir
oldugunu dogrulamadikc¢a kan hticrelerinin iletiminde kullanilmamasi gerektigi
bildiriimistir (8,24).

VII-ERITROSIT HASARININ SAPTANMASI

HiS’nin olusturdugu akut hemolizle ilgili calismalarda total ve serbest Hb,
alfa-hidroksibutiirat dehidrogenez, LDH, K" ve Hct diizeyleri arastiriimigtir
(2,8,9,11-15,18).

Bu calismalarda, hemoglobin dl¢cimundeki teknik ve zamansal farkliliklar,
kullanilan kanin depolama zamanindaki dedisiklikler gibi metodolojik
farklihklar nedeniyle geligkili sonuglar bildirilmigtir (2,8,12,14,15).

Jan Hirch ve ark (14) “flow citometre” yontemini kullanarak tavuk
eritrositleri ile yaptiklari deneysel bir calismada eritrositler tzerinde erken
donemde 1sitmaya bagl hicresel degisiklik saptanmazken, isitilmadan 24
saat sonra belirgin derecede gecikmis hemoliz saptamiglardir.

Hardeman ve ark (16) insan eritrositlerindeki erken dedgisiklikleri
aragtirdiklari  calismalarinda  deformabilite  degisikliklerinin ~ hemoliz
baglangicindan 6nce meydana geldigini ve deformabilite dedisiklerinin
eritrosit hasarlanmasinin erken bir gostergesi oldugunu bildirmiglerdir (16).

Eritrosit deformabilitesi ve agregasyonunu oOlgmede en iyi arag LORCA
cihazidir(19). LORCA cihazi ile eritrositlerin stres karsisinda sekil
degistirmesi(elongasyon), elongasyon indeksleri(El) ve kimelesmesi
(agregasyon) hesaplanabilmektedir (16,17,25).

Zhao R. ve ark’'nin (18) eritrosit deformasyon dinamiklerini mikroskopik
olarak arastirdiklari calismalarinda eritrosit deformabilitesinin plazma serbest
hemoglobin  6lgimiyle degerlendiriemeyen kan hasarini  dlgmede
kullanilabilir bir yontem oldugunu bildirmiglerdir.

HiS'nin kan transfiizyonu sirasinda eritrositlerde hemolize neden
olabilecegi konusunda calismalar olmakla birlikte, hemolizden 6nce eritrosit
hasarini gdsteren eritrositlerdeki deformabilite degisiklerinin saptanmasi ve
mikroskopik hasarin gosterilmesine yonelik calismalara rastlanmamigtir.
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Plazma Hemoglobinini Saptama Ydntemleri

Kan ve kan drdnlerinde hemolizin derecesini saptamada serbest
hemoglobin degeri 6nem tagimaktadir. Cogu kan bankasi ve hastanede kolay
ve hizli bir metod olarak kan torbasina ilistiriimis tip gorsel olarak incelenir.
Ancak, bu uygun bir yontem degildir (11).

Hemolizi saptamada en iyi yontemler kimyasal ve spektrofotometrik olarak
ikiye ayrilan kantitatif yontemlerdir. Kantitatif yontemlerden birincisi, hemoglobin
formlarinin potasyum ferrisiyanid veya tetrametilbenzidin gibi kimyasallarla
kanstirildiginda renkli bir trin olan siyanmethemoglobin olusturmasina dayall
kimyasal tekniklerdir. Uluslararasi Hematolojik Standardizasyon Komite tam kan
icin siyanmethemoglobin yonteminin referans yontemi olmasini dnermigtir(11).

Kantitatif yontemlerin ikincisi olan direkt optik spektrofotometrik yontem,
guvenilir, kolay ve kimyasal metodlara gore daha kesin ve net sonuglar
verir(11). Kantitatif metodlarin ¢ogu hemoglobinin karakteristik absorpsiyon
spektrumuna dayanmaktadir. Bunlar; farkli dalga boylarinda spektrofotometriyi,
spektral dalga boyu tarama analizini ve Uriin spektrofotometrisini icerir. Plazma
hemoglobin deneyleri oksihemoglobinin 415, 541 veya 576 nm'deki absorbans

peak’lerine dayanan direkt optik tekniklere ayrlabilir.

VIII-ERITROSIT DEFORMABILITESI

Eritrositler disaridan uygulanan kuvvetlerin etkisi altinda 6nemli 6l¢ide
sekil degistirebilirler. Diger hucrelere kiyasla eritrositlerin sekil degistirme
yetenekleri daha iyidir(16). Bu yetenekleri sayesinde eritrositler kendi
caplarindan daha kuguk boyutlara sahip kapiller damarlardan gecebildikleri
gibi, buyuk damarlardaki akim kosullarinda, bu Ozellikleri nedeniyle laminar
akim cizgilerine daha iyi uyum saglayarak kanin akigkanhginin iyilesmesine
de katkida bulunurlar(16)(Tablo 1).
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Tablo 1. Damar tipine gore kayma stresleri (Pa) (26)

DAMAR TiPI KAYMA STRESI (Pa)
Aorta 2,5
Buyuk arterler 2,4
Ana arter dallari 4,3
Kucguk arterler 3,8
Arteriyoller 7,5
Kapillerler 111
Post kapiller ventil 0,5
Kucuk venler 0,6
Buyuk venler 0,4
Vena cava 1,3

Eritrosit Deformabilitesini Belirleyen Faktorler:

1. Yuzey alani - hacim iligkisi: Eritrositlerin bikonkav-diskoid sekli,
hacimlerine kiyasla fazladan ytizey alanina sahip olmalarini saglar. Bu 6zellik
sekil degistirebilmelerine olanak tanir (25).

2. Eritrosit sitoplazmasinin akigkanhgi: Eritrositler icin sitoplazmanin
akiskanlhgr hemoglobin konsantrasyonu ile yakindan iligkilidir. Hicrenin btin
sitoplazmik kapsaminin sivi halde bulunmasi nedeniyle, sivi akimi iginde
adeta birer sivi damlacigi gibi davranirlar. Hicrenin sivi igeriginin artip
azalmasi, hemoglobin konsantrasyonunu da degistirir. Bu degigsiklik
eritrositlerin sekil degistirme yetenegini (deformabilitesini) etkiler(25).

3. Eritrosit membraninin viskoelastik yapisi: Eritrositlerin sekil degistirme
yetenegini etkileyen en 6nemli yapisi membranidir. Digaridan etki eden
kuvvetlerin neden oldugu sekil degistirme ve bu kuvvetlerin ortadan
kalkmasindan sonra bikonkav-diskoid seklin yeniden kazaniimasi (sekil
degisikliginin geri donusumli olmasi) eritrosit membranina ait bir 0Ozellik

olarak bilinmektedir.
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Bu Ozellik, eritrosit membraninin lipid unsurlarindan c¢ok, iki sirali lipid
tabakanin i¢ boéliminde yer alan eritrosit membran iskeletinin hicreye
kazandirdigi bir 6zelliktir(25).

Deformabilitenin Olciimiinde Kullanilan Teknikler (27)

1)Yuksek makaslama viskometresi: Kanin viskozitesindeki degisikliklikleri
gOzleyerek eritrositlerin deformabilitesini 6lcme prensibine dayanmaktadir
(18).

2) Eritrosit filtrasyonu: Yaygin kullanim alanina sahiptir. Belli bir basingla
mikroporlu bir membrandan belli miktarda eritrositin ge¢cme zamani eritrosit
deformabilite ve agregasyonu icin gosterge olabilir.

3) Reoskop: Belli kayma stresi altinda eritrosit seklinin  dogrudan

gOzlenmesidir.

LORCA (Laser Optical Rotational Cell Analyser))

LORCA eritrosit deformabilitesini en iyi 6l¢cen cihazdir(17).

Resim 3. LORCA Cihazi
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LORCA Cihazi ile Deformabilite Olgiimiiniin Basamaklart:

Bir cam kupa icine daldirnlmis bir statik metal silindir, cam kupanin
dondurulmesi sonucu silindir ile kupa arasindaki dar araliktaki sivilar igin
bilgisayar kontrolli olarak 0.3-30 Pa arasinda kayma stresi yaratir.
Eritrositlerin kirdiklar isinlara gore projeksiyon ekraninda eritrositlere ait bir
yansima olusur. Bu yansimalari kaydeden bir kamera verileri bilgisayara
aktarir. Bilgisayar bu yansima verilerine uyan en iyi elipsi gizdirir. Bu elipsin
uzun ve kisa caplari olgulerek her kayma stresi icin eritrositlerin El'leri
hesaplanir.

Diyabet, hipertansiyon, orak hicreli anemi, kalp krizi, damar hastaliklar
gibi  durumlarda eritrosit deformabilitesinin  azaldigr  klinik  olarak
gOzlenmigtir(27).

Eritrositlerin deformabilitesini hastaliklar disinda 1si1 ve basing gibi fiziksel
etmenler de etkileyebilir. Eritrosit deformabilitesine 1sinin etkisinin arastirildigi
bir calismada 2°C'deki kan isitildiginda 24-37°C arasinda eritrosit
deformabilitesinin yavasca, 48-50 °C arasinda ise dramatik olarak arttig
saptanmigtir. Yuksek isilarda eritrositlerin osmotik ve mekanik frajilitelerinin
artigi bildirilmistir.(13)

IX-ISIK VE ELEKTRON MiIKROSKOBU

Eritrosit deformabilitesine 1sinin etkisinin arastinldigi  deneysel bir
calismaya gore, yuksek isilarda eritrositlerin  sferosit seklini aldigi,
tomurcuklandigi ve fragmante oldugu bildirilmigtir (13). Pediyatrik hastalarda
kan transfiizyonu amaciyla geligtirilen iki inflzyon pompasiyla, 2-150 mL/sa
hizda, 9,28,35 gunlik kanlarin kullanildigi ¢alismada 1sik mikroskobu ile
eritrosit hasari saptanamamistir(8).
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GEREC ve YONTEM

Aragtirmaya DEU Tip Fakiltesi Hastanesi “Klinik ve Laboratuar
Aragtirmalari Etik Kurulu” onayi alindiktan sonra baslandi.

Ailesinde ve kendisinde herediter sferositoz, orak hucreli anemi gibi
konjenital kan hastaligi bulunanlar, aspirin, kumadin vb ila¢ kullanimi olanlar

calismaya alinmadi.

Caligmanin amaci, metodu, hedefleri konusunda bilgilendirilip, yazili
onamlari alindiktan sonra sistemik bakisi yapilan, 29-39 yas arasi 10 (on)
saglikh gonilluden “DEUTF Kan Merkezi’nde rutin kan alma islemi uygulandi.

Kan merkezinde, rutin kan alma iglemine benzer olarak goéndilltlerden
alinan kan orneklerinden Hb, Hct, WBC, PIt duzeyleri bakildi ve kontrol igin
venoz kan gazi 6rnegdi alindi.

Hb degeri 12.5-17.5 g/dL olan saglikli 10 gonulli donérden 450 mL kan
4’10 kan torbasina alindi. Kana antikoagulan olarak 63 mL CPD eklenerek
tam kan elde edildi. Kan 1 saat dinlenme periyodundan sonra 22°C’da, 3250
devirde 15 dk santrifij edildi. Tam kanin serumu ayrildiktan sonra kalan
eritrositler igcine 100 mL SAG-M eklendi. Elde edilen eritrosit
suspansiyonundan birbiriyle ayni 0zelliklere sahip iki adet 150 mL’lik
pediyatrik torba hazirlandi. Eritrosit suispansiyonlari (150 mL) kan bankasinda
kan saklama standartlarina uygun olarak 24 saat stoklandi.

Her dondre ait 2’'ser adet eritrosit siispansiyonu hazirlanis sirasina gore
kan bankasi ile ameliyathane arasinda hizli iletimi sagliyan “Tup Transfer
Sistemi” (Swisslog) yardimiyla kan saklama buzdolabina aktarildi. Eritrosit
suspansiyonlari teker teker deneyin yapilacagi ameliyathane icindeki odaya
getirildi. Kapali zarf yontemi ile randomize edilerek 150 ve 300 mmHg basing
uygulanacak 2 gruptan (Grup150, Grup300) birine dahil edildi.
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Her bir eritrosit stspansiyonu deney diizeneginden gecirmeden 6nce
bazal degerleri saptamak igin;

1-Kan gazi 6lgimu igin heparinle yikanmis enjektore 2 mL’lik kan 6rnedi,

2-Hemoglobin tiptne HbF i¢cin 2 mL kan 6rnegi,

3-Isik ve elektron mikroskopisi kontrolt igin 2 mL kan 6rnegi,

4-LORCA cihazinda El 6lgimu igin 2 mL kan 6rnegi alindi.

5-Kan torbasi igine yerlegtirilen 1s1 Olgerin (Fluke 87 V True RMS
Multimeter, USA) elektrodu yardimi ile kan torbasinin bazal isisi
kaydedildi.

Arastirmada rutin klinik kosullarimizi “deneysel olarak” taklit edebilmek
icin; Level 1 1000 hizl infizyon cihazi (Resim 1), 1 gunlik 150 ml'lik eritrosit
suispansiyonu, Level 1 1000 seti (Level 1 1000® Normothermic I.V. Fluid
Administration Set, REF DI-50) (Resim 2), 16 Gauge brandl (Mediflon IV

Cathater, India) ve kan toplama kabindan olusan deney dizenegi kullanildi.

Level 1 1000 HiS diizenegine takilan eritrosit siispansiyonu 41°C isiya ve
ayarlanan basinca (150 veya 300 mmHg) ulastirlmasinin ardindan setin
klempleri acildiktan sonra isinarak hizla sistemden ge¢mesi ve toplama
kabina akmasi saglandi.

Hizl infizyon sisteminden gegirilerek toplama kabinda biriktirilen eritrosit
suspansiyonlarinin iglem sonrasi degerlerini (Grup150, Grup300) saptamak
icin;

1- Kan gazi 6lgimu igin heparinle yikanmis enjektore 2 mL’lik kan 6rnedi,

2-Hemoglobin tiptne HbF igin 2 mL kan 6rnegi,

3-Isik ve elektron mikroskopisi kontrolt igin 2 mL kan 6rnegi,

4-LORCA cihazinda El 6lgumu igin 2 mL kan 6rnegi alindi.

5-Toplama kabinin icine yerlestirilen is1 dlgerin elektrodu yardimi ile isisi

kaydedildi.

Alinan tum kan Orneklerinin laboratuar analizleri ¢alisma gruplarini

bilmeyen hekimler tarafindan yapildi.
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PLAZMA SERBEST HEMOGLOBIN DUZEYININ SAPTANMASI

Plazma serbest hemoglobin (HbF) dizeyi “Hematoloji Laboratuvari”’nda
“Human Hemoglobin EL/SA Quantitation kit ve Accessory kit” (Bio-Rad
Laboratories Main Office, 2000 Alfred Nobel Drive Hercules, California
94547) kullanilarak Enzyme — Linked — Immunosorbent - Assay (EL/SA)
yontemiyle belirlendi.

Plaklar (96 yuvall) spesifik sheep anti-human hemoglobin antikoru ile
kaplandi. Standart solusyondan seri diliisyonlarda kalibrasyon tipleri hazirlandi.

Plazma ornekleri dilie edilmeden direk kullanildi. Kuyucuklara calisma
ornekleri ve hemoglobin duzeyleri bilinen standartlar eklendikten sonra 1 saat
inkiibasyona birakildi. Yikamay! takiben peroksidaz konjugati eklendi.
Inkiibasyonun ardindan yikama tekrarlandi.

Renk olusumu icin tetrametilbenzidin substrati eklenen kuyucuklar 5-30 dk
inkiibe edildiler. Reaksiyonu durdurmak igin 2 M sulfurik asit eklendi. Hemen
450 nm dalga boyunda ELISA cihazinda (BioRad Novapath microplate reader)
okutularak optik dansite degerleri elde edildi.

Uygun grafik sisteminde olugturulan egriden karsilik gelen ng/mL degerleri
ile plazma serbest hemoglobin diizeyleri belirlendi.

ISIK ve ELEKTRON MIKROSKOBU iLE GORUNTULEME

Eritrositlerde olusabilecek sekil bozukluklarini 1gik ve elektron mikroskobu
ile saptamak i¢in alinan 2 mL’lik kan 6rnekleri Hematoloji laboratuvarinda 3
dakika 1000 Rpm de santrifije edildikten sonra Fizyoloji laboratuvarinda
incelendi.

Santrifij sonrasi olusan serum atilarak c¢oOkeltinin Uzerine %2,5’luk
gluteraldehid solisyonu eklendi. Materyal iki giin fiksasyon i¢in buzdolabinda
stoklandi. Stoklardan alinan pelletler Agar-Agar ile sispanse edildildi. Elde
edilen Ornekler rutin elektron mikroskopik takip islemlerinden gecirilerek
Araldit bloklara gomuldu. Bloklardan alinan yari-ince kesitler Toluidine Blue
ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus BH-2, Tokyo, Japan) incelendi.
JVC (TK-890-E, Japan) kamera ile fotomikrograflar elde edildi.
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Incelenen uygun alanlardan ultra-ince (70 nm’ lik) kesitler elde edildi.
Uranil Asetat—Kursun Sitrat boyama ile kontrastlama yapilarak gridlere
yerlestirildi. Kesitler Libra 120 Carl Zeiss elektron mikroskobu kullanilarak
incelendi. Fotomikrograflar alindi. inceleme ve degerlendirme calisma
gruplarini bilmeyen iki histolog tarafindan yapildi.

LORCA CIHAZI ILE ERITROSIT DEFORMABILITE OLCUMU

Eritrositlerin El'leri ARLAB laboratuvarinda LORCA (LORRCA model
LCST 002000 seri no:R&R012603, NETHERLAND) cihazi ile reoskop
yontemiyle analiz edildi.

EDTA'h kan 0©rnegi 1:200 oraninda Poly-vinylpolypyrrolidon (PVP)
solusyonu ile karistirildi. Ornegin tamami LORCA cihazina yuklendi cihaz
37°C’a geldiginde calistirildi. Eritrositler (izerinde 0.30-30.00 Pa kayma stresi
yaratildi.  Eritrositlerin ~ kirdiklari  1ginlara  gore projeksiyon ekraninda
eritrositlere ait bir yansima olusturuldu. Bu yansimalar bilgisayara aktarilarak
yansima verilerine uyan en iyi elips ¢izdirildi. Segilen her kayma stresi igin
ayri ayr1 “EI” degerleri hesaplandi.

KAN GAZI CiHAZI ILE POTASYUM OLCUMU

Kan orneklerinden kan gazlari analizi, ameliyathanede kullaniimakta olan
Statt Profile M (Nova Biyomedikal, USA) marka kan gazlari analiz cihaziyla
calismay bilmeyen anestezi teknikerleri tarafindan gerceklestirildi.

ISTATISTIK YONTEMI

Calismadan elde edilen tim veriler SPSS 11.0 for Windows (Chicago,
lllinois, USA) bilgisayar programina kaydedilerek kontrolleri ve istatistiksel
analizleri yapildi.

Istatistiksel yontem olarak bazal degerle gruplar arasindaki farki anlamak
icin nonparametrik testlerden Krusskall Wallis ve Mann Whitney-U testleri
uygulandi.

Ardisik dlcimlerin istatistiksel analizinde Wilcoxon Signed Ranks test ve
Post Hoc testlerden Bonferroni duzeltmesi kullanildi. p<0.05 anlamli kabul

edildi. Veriler ortalama + standart deviasyon (ort + sd) olarak verildi.
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BULGULAR
Dokuzu erkek, biri bayan, 29-39 yas arasinda (32,5 £+ 3.30) 10 saglikli donor

calismaya alindi.

Dondrlerin fizik bakilarinda herhangi bir patoloji saptanmadi.
Donorlerden (n=10) kan bankasinda alinan hemogram sonuglarinin normal kan

verme kosullarini sagladigi anlagildi (Tablo 2).

Tablo 2. Donérlerin hemogram degerleri

Hb (g/dL) 14,35 + 0,62
Hct (%) 42,63 + 1,64
Pt (uL) 251,30 + 41,32
WBC(uL) 8,37 £2,15

Donorlerin kan grubu dagiliminin 3 A Rh(+), 1 A Rh(-), 2 B Rh(+), 2 AB Rh(+),
2 O Rh(+) oldugu tespit edildi.

ISI
Grupl150 ve Grup300'deki eritrosit suspansiyonlarindan iglem oncesi elde

edilen bazal isilarinin (5,53+0,29; 5,39+0,24), hizli infizyon sisteminden
gecirilmesinden sonra (30,76+0,78; 30,00+1,12) istatistiksel olarak anlamli
dizeyde artmis oldugu goézlendi (p<0.05). Her iki grubun bazal ve son isilari
arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (Sekil 1).

35

30

25 ~ O Bazal
20

B infiizyon
15 + sonrasi

Is1 CC)

10

5

0
Grup 150 Grup 300

Gruplar
p<0.05 bazal degerlere kiyasla

Sekil 1. Eritrosit suspansiyonlarinin bazal ve infizyon sonrasi i1s1 degerleri
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SERBEST HEMOGLOBIN

Serbest hemoglobin dederleri incelendiginde Bazal<Grupl50<Grup300
oldugu goruldd. Grup 300’deki HbF degerinin (53.15 £3.26 ng/dL) influzyon
Ooncesi (Bazal) Hb F degerine (45.32+6.93 ng/dL) goére istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yuksek oldugu goérulda (p=0.007)(Sekil 2).

*

60
T
50 T T -

N
o

HbF (ng/dL)
w
o

20 —
10 —
0
Bazal Grup150 Grup300
Gruplar

*p=0.007 Bazal degerlere kiyasla

Sekil 2. Bazal ve infuzyon sonrasi elde edilen HbF degerleri

POTASYUM

Dondrlerden kan gazlari analizi igin alinan kan oérneklerindeki K* degerinin
4.41+0.6 mmol/L oldugu, eritrosit slispansiyonlarindaki bazal K* degerlerinin
(5.68+1.31 mmol/L) yukseldigi ve en yiuksek K* degerinin Grup300'de
(6.19£1.19 mmol/L) oldugu saptandi (p<0.05). Eritrosit sUspansiyonlarinda
transfiizyon sonrasi K* degerlerinin bazal degere gore daha yiiksek oldugu
ancak, her iki grubun infizyon sonrasi degerleri ile bazal deger arasindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (Sekil 3).
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*p<0.05 Dondre kiyasla

Bazal

Gruplar

Sekil 3. Kan gazi 6rneklerindeki K* degerleri

ELONGASYON INDEKSI

Grup150

Grup300

LORCA cihazindan elde edilen bazal ve infuzyon sonrasi “EI” degerlerinin

Tablo 3. LORCA cihazindan elde edilen “EI” degerleri

birbirine ¢ok yakin oldugu saptandi. Uygulanan basinclara gore her t¢ 6lgcimin
kendi icinde “EI” degerlerinin lineer bir artig gosterdigi (p=0.0001) goruldu
(Tablo 3, Sekil 4).

Kayma stresi (Pa) Bazal Grup 150 Grup 300
(n=10) (n=10) (n=10)
0,30 0,008+0,03 0,011+0,02 0,011+0,01
0,53 0,048+0,04 0,048+0,03 0,049+0,03
0,95 0,127+0,05 0,127+0,05 0,128+0,04
1,69 0,229+0,05 0,232+0,05 0,233+0,04
3,00 0,338+0,04 0,341+0,05 0,343+0,04
5,33 0,437+0,03 0,439+0,04 0,442+0,03
9,49 0,511+0,02 0,513+0,03 0,514+0,02
16,87 0,565+0,02 0,568+0,02 0,568+0,01
30,00 0,606+0,01 0,609+0,01 0,609+0,01
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Sekil 4. “El” degerleri

ISIK ve ELEKTRON MIKROSKOBU GORUNTULERI

Istk ve elektron mikroskobu ile bazal 6rnek kesitlerinde eritrosit yapilarinin
normal oldugu gozlendi (Resim 4,5,6). izlenen az sayidaki anormal sekilli

eritrositler normal sinirlar icerisinde degerlendirildi(Resim 5,6).
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Resim 4. Isik mikroskobu ile bazal drneklerdeki eritrositlerin
gOrinima (x40)
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Resim 5. Elektron mikroskobu ile bazal 6rneklerdeki
eritrositlerin gériintimu (10000 nm)

Resim 6. Elektron mikroskobu ile bazal érneklerdeki
eritrositlerin goériinimu (5000 nm)
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Grup 150: Isik mikroskopik bakida eritrositlerde artan sekil bozuklugu
gOzlenmektedir (Resim 7). Elektron mikroskopik inceleme bozuk sekilli
eritrositlerin sikligini ve gorunumiini desteklemektedir (Resim 8,9). Elektron
mikroskopisi goruntulerinde morfolojik bozukluklar, hem genel eritrosit seklinde
hem de eritrosit membraninda invaginasyonlar olarak izlenmektedir (Resim 10).
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Resim 7. Isik mikroskobu ile Grup 150°deki eritrositlerin
gOrinuima (Kirmizi ok: deforme eritrositler) (x40)

Resim 8. Elektron mikroskobu ile Grup 150’deki
eritrositlerin gorinimu (Kirmizi ok: deforme eritrositler) (10000 nm)
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Resim 9. Elektron mikroskobu ile Grup 150’deki
eritrositlerin gorindmu (Kirmizi ok: deforme eritrositler) (20000 nm)

Resim 10. Elektron mikroskobu ile Grup 150’deki eritrositlerin
gOrinima (Kirmizi ok: deforme eritrositler, Yesil ok: deforme eritrosit
membraninda invaginasyon) (5000 nm)
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Grup 300; Isik ve elektron mikroskopik olarak Grup 150’e gére daha fazla

sayida deforme eritrositler (yildiz, kiresel, orak ve sekli tanimlanamayan)

goruldi. Deforme eritrositlerin - membraninda dilizensiz invaginasyon ve

tumseklikler izlendi.

Resim 11. Isik mikroskobu ile Grup 300’deki eritrositlerin
goruanumu (Kirmizi ok: deforme eritrositler) (x40)

Resim 12. Elektron mikroskobu ile Grup 300’deki eritrositlerin
gorinuima (Kirmizi ok: degisik sekillerdeki agir deforme eritrositler) (20000 nm)
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Resim 13. Elektron mikroskobu ile Grup 300’deki eritrositlerin
gOrinumu (Yesil ok: deforme eritrosit membranindaki diizensiz
invaginasyon ve tiimseklikler) (10000 nm)

Resim 14. Elektron mikroskobu ile Grup 300’deki eritrositlerin
gOrinuma (Kirmizi ok: ileri derecede deforme eritrositler) (5000 nm)

28



TARTISMA

Hizli infuzyon sistemleri, acil durumlarda kaybedilen kan ve kan
elemanlarinin yerine konmasini saglarken, +4°C’'deki banka kanini hizla 1sitarak

hipoterminin olusturabilecedi komplikasyonlari da buyuk oranda engeller (2,4).

HIS hastalara 6nemli faydalar saglamasina ragmen, sistemin “basing, ani
Isinma, sert plastik setler ve turbulans” gibi fiziksel etkilerinin eritrositler
Uzerinde hasara neden olabilecegi bildirilmigtir (2,8,9,12,15). Calismalardaki
yontem, laboratuvar, teknik farkliliklar nedeniyle olugsan celigkili sonuglar bu
konuyu tartismal hale getirmektedir. Kimi ¢aligmalar 150 ve 300 mmHg basing
ile kullanilan HiS'nin eritrositler tizerinde 6nemli bir hasara yol agmadigini ve
guvenle kullanilabilecegini belirtirken (2,12,15), bazi ¢aligmalar tam tersi gorusu
(8,9) savunmaktadir.

Basing, 1s1 gibi fiziksel etmenlerin eritrosit membranlarina akut hasar
verebilecegi konusunda yapilan caligsmalar vardir(8,9,14,18). Prostetik aletlerin
neden oldugu supra-fizyolojik stres kosullarinin, hemoliz ve trombozdan
kaynaklanan c¢ok sayida komplikasyona yol agabilecegi bilinmektedir (18).
Ancak, HIS'nin eritrositler lizerinde olusturabilecegi membran6z ve yapisal
bozukluklarin klinik ortamda olusturabilecegi uzun sureli etkilerini arastiran bir

calismaya rastlanmamistir.

Level 1 1000 HiS'de kullanilan “Normothermic /.V. Fluid Administration
Setler 2 bélgede (isitma ve hava filtresi bolgeleri) 4 adet 90° aci
yapmaktadir(Resim 2). Eritrosit stispansiyonu ayarlanan basin¢la dogru orantili
bir hizla sert plastikten yapilmis seti gegerken bu dik agili bolgelerde turbilansa
ve yuksek-strese ugramaktadir. Level 1 (1000, H 1200) sistemlerinde
kullanilmak icin gelistiriimis setlerin hepsi ayni Ozellikleri tagsimaktadir. Ancak
diger HiS'inde (FMS 2000, Hotline, Ranger vb) kullanilan setler yapisal olarak
farklihklar icermektedir. Bu nedenle; degigik sistemlerin eritrositler tzerinde
farkh stresler yaratmasi dogaldir. Farkli cihazlar birbirleri ile karsilastirilirken bu

konuyu ele alan herhangi bir calismaya rastlanmamigtir.
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Kan bankalarinda 2-6°C arasinda saklanan kanlarin HIS ile yilksek basing
altinda saniyeler icinde 1sitilmasi eritrositler Gizerinde ikinci bir stres faktériaduir.
Calismalarda farkh akim hizlarinda kullanilan cihazlarla kanin 24-39°C’a kadar
Isitilcigr bildirilmigtir (3, 5,15). Level 1 1000 hizh infizyon sistemi kan ve sivilari
37°C'lik fizyolojik 1siya ulastirmasi icin tasarlanmistir. Ancak, 300 mmHg basing
altinda, en yilksek akim hizinda (575 mL/dk) kullanildiginda kani 8°C’dan
32°C’'a isitilabilmistir(3). Level 1 1000 hizlh inflizyon sistemi ile
gerceklestirdigimiz calismada eritrosit siispansiyonlarinin  +5°C civarinda
saptanan bazal isilari saniyeler icinde +30°C diizeyine ulasmistir. Level 1
1000'in sistem 1sisi 41°C’a ayarlandiktan sonra, sisteme uygulanan basing
arttikca akim hizi artmig, ancak olusan son isilar basincla ters orantili olarak
azalmistir. Hotline ve Ranger kan isticilarinin akim hizlari ve 1sitma etkinliginin
karsilastirildigi  bir calismada eritrosit suspansiyonu 90 ve 300 mmHg
basinclarda sistemden gecirildiginde daha yiksek basingta kanin daha az
isindigr saptanmistir(5). HIS kullanimi ile hizli-hacim infiizyonu saglansa bile,
yuksek basinc altinda kan isisinin yeterince yukseltilemeyecegdi ve hipotermi
riski tasidigi dikkate alinmalidir (3).

Yayinlanmis calismalarda, akut hemolizin gostergesi olarak; Hb, Hct,
eritrosit sayisi, serbest Hb, potasyum ve LDH konsantrasyonu gibi birgok
parametreye bakilmistir. Bu parametreler iginde en spesifik degisikligin “Serbest
Hb” dizeyinde oldugu bildirilmigtir (8,12). Bu nedenle deneysel arastirmamizda
akut hemoliz gostergesi olarak daha spesifik oldugu bildirilen HbF ve K*
dizeylerindeki degisimler temel alinmistir.

ELISA yontemiyle olctigiimiiz serbest Hb diizeyinin bazal degere
(45.321£6.93 ng/dL) kiyasla Grupl50'de ve Grup300°'de (53.15+3.26 ng/dL)
arttig1 saptandi (p=0.007). Calismamizin bu verileri, eritrosit sispansiyonlarinin
hazirlanmasi sirasinda hemoliz olustugunu, HiS’nin ayarlanan basincla orantili
olarak hemolizde artisa neden oldugunu desteklemektedir.

Gunumulze kadar HbF duzeyi acisindan celigkili sonuglar bildirilmis
olmasinin temel nedeni calismalardaki metodolojik ve teknik farklihklardir.
Yayinlanmis aragtirmalarin bazilarinda 9-38 gun arasinda depolama sireleri
olan kanlarin (2,8,12,15), bazilarinda ise kullanim siresi dolmus kanlarin
kullanildigr goralmektedir(2,7,15).
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Dogal olarak akut hemolizle ilgili bu c¢alismalardaki eritrosit
suspansiyonlarinin standardizasyonu yetersizdir. Bizim ¢alismamizda Grup150
ve Grup300'de kullanilan eritrosit suspansiyonlari, 29-39 yas arasindaki gencg
saglikl donérlerden elde edilmistir. Karsilastirilan her iki gruptaki eritrositler ayni
donérden hazirlanan 300 mL’lik eritrosit sispansiyonunun 150 mL’lik 2 adet
pediyatrik torbaya boélinduginden birebir aynidir. Ayni zamanda donérlerden
alinan tim kanlar kan bankasinda hazirlanmasinin Gzerinden 24 saat

gecmeden arastirmada kullanilarak standardizasyon saglanmistir.

Kan verme iglemlerinde branul ¢aplarinin hemolizi etkiledigi bilinmektedir
(12). Bu nedenle tum gruplarda klinik kan verme kosullarimiza benzer olarak
Level 1 1000 setine 16 G Branul eklenerek standardizasyon saglanmistir.

Yayinlanan calismalardaki HbF dizeylerinin dlgimu; gorsel renk degisimi,
kimyasal (2,14) ve spektrofotometrik (8,9,12,15) yoOntemlerden biriyle
yapilmigtir. Caligsmalarin bir kisminda ise yontemden hi¢ bahsedilmemektedir
(13,18). 2002’'de Transfusion Medicine Reviews'de yayinlanan makalede en
guvenilir HbF o6lguiminidn spektrofotometrik yontemlerle yapilmasi gerektigi
bildiriimektedir(11). Bu nedenle arastirmamizda HbF dizeyinin 6lgimd,
kimyasal yontemlere gdre daha guvenilir olan spektrofotometrik yodntemle
(ELISA) yapilmigtir.

Hemolizi arastiran calismalarda, HbF diizeyinin yaninda K" diizeylerindeki
degisim de incelenmistir (2,8,15). Donorlerden alinan kan gazi érneklerindeki K*
dizeyinin 4.41+0.6 mmol/L oldugu, tam kandan eritrosit stispansiyonu elde
edilmesi sirasinda santrifij, calkalanma gibi islemlemeye bagl olarak 5.68+1.31
mmol/L dizeyine yukseldigi gorulda. Eritrosit sispansiyonlarinin Level 1 1000
hizli infizyon sisteminden gegirilmesinden sonra gelisen akut hemolize bagl
olarak K* duizeyinin arttigi (Grup300; 6.19+1.19 mmol/L) saptandi. Bu artisin
istatistiksel olarak anlamli olmamasi kullandigimiz kanlarin saglikli geng
donoérlerden alinan 1 gunluk kanlar olmasindan ve islemden hemen sonra
Olcim yapilmasindan kaynaklanabilecegi dusunuldd. Mikrodalga isiticilarin
eritrositler Uzerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada; 1sitmadan hemen

sonraya gore 48 saat sonra hemolizde belirgin bir artis saptandigi bildirilmigtir.
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Bu nedenle kanin isitimasindan sonraki hemoliz arastiriimasinda isitma ile
Olcim arasindaki zamanin 6nemli bir faktor oldugu ileri strulmusttr(14). Bizim
calismamizda igslemden hemen sonra hemoliz arastirmasinin yapilmasi bu
sonucun nedeni olabilir. Eger bir siire beklenseydi, K™ diizeyleri daha yuksek
olarak saptanabilirdi. Diger taraftan, kan bankalarinda depolama suresi
uzadikga eritrosit membran permeabilitesinin artmasiyla birlikte plazma
potasyumunun da arttigi bilinmektedir (8). Iki inflizyon cihazinin kargilagtirildigi
bir calismada farkli depolama surelerine sahip kanlardaki eritrosit yagsi ile
serbest Hb ve potasyum degerindeki artisin dogru orantii oldugu
bildirilmistir(8). 35 gunluk eritrosit stispansiyonunda potasyum yogunlugu 78.5
mmol/L'ye ulasabilmektedir. Klinik kosullarda hiperkalemik kardiyak arrest
vakalar gorilmesi nedeniyle bu durumun dikkate alinmasi gerektigi
bildirilmigtir(2). Calismamizda taze eritrosit sispansiyonu kullanmamizin K*

duzeylerindeki artigi sinirlayan bir etmen oldugu distincesindeyiz.

Eritrosit  deformabilitesi plazma  serbest hemoglobini  dlgimuyle
saptanamayan kan hasarini degerlendirmede kullanilabilir bir yontem(18) ve
LORCA cihazinin eritrosit deformabilitesinin en givenilir élcim cihazi oldugu
bildirilmistir(16,17). Ancak bizim EI bulgularimiz bu verileri dogrulamamaktadir.
LORCA cihaziyla arastirdigimiz deformabilite (El) degerleri bazale gore,
Grupl50 ve Grup300’de artis goOstermesine ragmen istatistiksel olarak
aralarindaki fark anlamli degildi.

Isi membran deformabilitesini ¢ok etkiledigi i¢in iglemleme sirasinda
membranin stabilitesini de etkilemektedir (11). Isinin etkilerinin aragtirnldigi bir
calismada islemin hemen arkasindan alinan kan o6rneklerinde degisiklik
olmadigi, ancak beklenildiginde bu degisikligin ge¢ olarak meydana geldigi
bildiriimektedir (13). Bir calismada, 5°C’dan 37 °C’a isitilan eritrositlerin LORCA
ile incelenmesinde “EI" degerlerinde anlamh bir artis saptanmistir (23).
Eritrositlerin i1sitiimasiyla ilgili yapilan baska bir calismada 2°C daki eritrositlerin
24-37°C arasina Isitilmasinin eritrosit deformabilitesini yavasca, 48-50°C
arasinda ise dramatik olarak arttirdigini gostermistir (13). Her iki calismada
kullanilan kanlarin ka¢ giinlik kan oldugu belirtiimemigtir.
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Calismamizda, kani 150 ve 300 mmHg basing altinda 30°C civarinda
Isitabilmemiz hemen ardindan LORCA ile analiz etmemiz ve saglkl gencg
gondllulerden aldigimiz 1 gunlik taze eritrosit suspansiyonu kullanmamiz

aradaki farkin az olmasina neden olmus olabilir.

Eritrositin geklini olugturan, 6zel membran yapisidir. Eritrosit membraninin
iki lipid tabakasinin igerisinde transmembran proteinleri (Glikoforin ve Band-3
Proteini) ve membranin i¢ yuzeyini doseyen periferal proteinler (Spektrin
tetramerleri)  vardir. Bu tabakalari  biribirine  baglayan  Ankrin’in
konfigrasyonudur. Bu proteinlerin genetik bozuklugu, yoklugu, cevresel
etkenlerle bozulmasi eritrosit membraninda dinamik degisikliklere ve sekilsel
deformitelere yol agmaktadir (28).

iki yavas infuzyon cihazinin karsilastirildigi, 9-35 giin arasindaki kanlarla
yapilan calismada hemolizde artma saptanmasina ragmen mikroskopide hasar
kaniti gordlmemigtir (8). Eritrositler Gzerine 1sinin etkisinin arastinldigi bir
calismada 24°C’a isitilan eritrositlerde dejeneratif degisiklikler saptanmazken,
49°C’'a isitildiginda  sferosit olusumu, tomurcuklanma ve fragmantasyon
gordlmaostiar (13). Bu calismanin sonuclarina benzer olarak calismamizda
eritrositler izerine 150 ve 300 mmHg basin¢ uygulanmasi ve yaklasik 30°C’a
Isitilmasi sonucunda eritrositlerde basingla artan deformasyon bulgular
saptanmistir. 300 mmHg basing ve yaklasik 25 °C i1si degisimi eritrositlerde
agin sekil bozukluklarina, membranlarinda invaginasyon ve tomurcuklanmalarin

gorulmesine neden olmustur.

Bu bulgular HiS'nin eritrositler {izerinde olusturdugu 1si1, basing, tiirbilans
gibi fiziksel degisikliklerle gelisen akut etkileri desteklemektedir. Bununla birlikte
ileri duzeyde hasarlanmis olan eritrositlerin uzun sureli klinik etkilerinin

arastirilmasi gerektigi kanaatindeyiz.

Cerrahi sirasinda buyidk hacimli kan kaybi hem anestezi ekibini, hem de
cerrahi strese sokarak ekibin hata payini yukseltir. Bu hatalari engellemek icin
firmalarin klinisyenlere daha guvenli sivi resusitasyon ekipmani saglamasi bir

zorunluluktur(4).
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SONUC VE ONERILER

Level 1 1000 hizh inflizyon sisteminin eritrositler Uzerinde olusturdugu
hasari multidisipliner olarak arastirdigimiz deneysel calismanin sonuclarina
gore:

Hizli inflzyon sistemi yuiksek basincglarda;

1-Banka kaninin isisini 37°C diizeyine ulastiramadigi icin hipotermi riskini
azaltsa da tam olarak ortadan kaldirmadig,

2-Sistemin eritrositler Gzerinde olusturdugu yiksek basing, ani 1Isinma ve
turbulans nedeniyle akut hemolize ve eritrositlerde kalici hasarlara neden

oldugu goraldu.

Klinisyenlerin eritrositler tizerinde olusturdugu hasarlari dikkate alarak HiS'ni
yuksek basinclarda kullanmaktan kac¢inmalari, Gretici firmalarin da stres
noktalarini azaltmak igin sistemi ve setlerini tekrar gozden gecgirmeleri gerektigi

kanaatine varildi.
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