


Armoured casing

Fapidly rotating rotar

Santriftjler yardimiyla yiuksek hizda dondurtlerek
merkezkac¢ kuvveti olusturulan bir alanda partiktllerin
davranisina gore ayirim saglayan teknik



(a) Differential centrifugation

Sample is poured into tube

~4

. o More dense particle

- ——Less dense particle

Centrifuge

Particles settle
according to
mass

Centrifugal —
- force

Stop centrifuge

Decant liquid N
into container




Ust faz (sivi
faz)
“sUpernatant”

Santrifijleme sonunda

s [
N :
MCrEFsInG Lensl
/-, e
L._________,d_.r'

/ Alt faz (cokelti)
“pellet”




“Santrifu] kuvveti”

F=mXw2XTr

m = ¢Ooken partikulin kutlesi

® = aclisal hiz
r = partiktilin donum eksenine uzaklgt



Relative Centrifugal Force
Santrifuj hizi ile ilgili bir ifade (g degeri)

RCF=1.119%x 10> xrpm? x r

rpm = donum sayisi (devir/dakika)

r = partikulun donum eksenine uzakligi(cm)
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Momogram is based on formula
below, where |

RCF = relalive centitugal force [g)
RPM = centrifuge speed in evalutions
per minule

Radius= distance in mm trom center ol
centifuge spindle 1o botiom of
Amican device when in rolor
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HoMOGENIZATION
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Pellet
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in nuclei and

cellular debris

DIFFERENTIAL CENTRIFUGATION
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R o R
60 min 3 hrs

Pellet enriched
in mitechondria

(and chloroplasts

if cells are from
plant)

1\_7"— Pellet enriched \__‘,L Pellet

in “microsomes” enriched in
(pieces of plasma ribosomes
membranes and

cells' internal

membranes)



Before Centrifugation After Centrifugation
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Santrifiij

Santriftj dncesi Santrifiij sonrasi



Santrifiij

Rutin santriftjlerin farkl maksimal hiz cesitleri

vardir

13000 rpm 16060 x g
5000 rpm 2600 x g
4000 rpm 2028 x @
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Hemoliz

Eritrositlerin (lokosit, trombosit, endotel), yapi
bitunliglni kaybedip basta Hb olmak lzere tim
materyalin i¢ginde bulundugu plazmaya gegmesidir.

HI degeri plazmada <2, serumda < 5 olmal,

Serumda serbest Hb dizeyi yaklasik 20-30 mg/dL
(0.2-0.3 g/L) ilizerinde go6zle goriilir duruma gelir



Hemolizin Sonuclar Uzerine Etkisi

1. Hb' den kaynaklanan spektral interferans
2. Kimyasal interferans

3. Eritrosit igcinde plazmaya gére daha
ylksek miktarda bulunan bilesenlerden
(LDH, K, Mg) dolay! yalanci pozitif hata

olusur



Hemolizin Sonuclar Uzerine Etkisi

1. Hb' den kaynaklanan
spektral
interferans:

Fotometrik a6lcimd
415, 540 ve 570 nm'de
yaptlan testlerde,
absorbans degeri
K'Likselir'. Yalanci pozitif

ata verir.

(ALT, Kreatinin, CK, | ]
Demlr', Ur'e) hvabue:eng;‘h (nm)
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Hemolizin Sonuclar Uzerine Etkisi

2. Kimyasal interferans:

Hb'in molekdllerinin pseudoperoksidaz aktivitesi
vardir. Bir ¢cok enzim testi oksidazlar: kullanir ve
hidrojenperoksit uretir (glukoz, urik asit, kolesterol,
TG), bu testleri negatif etkiler.




Hemolizin Sonuclar Uzerine Etkisi

3. Eritrosit igcinde plazmaya gore daha yiiksek
miktarda bulunan bilesenlerden dolayi yalanci pozitif
hata verir.

LDH
AST
K+
PO,
Mg*

N X X X



Hemolizin Sonuclar Uzerine Etkisi

» Koagiilasyon testlerine etkisi:

Eritrosit, lokosit ve trombositlerden salgilanan
hiicre igi ve tromboplastik maddeler baglica
interferans nedenidir,

PT de uzama,
APTT de kisalma,

fibrinojende azalma izlenir




Hemoliz nedenleri

o In vitro (damar disi): (% 97-98)

Genellikle ornek alirken, hazirlarken, transfer
ederken ve saklarken gergeklesir:

» In vivo (damar igi): (7% 2-3)
Otoimmun hastaliklar,
Hemoglobinopatiler,

Hemolitik anemiler,
Yogun enfeksiyonlar ve Sepsis gibi



In vivo hemoliz

In vivo hemoliz tim hemolizlerin yaklagik 7% 2-3
olusturur. Fakat in vivo hemolizlerin l¢te biri klinik tan
almamistir. Bunlarin yaklasik % 44 (nin laboratuvar
uyarisiyla klinik taniya gidildigi belirlenmis

Laboratuvar in vivo hemoliz agisindan klinisyeni
uyarmahdir.

Hastanin diger nimunelerinde de hemoliz varsa in
vivo hemoliz ihtimali daha da giiglenir.



Serbest Hb diizeyi 20-70 mg/dL lizerinde gézle gorilir
duruma gelir.
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Hemolizin belirlenmesi

1. Geleneksel olarak gorsel tespit,
2. Otomatize sistemlerle HI tespiti



Lipeminin etkisi

» TG'den zengin Lipoprotein partikilleri turbitide
yaparak 1s1g1 kirar; Boylece kolorimetrik ve
nefelometrik 6lglim yontemleri bariz etkilenir.

» Lipoprotein partikili hacmi kadar plazmadaki suyun
yerini alir,

» Olgiilecek molekiilin hidrofobik veya hidrofilik
olusuna gore etkilenebilir. = m



