* Kayiplara Bagli Olusan Anemiler

AnemI

Anemi,

ritrosit kitlesinin veya kan Hemoglobin/hematokrit
konsantrasyonunun azalmasi sonucu ortaya ¢ikan bir
bulgu / hastaliktir

Tablo 1. Diinya Saghk Orgiitii farkli yas ve cinsiyete gére anemi esik degerleri.

Yag ve cinsiyet Hb esik degeri (g/dL)
Gocuk (0,55 yag) 1

Gocuk (5-12 yas) 11,5

Gocuk (12-15 yas) 12

Kadin (gebe olmayan ve >15 yas)) 12

Kadin (gebe) 1

Erkek (=15 yas) 13

Anemi Belirtileri

= Solukluk

= Halsizlik,

» Usiime

= Bas dénmesi,

= Carpinti

= Sag, tirnak, deri bozukluklari

= Dudak kenarlarinda ¢atlama ; tat alma boz.

= Toprak, siva, buz vb yeme istegi (Beslenme bozuklugu
kaynaklilar)

Anemilerin Siniflanmasi
= Morfolojik olarak siniflama
* s MCV: <80 flL: Mikrositer
= MCV: 80-100 fL: Normositer
= MCV: >100 fL: Makrositer
= Sebeplerine Gore Siniflama
= Eritrosit Uretiminde azalma
» Beslenme Bozukluklari
= Kemik iligi Yetmezlikleri
= Eritrosit Yapimini saglayan hormon eksiklikleri
= Etkin olmayan bir eritrosit yapim sireci (gelisim b.)
= Eritrosit yikiminda Artma
= Damar digi
= Damar igi




Anemiler-Siniflama

MCV: Ortalama eritrosit Hacmi

RDW Eritrosit Dagilim Genisligi [N (Hb and Hct)
Retic: Retikulosit

MCV, RDW, Retic
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Kayiplara Bagli Olusan Anemilerin iki temel
sebebi :

1. Kanamalara bagh kayiplar

2. Dolasimdaki eritrositlerin yikiminin artmasi
( Hemolitik Anemi)

i Hemolitik anemi

Eritrositlerin
= Damar icinde (intravaskuler) veya
= Dalak- karacigerdeki (ekstravaskuler)

yikimlarina bagh olusan anemilere hemolitik
anemi denir.




Eritrositlerin kendisinden kaynaklanan
Hemolitik Anemiler

= Hemoglobinin yapisal bozukluklar (Orak hticre, HbC
hastalidi...)

= Hemoglobin sentezindeki anomaliler (Talasemiler)

= Eritrosit enzim bozukluklar (Glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz eksikligi...)

= Eritrosit membran anomalileri (Or: konjenital sferositoz)

Eritrosit Digi Faktorlerden kaynaklanan
Hemolitik Anemiler

IMMUN HEMOLITIK ANEMILER

= Izoimmun antikorlar (Or: ABO kan uyusmazligina bagl gériilen
reaksiyonlar)

= Otoimmun antikorlar(6r: soguk aglutininler)
IMMUN OLMAYAN HEMOLITIK ANEMILER

= Tlaglara bagl gelisen hemoliz(6r:alfa metil dopa,)

= Travmaya baglh gelisenler(mikroanjiyopatik) ( 6r:yaygin damar
igi pthtilagma durumu)

= Kompleman ile a?ll’l etkilesim sonucu yikimlar (Paroksismal
Nokturnal Hemoglobindiri)

= Toksinler(6r:kursun, bakteriyal toksinler)

= Parazitler(6r:sitma)

= Hipersplenizm (6r: dalagin biyiimesi sonucu aktivitesinde artis)

IMMUN OLMAYAN HEMOLITIK ANEMILER

u

ornegin yapay kalp kapagdi, yaygin damar igi pihti

Hiper splenizm (Dalagin agir  Blylmesi ile)

Akantositoz (kalitsal, son donem karaciger hastaliklari, asir aglik...)
Fosfat diizeylerinde ileri derecede azalma (aglik, alkolizm...)

Bakir zehirlenmesi, Wilson hastaligi

Yilan zehiri

Siddetli yaniklar

Bazi enfeksiyonlar( or:sitma)

Tlaclara bagl gelisen hemoliz (6r:alfa metil dopa,)

Paroksismal Nokturnal Hemoglobinuri (PNH) nedenleriyle gorilebilir.

Hemolitik Anemilerde Laboratuvar Testleri:

Retikulosit sayimi

Laktat dehidrogenaz (LDH)

Serum haptoglobulin diizeyleri

Plazma methemalbumin duzeyleri

Idrar veya plazma serbest hemoglobin diizeyleri

Direkt coombs’ testi

Serum indirekt (konjuge olmamis) bilirubin diizeyleri

Eritrosit dmriiniin dlglilmesi

Hgﬂwgglob)inopatilerin tespiti (molekiler yontemler, elektroforez,

Ozmotik frajilite
Plazma methemoglobin diizeyleri (Fe*2 yerine Fe+3 baglamis Hb)
Enzim anomalilerin molekiiler yontemlerle tesbiti

Pertiferik Yayma bulgulari ( Eolikromazi, sferositoz, Heinz cisimcikleri,
bazofilik noktalanma, hedef hiicreler, MCV; sekil anomalileri.... )

Tam kan sayim bulgulari (eritrosit parametreleri)




Retikulosit sayimi

Retikulosit Sayisi hemen her zaman artmistir.
= En yiksek dederler akut hemoliz olaylarinda.

= Olgularin %20-25inde degerler, referans araligi igcinde
bulunur.

= Retikulosit oraninin %5 in lizerinde olmasi hemolitik
anemiyi destekler .

= Ani kan kayiplarinda (kanamalar) degerler bu kadar
yukselebilir.

= Hemolizin tespiti icin tarama testi olarak kullaniimaktadir.

* Retikulositler

Retikulositler, sitoplazmik RiboNukleik Asit ( RNA) ve
mitokondria, ribosom gibi organel kalintilar tasiyan
immmatur eritrositlerdir

Retikulosit terimi, bu hticrelerin  metilen mavisi gibi
RNA ile capraz baglar olusturan, diger organelleri ¢oktiiren
boyalarla koyu mavi agsi gériinimde ¢okiinttler
gostermelerinden kaynaklanir.

Rletikulositler: Yeni metilen mavisi ile boyanma

anuel Ol¢iim

= MILLER OKULER DISKI

= Kiigiik kare, biiylik karenin 1/9u
Kiiciik karede:

Biiyiik karede:retikiilositler
sayihr.

Retikiilosit sayisi formiilden bulunur.

%Ret = Bilyiik karedeki retikiilositler
x100 Kiigiik karedeki eritrositler *9




Tam Otomatik retikulosit Sayimi ( Kan sayim Cihazlarinda)
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Laktat dehidrogenaz (LDH)

= Serumdaki LDH'nin gesitli izoenzimleri var

= LDH-1 izoenzimi eritrositlerden kaynaklanan izotiptir.
LDH-1 deki artis serum LDH dizeylerine de yansir.

= Retikulosit sayimi gibi tarama testi olarak kullanilir.

= Kan alma islemindeki hatali islemler sonucu gériilen
hemoliz olaylarinda serum LDH'l hatali olarak yiiksek

Olgilebilir.

= LDH, karaciger hastaliklarinda da arttigi igin LDH-1, LDH-2

izoenzimleri ayri ayrn dlgllerek hemoliz ayrici tanisi

yapilabilir.

Serum Haptoglobulin dlzeyleri,
Plazma Methemalbumin dizeyleri

. toglobulin karacigerde sentezlenir

= Dolagimdaki serbest hemoglobine baglanarak bobreklerden atiimasini saglar.

= Hemoliz varsa dolagimda serbest hemoglobin artar ve haptoglobine baglanir.
Hemolizden 8 saat kadar sonra hemoglobine baglanip atiimasi nedeniyle
haptoglobin diizeyleri serumda diismeye baslar.

= Hemolizin hafif diizeylerde olmasi halinde haptoglobin diizeyleri referans
araliginda tespit edilebilir.

= Bazi demir eksikligi ve megaloblastik anemilerde, karaciger hastaliklarinda
haptoglobulin diizeyleri hafifge diisiik bulunabilir.

= Haptoglobin, akut faz reaksiyonunda artan bir protein oldugundan yangi
durumunda artan haptoglobulin dederleri, hemolize bagl azalmanin
maskelenmesine sebep olabilir.

= Haptoglobinin baglama kapasitesi asilinca, serbest hemoglobin, albumin ile
birleserek; methemoalbumin adi verilen bir kompleks olusturur.
Methemalbumin spektrofotometrik olarak tespit edilebilir.

= Methemalbumin varligi siddetli damar ici hemoliz habercisidir ve olayin devam
ettigini veya yakin zamanda oldugunu gosterir.




Macrophage
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* Anormal Hemoglobinlerin Olgiilmesi

Methemoglobin (MetHb)
Sulfhemoglobin (SHb) PEW
Karboksi hemoglobin (HbCO)

= Spektrofotometre ile dederlendirilebilir

Serum indirekt (konjuge olmamis) bilirubin

idrarda (robilinojen, biliiribin  diizeyleri, idrarda
* hemosiderin

e

Unkon]uge B|I|ur|bin

{ kor1]uge Karacit_f)er
Bilidribin

Bobrek
Barsak

* Methemoglobin dlgiimi

?_‘yethemoglobinemia Mechanism™"

.z Oxidative stress
Cytochrome b reductase
NADPH methemoglobin reductase

Methemoglebin Hemeoglobin

| Fed* Fe2t

Bazi ilaglar, toksik maddelere bagh geligebilecegi gibi
Iigili enzimlerin eksikligine bagl kalitsal olarak da gelisebilir




Enzim Eksikliklerinin Tespit Edilmesi

+

= Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz

= Pirtvat Kinaz

= Sitokrom b5 rediiktaz

= NADPH methemoglobin rediiktaz

Coombs Testi
(Anti Human Globulin,AHG testi)

= Eritrositlerin ylizeyinde bulunan
izoantikor ve otoantikorlarin tespit
edilmesinde kullanilan bir testtir.

= Direkt Coombs testinin pozitif bulunmasi
durumunda eritrosit ytizeyindeki
antikorlarin dzelliklerinin belirlenmesi
icin Ozel testler yapilir.

Anti Human Globulin Testi

= Direkt (DAT) veya indirekt (IAT) yontemlerle belirlenebilir

= Prensip:
Spesifik Anti Human Globulinler ( AHG'ler),

yuzeylerinde bulunan immunglobulinler veya kompleman
aracihg) ile sensitize olmug eritrositler arasinda bir koprii
vazifesi goérerek onlarin agglutinasyonuna sebep olur

= Direkt testin amaci:

Eritrotrositler (izerinde absorbe edilmis (baglanmis)
antikorlar bulunup bulunmadigini test etmektir.

i Indirekt Antiglobulin Test(IAT) amaci:

= Antikorlarin taranmasidir (test edilen serum, bilinen
eritrosit reaktifleri tizerine eklenir)

= Antikorlarin tanimlanmasi igin serum, bir dizi eritrosit
reaktifine birlikte uygulanir

= Temelde alici ile verici arasindaki uyumun
degerlendirilmesi icin kullanilan bir testtir

= Zayif D reaksiyonlarinda veya diger eritrosit
antijenlerinde bilinen antiserumun , eritrositlerin
Uzerine eklenerek eritrositlerin ylizeylerinde serumun
0zgiin oldugu antijeni tasiyip tasimadiklarini anlamak
amaciyla uygulanabilir.
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* Kullanilan Reaktifler(AHG)

= Genig spektrumlu , Poliklonal, IgG yapisinda (Agir zincire
6zguin)
= Kompleman 3 (C3) yikim drinleri olan C3b ve C3d’ye 6zgln

olanlar birlikte kullanilmalidir.

Kalitesi Ureticilere gore degisebilir.
Ancak tiimiinde Anti IgG ve anti C3d vardir

Figure 4: The Structure of
Immunoaglobulin G

Model of 19G Antibody Molecule

Kompleman Sistemi
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Cytolysis:
Loss of cellular
contents through
transmembrane
channel formed
by membrane attack
complex C5-C9
(see also




Kullanilan Reaktifler(AHG)

= AGT cok duyarli bir test olsa da negatif test sonucu
eritrositlerde antikor bulunmadiginin kaniti olarak
kullanilamaz

= Bu testle pozitif sonug almak icin bir eritrositin
ylizeyinde en az 300-500 IgG veya C3 baglanmis olmalidir
(daha duisiik sayilarla sonug negatif bulunur).

Kalite kontrolu igin:

= AGT testini satandardize edebilmek ve gergekten negatif gk_an
sonuglardan emin olmak igin Iki tip kontrol hiicresi (ERITROSIT)kullanilir.
= IgGile kaph olanlar
= C3b ve/veya C3d ile kaplanmig olanlar

Gergek negatif bir testte ortama eklenen AHG, serbest ve aktif olarak serumda
kalir. Buna Gore:

DAT veya IAT testi ile negatif test sonucu alindiginda tiplere kontrol
hicresi eklenir

> Kontrol hiicrelerinin a?Iutine olmasi serbest ve aktif 1gG
varhgini (gercek negatif reaksiyonu) dogrular

> Kontrol hiicrelerinde aglutinasyon olmadiysa test

tekrarlanmalidir. Ciinkii elde edilen negatif sonug yalanci
olabilir.

BU galismalarda Eritrositlerin ¢ok iyi ylkanmig olmasi biyiik énem tasiyor

Islemlerin Ozeti

DAT
= EDTA Il kan 6rneginden
= %3-5 lik eritrosit suspansiyonu hazirlanir
= Bunun 1 damlasi 3-4 kez “serum fizyolojik“(saline) ile yikanir
= Ustiine polispesifik AHG eklenir
= Enkube edilip sonuglar degerlendirilir (Aglutinasyon?)

IAT

= Alicl serumu, test hicreleri 37° C de enkiibe edilir ve varsa
serumdaki antikorlarin eritrositlere baglanmasi saglanir.

= Eritrositler mutlaka 3-4 kez serum fizyolojik ile yikanmalidir.

= Isleme DAT gibi devam edilir (AHG eklenerek enkube edilir ve
sonuglar degerlendirilir)

i Dederlendirme

= Skorlamanin kurallar belli olmali

= Mikroskop ile dederlendirme yapilmaldir.

= Kalite kontrol hicreleri ile negatif sonuglarin
dogrulanmasi gerekir




Ozmotik frajilite testi

Normalde hemoliz baslar
zda erk slar

Sferositoz

Sferositoz durumunda osmotik frajilite artar serum fizyolojik ile bile hemoliz gortlebilir

i Periferik Yayma Bulgulari
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Eritrosit iginde gekirdek kaynakli cisimcikler Sekil ve boyut farkliliklar bir arada
( splenektomi, orak hiicreli anemi, ileri talasemi)
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! Heinz Body” cisimcikleri
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Heinz body: Denature hemoglobini gosterir oksidan strese giren eritrositlerde
ve stabil olmayan Hemoglobinlerin varliginda gériilebilir (6zel boyasi ile)
membrana silfhidril gruplar ile asilir.

Sferositler

Orak hucreler _
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Laboratuar Bulgulari:

* Soguk Agglutininlerin Taninmasinda

. Eritrosit sayisinda azalma
. MCV de artis
MCHC de artis
Yaymalarda eritrosit ¢okilintilerinin gorilmesi
Yaymalarda sferositler gorilebilir

= Direkt Coombs testinde eritrositlerde
kompleman bagdl oldugunu gdésteren bulgular
(kan bankalarinda detayli testler ile eritrosit
yuzeyindeki antikorlarin yapisi tesbit edilebilir

i Edinsel Hemolitik Anemiler

Immun olan ve olmayan edinsel hemolitik anemiler séz
konusudur.

Bu tip hemolitik olaylarda bir istisna disinda
. (PNH; paroksismal hemoglobintiri)

sebep eritrositler disindan kaynaklanir.

Tipik laboratuar bulgulan kalitsal hemolitik anemilerde
oldugu gibidir:

Retikulosit artisi, Bilirubin, LDH artisi, Haptoglobulin
azalmasi

olarak 6zetlenebilir

Pcr‘oksismalNok’rur‘nclHemoglobinijr‘i(PNH) Tanisal Testler

Klasik PNH testleri Hemoliz testleri

HAM Tam Kan Sayimi
Hemosiderinuri Retikulosit Sayimi
Sukroz lizis LDH

Seker Su testi Bilirubin

GPI- Baglari ile hiicreye tutunan proteinlerin tespiti

CD14, CD16, CD24, CD48, CD52, CD55, CD58, CD59, CD66, CD73, CD87
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immun Hemoliz Mekanizmalari

Damar ici hemoliz

Damar ginda hemoliz
(makrofajlarla fagositoz)

IgM veya IgG yapisinda
komplemani fiske eden
antikorlara bali

IgG veya hiicre yuzeyindeki
komplemana (6r:PNH) lga

Kompleman sistemi aktive
olur (C1-9,MAC)

Yikim Ozellikle dalak ve
karacgerde olur
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