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1. GIRIS

Normal hemostazda, prokoagiilan ve antikoagiilan proteinler kamn akigkanlifim
saglamak amaciyla dengeli bir sekilde gérev yaparlar. Hasar meydana geldigi zaman
fizyolojik ortli olusturmak amaciyla denge prokoagiilan kuvvetler yoniine gevrilir.
Koagiilasyon sistemi trombin olugumunu baglatan bir seri komplex proteolitik
reaksiyonlar ihtiva eder ve sonug olarak ventz trombozun da esas komponenti olan
trombin meydana gelir. Zit gibi goriinse de, trombin aym zamanda bir
antikoagtilandir ve antikoagiilan proteinlerle etkilegerek piht1 olusumunu bir noktada
kontrol eder ve smirlar. Bireyde kalitsal veya hasarla birlikte edinsel patolojik
durumlarin bulunmasi prokoagiilan aktivitenin artmasina neden olabilir ve patolojik

tromboz riski yaratabilir (Hooper ve Evatt,1998).

Koagiilasyon sistemi enzimlerinin kontrollii aktivite g@stermesi igin, bir
zimojen, bir protein kofaktér ve bir ¢evirici enzim, fosfolipid yiizeyler tizerinde
makromolekiiler bir komplex olustururlar. Cevirici enzim inhibe edildiginde, protein
kofaktoriin aktivitesi engellendiginde veya makromolekiiler komplexin meydana
geldigi ylizey reseptdrleri bloke edildiginde koagiilasyon engellenir. Dogal
antikoagiilan mekanizmalar1 engelleyici aktiviteleriyle koagiilasyon kaskadinin her
basamagina miidahele edebilmektedirler. Bunlar heparin-antitrombin  III
mekanizmasi, protein C antikoagiilan yolu, doku faktorii yolu inhibisyonu (DFYT)
mekanizmalaridir. Bunlarin diginda, heparin kofaktér II, ap-makroglobulin, as-
antiplazmin, PAI v.b plazma proteaz ihhibitérleri de bulunmaktadir. Protein C
antikoagiilan yolu, digerleri arasinda en etkin olan mekanizmadir (Sekil 1.1) (Griffin,
2001, s.: 1435).



Fibrinojen \

Sekil 1.1. Koagiilasyon reaksiyoniarint kontrol eden mekanizmalar. DF: Doku fakt6rii, DFYI:
Doku faktorii yolu inhibitérii, AT: Antitrombin, PC: Protein C, PS: Protein S, APC: Aktive protein C,
PA: Plazminojen aktivatorii, FYU:Fibrinojen/fibrin yikim {irlinleri, TM: Trombomodulin, a: aktif
(Ozsan, 2000, s.:61)

Protein C antikoagiilan yolunda meydana gelen bir defekt olan ve trombozun
en Onemli risk fakt6rii olarak aktive protein C rezistansimin (APCR), en sik goriilen
nedeni Faktér V Leiden (FVL) mutasyonudur ve APCR’li olgularin yaklasik %95’
inde bulunmaktadir. Nadir goriilen diger FV defektleri yaninda, lupus antikoagiilan
varlig1, oral kontraseptif kullanimi, yiiksek FVIII seviyeleri ve hiperprotrombinemi
gibi baz1 durumlarin da kazamlmis APC rezistansina neden oldugu bilinmektedir.
APCR’li bireylerde tromboz riski, bazi genetik ve edinsel faktorlerin birlikte
bulunmasiyla artmaktadir (Clark ve Walker, 2001).
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AMAC:

ABO kan gruplariyla trombofilinin en yaygin sebebi olan APCR iligkisi konusunda
yeterli veri bulunmamaktadir. Yapilan g¢aligmalarda sebebi heniiz tam olarak
aciklanamamakla birlikte O-dis1 kan grubuna sahip bireylerin O grubuna gore
tromboz riskinin daha fazla oldugu gosterilmistir. Kan gruplarimin trombozla ve
Faktor V Leiden ile iligkisini tanimlayan ¢alismalar yapilmis ancak APCR(+)’ligi
sitkhift ve APCR normalize oranlariyla (APCR-NO) ilgisi belirtilmemistir. Bu
calismada amag, saglikli kan vericilerinde ABO kan gruplarma gére APCR tarama
testi olarak kullanilan APCR normalize oraninin (APCR-NO) ve APCR(+)’ligi

sikliginin farkli olup olmadigim irdelemektir.

1.1. Protein C Antikoagiilan Yolu

Protein C antikoagiilan yolu, trombin iiretimini ve dolayisiyla pihtt olusumunu
diizenleyen bir mekanizmadir. Bu mekanizmada reseptorler ve plazma proteinleri
gorev yapmaktadir. Mekanizmanin elemanlari; protein C (PC), protein S (PS),
trombin, trombomodulin (TM), epitelyal protein C reseptorii (EPCR) diir (Sekil 1.2.).

Trombin, prokoagiilan veya antikoagiilan aktivite gosterebilmesiyle
koagiilasyon kaskadinin en Onemli proteinidir. Serbest alfa-trombin formu
trombositleri aktive eder, fibrinojeni fibrine ¢evirir ve inaktif koagiilasyon faktorleri
olan FV, FVIII, FXI ve FXIII’ii aktif formlarina déniistiiriir. Alfa-trombin bir hiicre
ylizey transmembran proteini olan trombomoduline baglaninca, prokoagiilan
fonksiyonlar1 nétralize olur ve antikoagiilan bir enzime doniigiir. Membrana bagh
trombinin PC’yi aktive etmesi, serbest trombine oranla 20.000 kat daha fazladir.
(Chrobak ve Dulicek, 1996).

Protein C (Aktive Protein C’nin zimojeni), endotelyal hiicrelerin yiizeyinde

TM-trombin kompleksi ile aktive edilerek aktive protein C (APC)’ye doniisiir.



Yiizeye bagh gerceklesen bu reaksiyonda EPCR arttirici role sahiptir; TM varliginda
trombinin PC’yi aktive etmesi hizlanir (Esmon, 2001).

Trombin, TM ile birebir komplex olugturarak hizli bir sekilde PC’yi APC’ye
doniigtiirebilmektedir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerin her birinde yaklagik 100,000
trombomodulin molekiilii bulunur. Mikrodolagimda, endotelin kanla temasta olan
ylizeyi genis damarlara oranla daha fazladir. Buna gore, PC aktivasyonunun 6zellikle
mikrodolagimda meydana gelmesi muhtemeldir. TM-trombin kompleksi, trombinde
doniistimlii bir sekilsel degisiklige yol acar ve iki degerli iyonlarin varhiginda PC’nin
aktive olmasim saglar. Kompleks, bir yandan bu etkiyi saglarken ayn1 zamanda da
trombinin prokoagiilan aktivitelerini kismen inhibe etmektedir (Griffin, 2001).

Aktive protein C antikoagiilan etkisini, aktif prokoagiilan faktorler olan FVa ve
FVIlla’y1 inaktive ederek gosterir. FVa ve FVIIla, inaktif formlarina oranla 5-10 kat
daha hizla inaktive edilirler. Bunun sonucunda Tenaz komplexi ile Protrombinaz
kompleksinin birliktelikleri bozulmus olur. APC, Faktér Xa i¢in reseptdr gorevi
goren membrana bagli Factor Va’nin peptid baglarimi keser ve Xa’nin protrombini
aktive etmesini engellemis olur. FXa, FVa’ya baglandifi zaman FVa’y1 APC’nin
proteolitik aktivitesinden korumaktadir. APC ayrica hiicre membranlarinda FVIIIa’
nin da biyolojik aktivitesini bozarak, Faktér IXa baglantili FXa olusumunu
engellemis olmaktadir (Ozcan, 2002).

Protein S ve FV sinerjik calisarak APC’ye kofaktorlikk yaparlar. PS, negatif
yiiklii fosfolipid yiizeyler i¢in yliksek afiniteye sahiptir ve APC’nin trombosit ve
endotel hiicre ylizeylerindeki fosfolipid ylizeylere baglanmasini arttirir. FV’in FVIIia
nin yikilmasinda rol oynadig bulunmustur. PS ve FV varliginda APC, FVIIla’yi
etkili bir sekilde inaktive etmektedir. Tek basina veya sadece FV’le birlikte APC’nin
aktivitesi olduk¢a azdir. FVa ise tek bagina antikoagiilan kofaktér olarak etki
gosteremez (Chrobak ve Dulicek, 1996).

Fizyolojik kosullarda, APC yoklugunda FVIIla’nin inaktivasyonu, “A;

domaini”nin ayrilmasiyla olurken, FVa’nin proteolitik olarak parcalanmasi icin



mutlaka APC gereklidir. FVa’min APC tarafindan inaktivasyonundaki diizensizlikler
protrombin aktivasyonunun siirdiirilmesine ve trombotik olaylarin meydana
gelmesine neden olur. Trombotik olaylarin siddeti ise defektin molekiiler temeli ile
ilintili olabilir. Protein C antikoagiilan yolunun fizyolojik biitiinliigii 6nemlidir.
Ailesel tromboz olgularn PC, PS ve trombomodulin eksiklikleriyle ilgilidir.
Nihayetinde FV°deki bir mutasyon APC’ye direng olusturur ve ailesel tromboz ile
yakindan ilgilidir (Heit, 2000).

EPCR de, trombomodulin gibi spesifik bir endotelyal hiicre transmembran
proteinidir. Hiicre ylizeylerinde protein C ve APC’yi yaklagtk 30 nM Kd ile
baglamaktadir (Simmonds ve Lane, 2001). APC ¢oziilebilir EPCR’ye bagli oldugu
zaman antikoagiilan aktive g@sterememektedir. Bu da EPCR’nin, APC’nin lipid
yilizeylere baglanmasim bloke etmesine ve APC’nin yapisinda bir degisiklik meydana
getirmesine bagli olabilir. Bu nedenle APC, aktivite gosterebilmek i¢cin EPCR’den
ayrilmalidir. Ayrilma gergeklesince APC, PS’e baglanarak FVa ve FVIIIa’y1 inaktive
eder (Esmon, 2001).

Insan protein C’si, 62.000 kDa agirlipinda olan vitamin K’ye bagimh bir
plazma proteinidir. c¢DNA’simin  klonlanmasiyla 461 aminoasitlik yapisi
gosterilmigtir. PC, 41.000 kDa’lik bir agir zincirden ve 21.000 kDa’lik bir hafif
zincirden olusmaktadir ve iki zincir birbirine tek bir disiilfit bag ile baglanmaktadir.
Karaciger hiicrelerinde sentezlenir ve insan plazmasinda 3-5 pg/ml
konsantrasyonunda bulunmaktadir (Chrobak ve Dulicek, 1996). Dolasimdaki total
PC’nin %20°1ik kismu tek-zincir formu halindedir. Bu da zimojenin tek polipeptid
zinciri olarak sentezlendigini daha sonra iki =zincirli forma doniistiigiini
gostermektedir. Protein C molekiiliniin a ve B olmak tizere iki formu vardir. Bu
farklilik N’ye bagh karbonhidrat kismin degisik miktarlarda olmasindan kaynaklanir,
Tiim formlar aktive protein C’ye doniigebilir ve antikoagiilan aktivite gosterebilir
(Griffin, 2001).

Hem PC hem de APC, hafif zincirlerinin aminoterminal uglarinda y-karboksi

glutamik asit (Gla) kollar1 ihtiva ederler. Bu kollar proteinlerin kalsiyuma bagh



olarak hiicre yiizeyi membranlarina baglanmalarini saglar. Gla kollarindan sonra
hidrofobik kol kiimesi, iki epidermal growth faktor (EGF) tekrarlan ve proteaz
boliimii yer alir. Vaskiiler TM’ne bagli trombin kalsiyum iyonlari varlifinda, protein
C’yi aktive ederek antikoagiilan aktivitesini gostermesini saglar. Protein C’nin
aktivasyonu vitamin-K’ya bagimli Gla bélgesinden ¢ok, EGF bolgesindeki kalsiyum
baglanma bolgesine baghdir. Tek bir kalsiyum baglanma bdlgesinin iggali,
molekiilde konformasyonal degisiklige yol agarak TM-trombin kompleksi tarafindan
kolayca aktive edilmesini saglar ancak trombinin tek bagina PC’yi aktive etmesini
zorlastirir, APC’deki aktif serin merkezi agir zincir tizerinde bulunmaktadir. Diger
tripsin-benzeri proteazlarda oldugu gibi APC de, FVIIla ve FVa gibi Arjinin-ihtiva
eden bolgeleri olan sentetik substratlara 6zglinlitk gosterir (Griffin, 2001).

Insan protein S’si, 70.000 kDa agirhginda vitamin-K’ya bagimli bir
glikoproteindir. Hepatositlerde, vaskiiler endotel hiicrelerde ve megakaryositlerde
sentezlenir. PS, 3. kromozom iizerinde bulunan o ve pseudo P genleri tarafindan
kodlamir. Insan plazmasinda PS normalde 20-25 pg/ml konsantrasyonunda bulunur.
PS’nin yaklasik %601, klasik kompleman yolun diizenleyici bir komponenti olan
C4b-baglanma proteinine (C4b-bp) doniisiimlii sekilde bagl olarak, % 40’1 ise
plazmada serbest olarak bulunur. Sadece serbest form APC’ye kofaktorliik yapabilir.
C4b-bp, normal plazmada yaklagik 150 pg/ml konsantrasyonunda bulunur. C4b-bp,
PS ile birebir sitoizomerik nonkavalan kompleks olugturur. Kompleks PS’nin APC
ile etkilesimini engelleyerek, serbest PS’nin antikoagiilan aktivitesini simrlandirnus
olmaktadir. cDNA’sinin klonlanmasiyla PS’nin yapist gosterilmigtir. Diger vitamin-
K’ya bagimli proteinlerin aksine PS bir zimojen degildir. Amino ucu digerleriyle
aymidir ve 11 Gla bolgesi ihtiva eder. Gla bolgesinden sonra, trombine hassas bolge
ve 4 EGF tekrarlar1 bulunmaktadir. PC’nin EGF-benzeri bolgelerinin aksine, PS
kalsiyumu daha yiiksek afiniteyle baglar; stabilitesi ve molekiiliin konformasyonu
icin bu oldukga 6nemlidir (Rosen ve Bergamaschi, 2001).



Hiicre membram

Sekil 1.2. Protein C Antikoagiilan Yolu Mekanizmasi (PC: protein C, PS: protein S, APC: aktive
protein C, TM: trombomodulin, T: trombin, EPCR: epitelyal protein C reseptorii, a: aktif, i: inaktif
(Esmon, 2001).

1.2 Trombofili

Trombozun patolojisi, 150 yildan fazla bir siire dnce Rudolph Virchow tarafindan
tarif edilmistir ve hala gegerliligini korumaktadir. Damar duvarinda hasar, kan
akiminda yavaslama ve kamin koagiilasyonundaki degisiklikler Virchow {igliisii
olarak bilinmektedir. Kamin koagiilasyonundaki degisikler hiperkoagiilan durumlar

olarak yeniden adlandirilmigtir.



Tromboz, hemostaz sisteminin anormal zamanda ve yerde aktive edilmesine
neden olan patolojik bir siirectir. Normal kosullar altinda hemostazin elemaniari, kan
akiminin diizenli bir sekilde stirekliligini diizenleyerek vaskiiler hasara kars1 hizli bir
cevapla koruyucu hemostatik rtiiyli olustururlar. Tromboza, trombojenik faktérlerle
hemostazin koruyucu mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik neden olmaktadir

(Carvalho, 2000, s.: 219).

Hiperkoagiilan durumlar kalitsal ve edinsel olarak ikiye ayrilabilir. Trombofili
genellikle, tromboz gelisimine neden olan kalitsal yatkinlifi tanimlamaktadir.
Tromboz gelisiminde, arteryal sistemde endotel hasarin ve trombosit fonksiyonel
bozukluklarimin, ventz sistemde ise daha ¢ok staz ve pihtilagma sistemine ait
bozukluklarin 6nemli rol oynadigt bilinmektedir. Kan basinci, kan akig,
koagiilasyon, enflamasyon ve aterogenezis gibi biyolojik faktérler de tromboz
gelisiminde risk faktorleridir (Kiigiikkaya, 1999, s.: 27).

1.2.1. Kalitsal Trombofili

Trombofili kalitsal ve edinsel nedenlere bagli olarak gelisebilir. Klinik ¢alismalar ve
toplum arastirmalari kalitsal trombofilinin genellikle ventz tromboza (VT) egilim

yarattigin1 gostermektedir (Kiiciikkaya 1999, s.: 27).

Trombofilinin edinsel risk faktorleri: Yaslilik, hareketsizlik, sismanlik, cerrahi
girisimler, travma ve yanik, oral kontraseptifler, hormon degisim terapisi, hamilelik,
antifosfolipid sendromu, konjestif kalp yetmezligi, miyokard enfarktiisii, nefrotik
sendrom, hipervizkosite, enfeksiyonlar ve miyeloproliferatif hastaliklardir (Ozsan,
2000, s.:61). Kalitsal trombofiliye neden olan 6-7 genetik risk faktorii bilinmektedir.
Bu risk faktérlerinin toplumdaki ve trombozlu olgulardaki sikliklari yapilan aile
caligmalariyla tanimlanmagtir (Tablo 1.1).
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Vendz tromboz, derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner emboliyi igeren,
kalitsal ve edinsel risk faktérlerinin ¢ok ¢esitli gekillerde etkilesimleriyle meydana
gelen bir hastaliktir. VT ye egilim yaratan kalitsal koagiilasyon anormalliklerinden
FV ve protrombindeki mutasyonlarmn ve yliksek FVIII seviyelerinin 6nemli risk
faktorleri olduklarimin bildirilmesi VT etiyolojisinin anlasilmasina biiylik katkida
bulunmustur. Kalitsal trombofili, VT’li olgularin %50’sinden fazlasim
aciklamaktadir (Heit, 2000).

Tablo 1.1. Kalitsal risk faktérleri (Reyhan, 1999, s.:28).

Bozukluk Toplumdaki sikhig Trombozlu hastalardaki
(%) sikhig (%)

Antitrombin eksikligi 0.02 1

Protein C eksikligi 0.2 3

Protein S eksikligi 0.1 1-2

APCR/FVLmutasyonu 3-6 20

Hiperhomosisteinemi 5-10 10-25

Protrombin 20210 alleli 12 6

FVIII yiiksekligi 11 25

1.2.2. Aktive Protein C Rezistans: ve Faktor V Leiden

Aktive protein C rezistanst (APCR), ilk kez Dahlback ve ark. (1993) tarafindan rapor
edildi ve plazmanin aktive protein C’ (APC) ye zayif antikoagiilan cevabt olarak
tamimlandi. Dahlback bireysel ve ailesel tarihgeleriyle agiklanamayan vendz
trombozlu hastalar oldugunu saptadi ve bu hastalarin aktive parsiyel tromboplastin
zaman (APTZ) testlerinde, disardan aktive protein C (PC) eklenmesiyle beklenen
uzama goriilmemekteydi. Bu hastalarin ailelerinde de plazmada zayif antikoagiilan
cevap oldugunu saptayarak, bu anormalli§in ailesel olabilecegini 6ne stirdii ve
trombozlu ailelerle yapilan bu c¢aligmalarla aktive protein C rezistansinin tromboz
i¢in yiiksek bir risk fakt6rii olabilecegi 6ne siiriildii (Dahlback ve ark., 1993). Elde
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edilen ilk verilere gore APCR, ilk tromboz episodlu rastgele segilen olgularin %20’
sinde, ailesel trombozlu olgularin %50°sinde, diger antikoagiilan proteinierinde
defekt ve antifosfolipid antikoru olmayan trombotik olgularin %60’ inda gériilmiigtiir.
Avrupa ve A.B.D.’deki diger gruplar da vendz trombozlu olgularda APC
rezistansinin sik goriilen bir anormallik oldugunu onaylamiglardir (Elisabeth ve ark.,
1998).

Sik rastlanan bu laboratuvar fenomenine ¢ogu hastada faktor V’deki bir
defektin neden oldugu bildirilmistir. Bertina ve ark. (1994) min ¢alismasinda, faktor
V geninde APC’nin kesim noktasi olan Arg506’daki (Faktor V Leiden) bir
mutasyonunun APCR’ye neden oldugu ve mutant FV’in (Sekil 1.3) meydana geldigi
gosterilmistir. Arg506, APC’nin FVa’y: ilk olarak kestigi noktadir ve Arg yerine
Glutamin (1691 G-A degisimi) gelmesiyle olusan sekans degisimi mutant FVa
molekiiliiniin normal FVa molekiiliine gore ¢cok daha yavas inaktive edilmesine
neden olur (Sekil 1.3). Bertina ve ark., APC rezistans1 olan bireylerin %80’ ninin
faktor V Leiden heterozigot veya homozigot olduklarini, mutasyonu tagiyan tiim
bireylerin ise APC’ye rezistans gésterdigini rapor etmislerdir. (Bertina ve ark.,1994).
Bilinen bir malign hastalig1 olmayan ve ilk derin ven tromboz episodu olan 70 yasin
altinda 474 ayaktan hasta ve yaglar1 ve cinsiyetleri eslestirilen 474 kontrol grubunda
olan saglikli bireyin dahil edildigi Leiden trombofili caligmasinda (LETS), 301 hasta
ve konrolde APC rezistansina bakilmistir. Elde edilen ilk verilere gore hastalarin
%21’inde ve saglikli kontrol grubunun ise %5’inde aktive protein C rezistansi
saptanmagstir. Bir sonraki c¢aligmada, 472 hasta 422 kontrol grubunun tamaminda
APCR’ye bakildiginda, hastalarin %28’inde ve kontrollerin %5,8’inde rezistans
goriilmiis ve 97 APCR’li bireyden 95’inde FV Leiden mutasyonu varlig
saptanmistir. Bu c¢alismalarda vendz trombozla APCR varlif birlikte
hesaplandiginda risk oranmi 6,6 olarak bulunmustur ve APCR’nin vendz tromboz i¢in
bir risk faktorii oldugu rapor edilmistir. ilk verilerden farkli olarak, APCR’li
vakalarin %90-95’inde A506G mutasyonu varligt saptanmigstir (Bertina ve ark.,
1995; Van der Meer ve ark.,1997).
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Faktér V Leiden’nin neden oldugu APC rezistansinin tromboz yaratma riski
Leiden trombofili ¢alismasimnin sonuglarina gore belirlenmigtir. FVL heterozigot
bireylerde vendz tromboz riski 3 ila 8 kat fazla iken, kontrol grubunda homozigot
bireye rastlanmamasina dayanarak homozigot hastalarda risk yaklagik 80 kat fazla

bulunmustur (Rosendaal ve ark., 1995).

Tiim populasyon igerisinde saglikli bireylerde FVL, %2-11 siklikla Avrupa’da
en yiiksek oranda goriilmektedir. Ingiltere’de %3,5, Ispanya’da %3,3, Hollanda’da
%2, Isve¢’te % 7 bulunmustur. Amerikan populasyonunda yapilan bir ¢alismaya
gore, beyaz irkta bu oran %5.27, Afrikali Amerikalilarda %1.23 ve Asyal
Amerikalilarda ise %0.45°dir (Hooper ve Evatt, 1998). Akar ve ark.(1997) nin
yaptig1 ¢aligmada, Tiirk toplumunda FVL mutasyonu goriilme siklig1 % 9.8 olarak
saptanmigtir.

FVa molekiiltiniin APC tarafindan kesimi, 306, 506 ve 679 pozisyonlarinda
olmaktadir ancak 506’daki kesim 10-20 kat daha siktir. 306 kesim noktasinda iki
yeni mutasyon saptanmistir ve bunlar FV Cambridge ve FV Hong Kong adim
almistir. Kesim noktast olan 679°da ise heniiz tanimlanmig bir mutasyon
bulunmamaktadir. Yalmzca FV Cambridge’in APC rezistansina neden oldugu
bilinmektedir (Chitolie ve ark., 2001).

Faktor V Leiden ile birlikte diger genetik risk faktorlerinin bulunup
bulunmadig: klinik agisindan 6nem tagimaktadir. FVL homozigotlugu, PC ve PS
homozigotluguna gore daha az risk tasimasina ragmen FVL ile birlikte diger genetik
faktorlerinin bulunmasinin venéz tromboz riskini daha da arttirdigi bilinmektedir
(Hooper ve Evatt., 1998)

APCR’li vakalarin ¢ogu (%95) FVL ile agiklanirken, APC testlerinde rezistans
gosteren ancak FVL mutasyonu tagimayan vakalar da goriilmektedir. FVL’ye bagl
olmayan APC rezistans fenotipi gosteren vakalarin ¢ogunda kazamlmis durumlara
rastlanabilmekte ancak bazilarinda belirli bir neden bulunamamaktadir (De Visser ve

ark.,1999). Ledien trombofili caligmalarinda da boyle bireylere rastlanmis ve yapilan
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aile taramalarinda bagka kalitsal defektlere rastlanmamustir (Bertina ve ark., 1995).
De Visser ve ark. (1999) nin yaptigi ¢alismada FVL’ye ve diger kalitsal ya da
kazanilmig durumlara bagli olmayan APCR’nin venéz tromboz (VT) i¢in yiiksek bir
rik faktorii oldugu gosterilmistir. Bu baglanti doz-cevap iligkisi seklinde
tanmimlanmugtir ve normalize APC oram diistiikge VT riskinin de orantih olarak arttif
kaydedilmistir. En diistik APC rezistans1 oran1 gésterenlerin en yiiksek oranlara sahip
olanlara gore tromboz riski 2,5 kat fazla oldugu saptanmagtir. Tosetto ve ark. (2000)
APC rezistansi fenotipinin kalitsalligimi irdelemis ve 227 ebeveynde FVL ile
aciklanamayan APCR’ye rastlamistir. Hem ebevenyn hem de ailedeki gocuk veya
cocuklarda APCR gosteren 32 cocuk-ebeveyn bulmugtur. Bunlarin 64’tinde diger FV
defektlerine rastlanmamig ve FVIIL ve vWF seviyeleri normal bulunmustur.
Tosettove ark.nin, daha 6nceki ¢aligmalarinda toplum genelinde APCR’nin % 15
oldugu saptanmigtir ve bu ¢aligma ile FVL’ye bagh olmayan APCR fenotipinin genel

populasyonda %1-2 civarinda bulunabilecegi belirtilmistir.

Hamilelik, oral kontraseptif kullamimi da kazamlmis APCR’ye neden
olabilmektedir. Akut trombotik olaylarda akut faz reaksiyonuna bagli olarak zayif
APC yamta rastlanmaktadir. Lupus antikoagiilan, FVIII yiiksekligi gibi laboratuvar
fenotipleri de APCR testlerinde APC’nin diisiik saptanmasina neden olabilmektedir.
(De Visser ve ark., 1999). Vanderbroucke ve ark. (1994) nin menopoz 6ncesi vendz
tromboz gegiren 155 kadinda ve 169 kontrolde yaptig1 ¢aligmada, oral kontraseptif
(OK) kullananlarin kullanmayanlara oranla 3,8 kat, FV Leiden tastyicilarinda ise
tasimayanlara oranla 8 kat fazla tromboz riski tasidiklar gosterilmistir. Hem OK
kullanan hem de FVL tasiyicisi olanlarin, OK kullanmayan FVL tagimayanlara
oranla tromboz riskinin 35 kat fazla oldugunu bildirmislerdir. Hamilelik ve OK
kullammimi FVL.’ye bagli olmayan in vitro APCR ile de alakalidir. Yedi ila onalt1
haftalik  hamilelik safhasindayken APC rezistanst olanlarin  preeklempsi
gelistirdikleri saptanmigtir (Clark ve ark., 2001). Olivieri ve ark (1995), OK kullanan
50 saglikli kadinla kullanmayan 50 saghkli kadinda APCR’nin, OK kullananlarda
kullanmayanlara gére diisiik bulundugunu saptamistir. APCR’li 8 kadindan 2’si FVL
heterozigot bulunmus, 2 kadin OK kullanmay1 biraktiktan sonra APCR degerleri iki

ay icerisinde normale donmiistir. Bu calismayla, OK kullamiminin genetik
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mutasyondan bagimsiz olarak kazanilmis APCR’ye sebep olabildigi gosterilmistir.
APC rezistans1 tarama testi olan ProC Global standart yontemiyle (Dade Behring,
Marburg, Germany), diisiik yapmis ve protein C antikoagiilan yolunda defekti olan
kadinlarda diistik APC yanita rastlanmigtir. Bu kadinlardan 12’sinin FVL mutasyonu
tasidigt, 7’sinin FVL’ye bagli olmayan APCR’si oldugu, 1’inin diisiik protein C ve
15’inin de dusiik protein S seviyelerine sahip oldugu belirlenmistir (Sarig ve ark.,
2002).

Kazamlmig APCR, antifosfolipid sendromunda da goriilebilmektedir. Bazi
hastalarda antifosfolipid antikorlar (APL), APC: fosfolipid veya PS: fosfolipid
komplexleriyle reaksiyona girerek FVa’nmn APC tarafindan inaktivasyonunu
engelleyebilmektedir. Bu mekanizmayla APL’lerin kazamilmig APCR’ye sebep
olabildikleri ve tromboz patojenezinde rol oynayabildikleri disiiniilmektedir
(Chrobak ve Dulicek, 1996).

FVL mutasyonu olmayan ancak trombotik komplikasyonu olan vakalarin %
75’inde artmig FVIII seviyelerinin fenotipik APCR’ye neden oldugu gosterilmistir
ve bu vakalarda FVIII seviyelerinin 125IU/dI’nin {izerinde oldugu go6riilmiistiir
(Tosetto ve ark., 2000). Standart metodla yiiksek FVIII seviyelerinin, APCR ile
direkt baglantili oldugu ve bunun doza bagh oldugu saptanmistir (Laffan ve
Manninig., 1996) (Grafik 1.1).

FVIII yiiksekligi gibi hiperprotrombineminin de APCR testlerinde rezistansa
neden oldugu diistintilmektedir (Tripodi ve ark., 2000). Protrombin G20210A
mutasyonu tagtyan bireylerde orta seviyede APCR rapor edilmistir. Artmis plazma
protrombin seviyelerinin APC rezistansina neden olabilecegi protrombinin APC’ye
bagli FVa inaktivasyonunu engelleyebilecegi One siiriilmiistiir (Curvers ve ark.,
2002).

Aktive Protein C fenotipinin plazma Faktér V seviyelerinden etkilendigi; FV
Leiden ve heterozigot FV eksikligi olan bireylerde, APC rezistansinin FVL

homozigot bireylerdeki gibi bulundugu gosterilmistir. Bu fenomen yalanci-APC
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rezistanst homozigotlugu olarak adlandirilmigtir (Greengard ve ark., 1995).
Luddington ve ark. (2000) in vitro modelde, FV seviyelerinin %20’nin altina

diismedikce APCR’ye neden olmadigini saptamiglardir.

5-TATTTATTATCATGAAATAACTTTGCAAATGAAAACAATTTTGAATATA
TTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAGTTCAACCAGG
GGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACAT
CATGAGAGACATCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGA
GCAGATCCCTGGACAGGICGAIGGAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTA

ACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTT-3’

Sekil 1.3. Faktdr V 10, ekson gen dizisi. 319 bp’den olugur ve Faki6r V enziminin A2 alamim
kodlar. APC’nin 3 tane baglanma bolgesi bu alan iizerinde bulunmaktadir. 506. kodondaki Guanin
nitkleotidi Adenin’e doniislince Arjinin olan aminoasit Glutamin’e déniismektedir. Béylece APC’nin
baglanma bolgesi degismekte ve APC bu bolgeye baglanamamaktadir. Sekilde bu bolgeye uyan
primer dizileri kalin karakterlerle ve mutasyonun oldugu baz ise ¢ergeve igerisinde ve alt1 ¢izili olarak

gosterilmigstir (www.ncbi.nlm.nih.gov/ genbank ).

\ 125 15175 2 226 BE275 3 435 35
FVite luiw)

Grafik 1.1 APCR ve FVIII seviyeleri iligkisi




15

1.2.2.1 APCR’ ye Yol A¢an FVL dis1 FV Mutasyonlan

A) FV Hong Kong ve FV Cambridge

Chan ve ark. (1998) nin Hong Kong Cinlileri iizerinde yaptiklar1 arastirmada, Exon
7, 10 ve 13 iizerindeki Arg306, Arg506 ve Arg679 kodonlari ¢alisiimis ve 1691G-A
mutasyonu tespit edilmemistir. Buna karsin 7. Eksonda 1090 A-G mutasyonunu
bulmuglardir. Bu noktada Arjinin 306- Glisin degisimi meydana gelir. Bu mutasyon
2 hastada ve 1 asemptomatik olguda gosterilmistir. Hastalarda bu mutasyonu tagima
oram1 %4.5 iken, saglikli kontrollerde %3.1 bulunmus ancak istatistiksel olarak
aradaki fark anlamsiz oldugu saptanmustir. 306. kodon, APC’nin kesim noktasinda
oldugu i¢in énem kazanmigtir ancak APCR’ye neden olmadig anlagilmgtir.

Williamson ve ark.(1998) 306 Treonin mutasyonunu tammlamigslar ve klinik
olarak APC’nin etki bolgesinin ortadan kalkdigim gdstermislerdir. Bu mutasyon FV
Cambridge adim almistir ve APCR’ye neden oldugu bilinmektedir .

Faktér V Cambridge yalmzca beyaz irkta, FV Hong Kong ise yalnizca beyaz
irkta ve Cinlilerde saptanmistir ve mutasyonlardan etkilenen bireylerin sayisinin
azligy heterozigotluk igin bir saptama yapilmasim engellemektedir (Franco ve ark.,

1999).

B) FV His1299Arg (4070 A-G) Mutasyonu (R2 Alleli)

Faktor V geninin 13. eksonunda, B alanmimn 1299. pozisyonunda Histidin yerine
Arjinin gelmesiyle A4070G plimorfizmi ortaya ¢ikar ve HR2 haplotipi olarak
adlandirilir. Bernardi ve ark. (1997) HR2 haplotipi ile belirlenen FV geninin tek
basina zayif APCR yaratabilecegini ve R506Q mutasyonu ile birlikte giiglii bir
rezistansa neden olabilecegini rapor etmigtir. Luddington ve ark. (2000) larmn
calismasinda ise R2 allelinin zayif faktdr V eksiklikleriyle alakali olabilecegi ancak
bunun belirgin bir APC rezistans: yaratmadig1 rapor edilmigtir. Standart ve modifiye
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yonteme bagli olmaksizin HR2 haplotipinin APC rezistansina neden olmadif ise gok
yeni bir ¢aligsmada rapor edilmistir (Folsom ve ark., 2002).

1.2.3 ABO Kan Gruplarinin Trombozla iliskisi

Trombotik olaylarla ABO kan grubunun baglantisi ilk kez 1969’da aragtirilmistir. Bu
calismada oral kontraseptif kullanimi veya hamilelik esnasinda tromboz gegiren
kadinlarda O grubunda diisiik bir siklik oldugu goriilmiistiir. Genel hasta
populasyonunda O- dig1 kan gruplariyla ventz tromboz (VT) arasinda bir baglanti
oldugu one siiriilmiistir (Jick H. 1969). Bu konuda yapilan arastirmalar olduk¢a
smirhidir. Westerholm ve ark. (1971) aym sonuglar1 destekleyen bir c¢aligma
yapmiglardir. Mourant ve ark.(1971) benzer bir c¢aligmada tromboembolik
diizensizliklerde A grubunda belirgin bir siklik ve O grubunda da diisiik siklik
oldugunu saptanuslardir. Bu sonuglara zit olarak Nicolaides ve ark.(1975), 487
trombozlu hastada yaptiklan g¢alismada kan gruplariyla tomboz arasmda bir iligki
kaydetmemislerdir. Belgika populasyonunda yapilan bir ¢alismada ise derin ven
trombozlu hastalarda ABO kan gruplarmin dagilimina bakilmigstir. 367 hastamn 176
(%48) s1 A, 59 (%16,1) u B, 24 (%6,5) it AB ve 108 (% 29,4) i O grubundadir.
Belgika populasyonundaki kan grubu dagilimiyla karsilastinldiginda B ve AB
gruplarinda fazla siklik ve A ve O gruplarinda da diisiik siklik oldugu goriilmiistiir.
Bu ¢alismada da tromboembolik diizensizliklerle ABO kan gruplarmin baglantis:
diger raporlar1 desteklemektedir (Wautrecht, 1998).

Kan gruplarinin trombozla ve FVL’yle iligkisini tanimlayan ¢aligmalar yapilmig
ancak APCR(+)ligi siklign ve APCR normalize oranlariyla (APCR-NO) ilgisi
belirtilmemistir. Kan gruplanyla tromboembolik hastaliklar arasindaki baglantiya
neden olan patofizyolojik mekanizmalar heniiz tam olarak tanimlanmamigtir. Bu
iliskiler hasta ve kan gruplar1 dagilimi1 bazinda arastirilmistir. Ancak O- dis1 kan
gruplarinda FVIII ve von Willebrand seviyelerinin, O grubuna goére daha yiiksek
seviyelerde  oldugu bilinmektedir. O-dist kan gruplarimin ve yiiksek FVIII
seviyelerinin tromboz riskini belirgin bir sekilde arttirdigr ve kan grubu tipinin

etkisinin FVIII seviyeleriyle kismen alakali olabilecegi rapor edilmistir. Yiiksek
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FVIII seviyeleri post-trombotik fenomen olabilecegi igin ABO kan grubu tipinin
trombozda bagimsiz bir etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Bloemenkamp ve ark.,
1999;0’Donnel ve ark., 2000). Yiiksek FVIII seviyelerinin APC rezistansina neden
oldugu ve bunun doz- cevap iligkisi seklinde oldugu rapor edilmistir (De Visser ve
ark.,1998).

1.2.4 Aktive Protein C Rezistans1 Tayin Yontemleri

FV Leiden mutasyonunun trombozlu hastalarin % 20’sinde goriilmesi ve yiiksek
vendz tromboz riski yaratmasi aktive protein C rezistans: tarama testlerinin g¢ok
sayida laboratuvarda trombofili taramasinin ilk basamagi olmasina neden olmustur.
APCR taramasinda kullamilan ¢ok sayida ticari kit ve yontem mevcuttur. Bunlar
¢ogunlukla aktive parsiyel tromboplastin zamani (APTZ) Ol¢limiine dayanan
testlerdir. Dahlback (1993) tarafindan tanimlanan standart (orjinal) yontemde APCR,
APTZ testinde APC’nin etkisinin Olgiilmesine dayanir. Bu ol¢timde, hasta
plazmasina digardan aktive protein C eklenerek ve eklenmeyerek yapilan es zamanli
iki APTZ sonucu oranlanir. Bu oran ¢esitli firmalarin kitlerine gore belli bir degerin
altinda oldugu zaman APCR pozitifligini tamimlar. Bu yoéntemde koagiilasyon
faktérlerinin normal seviyelerde olmasi bir gereksinimdir ayrica lupus antikoagiilam
olan veya oral antikoagiilan terapi alan hastalarda da kullaniminda giivenilir degildir.
Daha sonralar1 bu yontemin FVL igin spesifik olmadig1 goriilerek faktdr V’den
yoksun plazma ile hasta plazmasinin diliie edilerek caligildigi modifiye yontem
gelistirilmigtir. Bu yontem ile koagiilasyon fakt6r seviyeleri normallestirilmektedir.
(Chitolie ve ark., 2001). Modifiye yontemin FVL i¢in yiiksek hassasiyetine (%100’
¢ yakin) karsin standart yontem, APCR’nin FVL’ye bagli olmayan g¢ok cesitli
nedenlerini tammlamada daha hassastir (Clark ve Walker, 2001).

Uctincii bir yontem ise DNA analizi ile mutasyon taramasidir. Ancak DNA
analizi sadece FV deki mutasyonlar1 tanimlamakta kullanilmaktadir. Bilindigi gibi
FV Leiden, APCR’nin en sik goriilen nedeni olmakla beraber tiim APCR’li olgular
aciklamaz. APCR’nin FVL’den bagumsiz olarak da bir risk faktorii oldugu
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bilinmektedir, dolayisiyla APCR’nin standart ve modifiye ydntemle taranarak pozitif
ve smirdaki degerlerin DNA analizleriyle dogrulanmasi tavsiye edilemektedir
(Tripodi ve Mannucci, 2001).

Calismada kullandifimiz yoéntem olan ProC®Global’in duyarliifn ve
Ozgiinliigli yapilan ¢ok sayida calisma ile gosterilmistir (Ruzicka ve ark.,
1997;Toulun ve ark., 2001; Dragoni ve ark., 2001). Bu ¢aligmalarda yontemin, FVL
ve PC defektleri igin yiiksek, PS defektleri i¢cin ise daha diisiik duyarlilikta oldugu
bildirilmistir. Disaridan aktive protein C eklenen diger yontemlerden farkli olarak
ProC®Global yonteminde, protein C “Agkistrodon contortrix contortrix™ yilanindan
elde edilen zehir ekstrakti ile endojen olarak aktive edilir. Standart ve modifiye
olglim yontemiyle elde edilen sonuglar normalize oran (APCR-NO) olarak ifade
edilir (Gardiner ve ark., 2002).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu calisma, A.U.T.F Kan Merkezi’ne Mart-Haziran 2002 tarihinde gelen goniillii
kan vericileriyle yapilmustir. Lokal Etik Kurul onay1 alinarak ¢alisma baslatilmigtir.
Vericilerin saglik durumlar: stabildir ve g6niillii kan iiriin{i verebilme kriterlerini (yas
ve agrlik disinda) tutmaktadir. Caligma geregi, daha dnce trombotik atak gecirmemis
ve hiperkoagiilan durumlarla ilgili defektleri olmayan bireyler ¢aligmaya dahil
edilmistir. Goniillii vericilere, ¢aligma hakkindaki bilgileri iceren ve kendi rnizalariyla
katilmalart istenen “Goniilli verici bilgilendirme formu™ sunularak onaylar
alinmistir. Goniillii vericilerden iirlin toplanmasini takiben, 2 adet sitrath tlipe kan
alinmis ve en ge¢ 45 dk. igerisinde laboratuvara ulagmistir. Laboratuvara ulagan kan
Orneklerinin, kan grubu, yas ve cinsiyet kayitlar1 yapilarak santrifiij ve plazma
ayirimi islemine gegilmistir. Ayrilan plazmalar en geg bir hafta igerisinde ¢aligilmak
tizere — 80 C de hizli dondurulmustur.

2.2 Yintem

Kan &rnekleri 0.129 M’lhik ve 4.5 ml’lik sodyum sitratlh BD Vacutainer tiiplere
(REF367704 Lot:1P222 2002-08 STERILE) alinmigtir. Her saglikli vericiden 2’ger
adet vendz kan Ornegi, kan alma kosullarina uygun sekilde alindiktan sonra kayit
islemleri yapilmigtir. Hemolizli, pthtili ve hatali hacimdeki ornekler, testlerin
sonuglarni etkiledigi icin c¢aligma grubundan ¢ikarimustir. Saglikli vericiler, kan
grubu, yas ve cinsiyet agisindan diizenli bir sirayla gruplanmistir. Laboratuvara en
gec 45 dk. i¢inde ulasan Ornekler plazmalari ayrilmak fizere santrifiij asamasina

gecilmigtir.
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Kan 6rneklerinden trombositten yoksun plazma elde etmek amaciyla, 6rnekler
oda 1sismda 3000 RPM’de 15 dk. kez santrifiij edilmistir. Elde edilen plazma kism,
dibe ¢dken trombositlere temas etmeden pipetle 500°er pl’lik hacimlerde 1500 pl
kapasitedeki ependorf tiiplere aktarilmigtir. Tiiplerin iizerlerine sira numaralar1 ve
tarih yazilarak —80 C’de hizli dondurulmustur.

-80 C’de dondurulmus plazma o6rnekleri, 37 °C’lik su banyosunda 15 dk
bekletilerek hizla ¢oziilmiis; plazmalar Behring koagiilasyon tliplerine aktarilmistir.
Hala mevcut olabilecek trombositlerden arindirmak igin oda 1sisinda 5 dk 3000
RPM’de santriflij islemi tekrarlanarak, plazmalar cihazda caligmaya hazir hale

getirilmiglerdir.

APCR'yi 6lgmek igin kullandigimiz ProC®Global testi (Dade Behring,
Marburg, Germany), insan plazmasinda Protein C antikoagiilan yolunun
antikoagiilan kapasitesini degerlendirmek ve kazanilmig veya kalitsal defektlerin
neden oldugu APCR’nin tespit edilmesi igin gelistirilmis bir kittir. Testin faktér V
Leiden ve protein C eksikligine yiiksek, protein S eksikligine ise orta derecede hassas
oldugu bilinmektedir (Rimmer ve ark.,2000; Gardiner ve ark., 2002). Aktive parsiyel
tromboplastin zamam (APTZ) olgiimiine dayanan ve endojen PC’nin aktive
edilmesini takiben pihtilasma zamanindaki uzamay: kaydeden yontemin FVL igin
spesifik amagli kullammi s6z konusuysa, modifiye 6lgiim yontemi (FV’den yoksun
plazma ile diliisyon) kullamilir. (Quincampoix ve ark., 2001). Calisma boyunca
standardizasyonun saglanmasi igin, ProC Global kiti i¢ine dahil olan ve dahil
olmayan kitlerde aym lot numaralart kullanilmigtir. APCR(+) olan ve smirdaki
degerler 2 kez caligilarak tekrar edilmistir.

2.2.1. ProC®Global Standart Olgiim Ydntemi

A) Prensip

Protein C (PC) sistemi aktive edilirken aym anda koagiilasyon siiresi

hesaplanmaktadir. Plazma Orneginin, protein C aktivatorii (PCA) ve kontak faz
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aktivatorii ile inkiibe edilmesi PC’nin ve intrensek yolun aktivasyonunu saglar.
Koagiilasyon, kalsiyum iyonlarnm ilave edilmesiyle tetiklenir. Aktive Protein C
(APC), protein S’nin kofaktérliigiinde VIIIa ve Va’y: inaktive eder. Inaktivasyon
piht1 olusumunu erteler ve piht1 olusumu i¢in gegen siire hesaplanir (PCAZ= Protein
C Aktivasyon Zamani). Prokoagiilan faktorlerdeki bir eksiklik veya yiiksek
seviyelerdeki heparin varligi elimine edilmelidir ¢linkii bu faktorler koagtilasyon
stiresinde yalanci uzamalara sebep olmaktadir. Bu amagla, PCAZ/0 kontrolii
kullamilir ki, bu deger <60 sn olmalidir. Plazma 6rneginde 1 U/ml’ye kadar
bulunabilecek heparin varligt reaktif igerisindeki heparin inhibitorii ile normalize
edilebilmektedir (ProC Global kit prospektiisii, Dade Behring).

ProC®Global 6l¢iim yontemi, aym anda calisilan iki APTZ 6l¢limiine dayanir.
ik 6lgtimde, APTZ reaktifi eklenmeden 6nce, PCAZ’nin 6lgiilmesi i¢in hasta
plazmasina PCA eklenir. Ikinci 6lgiimde PCA yerine tampon eklenerek PCAZ/0
hesaplamr. PCAZ/0 ortamda 0 miktarda aktivatér oldugunu ifade etmektedir. Plazma
oreginin kalitesinin gosterilmesinde gereklidir. Saklama kosullarindan, plazmada
faktor eksikliginden ve faktor tiiketiminden kaynaklanan olumsuz durumlar,
PCAZ/0’m 60sn iizerinde olmasiyla gosterilir. 60 sn iizerindeki degerlerde ¢alisma
gecersiz sayilir ve ¢alisma yeni kan Ornegiyle tekrarlanmalidir. PCAZ/0’in
blctilmesinin ikinci nedeni de ¢ikan sonuglarin normalize oran (APCR-NO) olarak
verilebilmesidir. Ortama APTZ reaktifi eklenmesiyle intrensek yol aktive edilir.
Burada kullamlan APTZ reaktifi kit igerisinde mevcuttur. Boylece lot
farkliliklarindan  dogabilecek olumsuzluklar elimine edilmistir. Koagiilasyon

kalsiyum kloriiriin de eklenmesiyle tetiklenir (Sekil 2.1.).

Protein C antikoagiilan yolunun fonksiyonelliginin bozulmadigi durumlarda
PCAZ, PCAZ/0’m en az 3 katidir. Faktér V Leiden mutasyonu, protein C veya

protein S eksikliklerinde beklenen uzama gergeklesmeyecektir.
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Sekil 2.2 Standart Slglim yontemi

1 hacim
plazma 6rnegi

+ 37 °C de 3 dk. +
enkiibasyon
1 hacim 1 hacim
CaClz veya APC/ CaClz
Pihtilagma icin gegen
stire Oc¢liiliir
PIHTI PIHTI

APCR = APC/APTZ pihtilasma zamani
APTZ  pihtilasma zamam

B) Degerlendirme

APCR degerlendirmesi, es zamanli olarak ¢alisilan PCA eklenen ve eklenmeyen iki
APTZ sonucunun birbirine oranlanmasiyla yapilir. Elde edilen oran, belli katsayilarla
carpilarak “Normalize Oran (NO) ” hesaplanir. Reaktif iireticisinin tavsiye ettigi
tizere sonuglar1t NO olarak vermek, laboratuvarlar aras1 degerlendirmenin kolaylig
bakimindan gereklidir. Farkhh cihazlarda calismanin ve farkli lot numaralarinin

yaratabilecegi olumsuzluklar bdylece engellenir.
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Normalize oramn hesaplanmas igin, standart insan plazmanin (SIP) duyarlilik
degeri (DD) kullanilir. SiP, cihazda hasta plazmasi gibi ¢aligilir ve bu Srnekteki
PCAZ/0 degeri PCAZ degerine béliinerek buradan bir oran elde edilir. Elde edilen bu
oran yontem igin belirlenmis olan duyarlilik degerine boliinerek kalibrasyon faktorii
(KF) hesaplanir. KF, plazma orneklerinden elde edilen PCAZ/PCAZ/0 degeriyle
carpilarak 6rneklerdeki NO’lar hesaplanir.

(PCAZ / PCAZ/0)sip

Standart insan plazmasinin duyarlilik degeri her lot numarasinda degistigi icin,
kalibrasyon faktorii her yeni lot numarasina, her §l¢im ydntemine ve cihaza gore

hesaplanmalidir.

C) islem

ProC®Global standart Olgiim yontemi, tam otomatize koagiilasyon analizOriinde
(BCS, Dade Behring, Marburg) uygulanmigtir. Bu cihaz piht1 olusumu ile meydana
gelen bulaniklig kaydeder (nefelometrik yontem). Reaktif hazirlanmas: diginda tiim
diliisyonlar ve inkiibasyonlar cihazda otomatik olarak yapilmaktadir (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Standart yontem pipetleme semasi

ProC Global standart yon. PCAZI/0 PCAZ
Sitrath Plazma 50 pl 50 i
pcA | 50
ProC Global tamponu 50wl | e
ProC Global APTZ 50 ul 50 pl
37 C de 3 dk. inkiibasyon

CaCl2 50 50 pl
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2.2.2. ProC® Global Modifiye Ol¢iim Yéntemi

A) Prensip

ProC® Global standart lgiim ydntemine ek bir basamak olarak hasta plazmasi,
faktér V’den yoksun plazma ile diliie edilerek ¢ahgilir. Yontemde diliisyon oram 1
hacim hasta plazmasi + 4 hacim FV’den yoksun plazmadir. 1 hacim diliie edilmis
plazma Ornegi, 1 hacim APTZ reaktifi ile inkiibe edilir. Standart yontemde oldugu
gibi, PCA eklenen ve eklenmeyen plazma Orneklerine 1’er hacim CaCl,
eklenmesiyle elde edilen iki APTZ testi sonuglari oranlanir (Sekil 2.2.). Bu yontemde
PCAT/0 degeri 90 sn’nin tizerindeki degerler kabul edilmez ve galigma yeni kan
Ornegi ile tekrar edilmelidir.

Bu yontemin avantaji, plazma orneginde bulunabilecek koagiilasyon faktor
seviyelerindeki diigtikliiklerin veya yiiksekliklerin normalize edilmesidir. Diisiik NO’
lar, FV Leiden mutasyonuna bagli APCR’yi tanimlar. Kit prospektiisiinde yontemin

FVL i¢in, %98 hassasiyette ve %99 6zgiinliikkte oldugu belirtilmistir.
Sekil 2.2 Modifiye Sl¢tim yontemi

1 hacim
plazma Ornegi

1 hacim
Normalize plazma

4 hacim FV yoksun
plazma

1 hacim

APTZ
reaktifi
S~
+ 37°Cde3 dk +
enkiibasyon
1 hacim 1 hacim
CaCl, veya APC/CaCl,

Pihtilagma igin gecen
siire 6l¢tiliir

PIHTI PIHTI

APCR/FV Normalize Oran = APC/APTZ pihtilasma zamani

APTZ  pihtilasma zamani
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B) Degerlendirme

Standart yontemden farkli olarak, hesaplamada duyarliik degeri (DD) degisir.
Standart insan plazma reaktifinde modifiye yontem igin belirlenmis olan hassasiyet
degeri, SIP’in PCAZ/PCAZ/0 degerine béliinerek kalibrasyon faktérii hesaplamr.
KF, plazma orneklerinden elde edilen PCAZ/PCAZ/0 degeriyle carpilarak
6rneklerdeki NO’lar hesaplanr.

C) islem

ProC® Global modifiye dl¢iim yontemi, tam otomatize koagiilasyon cihazinda (BCS,

Dade Behring, Marburg) uygulanmigtir. Yontemdeki pipetleme miktarlar1 modifiye
yontemden farklidir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Modifiye yontem pipetleme semast

ProC Giobal / FV PCAZ/0 PCAZ
Sitratli Plazma 20 pl 20 pl
FV’ den yoksun Plazma 80 ul 80 ul
pcA | e 100 ul
ProC Global tamponu ool |
ProC Global APTZ 100 pl 100 pl
37 C de 3 dk. inklibasyon

CaCl2 100 ul 100 pl

2.2.3 Iki Yontem icin Referans Arahiklar

ProC Global kiti prospektiisinde standart ve modifiye Ol¢lim yoSntemleri igin
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Tablo 2.3. ProC Global standart ve modifiye ySntemleri igin referans araliklari

ProC Global ProC Global/FV
Standart Modifiye
Medyan Aralik Medyan Aralik
PCAZ (sn) 132 85- 200 151 128-173
PCAZ/0 (sn) 44 35-55 78 68-91
Normalize Oran 0,94 0,69-1,56 0,99 0,86-1,10
n(drnek sayis1) 234 234 243 243

2.2.4. ProC® Global Kiti Reaktifleri

A) Kit icinde bulunan reaktifler

ProC® Global (Dade Behring, Marburg, Germany) kitinin reaktif hacimleri ve
dayamkliklar: kitin optimal sayida kullammini saglayacak sekildedir (Tablo 2.4;
Tablo2.5). Her yeni lot numarasinda, testlere ait bilgiler  prospektiislerde
verilmektedir. Testin optimal derecede hassasiyeti i¢in iki farkli kontrol reaktifi ve
hesaplamanin yapilmasi igin de standart insan plazmasi ayrica temin edilmektedir.
Her c¢alisma basinda ve calisma esnasinda bu kontrollerin  kullammi, kitin

giivenilirligini géstermektedir.

Tablo 2.4. ProC®Global kiti viallerinin hacim ve kompozisyonlarn

Reaktifin adi | Hacim Igerik Fonksiyon
/Adet vial

APTZ Silikon dioksit partikiilleri, bitkisel kaynakli | Distile suile

reaktifi Sml/ 4 vial | fosfolipidler , sodyum kloriir (2.4 g/l ), HEPES | sulandirilara

(14.3 g/1), , koruyucu, pH 7.4 k 15 dk. oda
1s1sinda
bekletilir.

Protein C 2ml /4 vial | Agkistrodon concortrix yilam zehiri ekstrakti, | Liyofilize.
Aktivator HEPES (50 mmol/l), heparin nétralize edici: | Distile suile
Ktifi hexadimethrine bromide (15 mg/1), , koruyucular, | sulandirilara
reakiit pH 7.4 k 15 dk. oda
1si1sinda
bekletilir
Tampon 2ml /4 vial | HEPES (50 mmol/l), heparin notralize edici: | Kullanima
hexadimethrine bromide (15 mg/1), koruyular, pH | hazir.

7.4 Caligmadan
6nce  15dk
oda 1sisinda
bekletilir..
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Tablo 2.5. Kitlerin Dayamkhliklar: (¥ ** vial, ?kapal vial, * bir kez dondurulmus vial )

Isi APTZ PCA Reakdfifi Tampon
+15 - +25 °C " 24 saat 24 saat 24 saat
+15°C " ] | 2 gin 2 giin 2gi
+2-+8°C? 2 hafta 2 hafta 2 hafta
20 °C 7 4 hafia 4 hafta

B) Kit iginde bulunmayan reaktifler

ProC®Global tayininin giivenilirligi internal kontrol reaktifleriyle arttirttmugtir. Kitin
icine dahil olmayan bu reaktifler, ayni firmadan (Dade Behring, Marburg, Germany)
saglanmaktadir. Bu amagla kullanilan kontroller, Standart insan plazmasi, Kontrol N
ve ProC Kontrol Plazmasidir. Ayrica ¢alismada pihtilasmanin tetiklenmesi igin

gerekli olan CaCl, de firmaya aittir.

e Standart insan Plazmasi (Standart Human Plasma)

Standart insan plazmasi (Dade Behring, Marburg, Germany) koagiilasyon ve
fibrinoliz testlerinin kalibrasyonunda kullanmilmaktadir. Reaktif prospektiisiinde
bulunan tablodaki % degerleri, saglikli ve taze sitrathh insan plazmasi havuzundan
elde edilmistir ve tiim koagiilasyon faktorlerinin aktivitesinin normal oldugunu
gosterir. Koagiilasyon faktérleri ve inhibitérleri WHO standartlarina gére kalibre
edilmis ve degerler uluslararasi iinite olarak verilmistir. SIP, hepes tampon
soliisyonuyla (12 g/1) stabilize edilmistir ve liyofilizedir. Koagiilasyon sisteminin
kontak aktivasyonunu engellemek i¢in, silikonize viallerde saklanmaktadir.
Koruyucu ihtiva etmez ve distile su ile sulandinlarak oda 1sisinda 15 dk. bekletilerek

kullanima hazir hale gelir.

¢ Kontrol N (Control N)

Koagiilasyon ve fibrinoliz testlerinin normal aralik kontrolii igin kullamlir. Kontrol

N, saglikli kan vericilerinden toplanmig plazma havuzundan elde edilmistir. HEPES
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tampon soliisyonu (12 g/1) ile stabilize edilmistir ve liyofilizedir. Kontak
aktivasyonun Onlenmesi igin silikonize viallerde saklanmaktadir. Kontrol N
koruyucu ihtiva etmez ve distile su ile sulandirilarak oda 1sisinda 15 dk. bekletilerek
kullanima hazir hale gelir.

e ProC Anormal Kontrol Plazmasi (ProC Abnormal Control Plasma)

ProC Kontrol Plazmasi, ProC Global ydntemiyle elde edilen patolojik oranlarin
dogrulugunu gésteren anormal kontrol plazmasidir. Saglikli kan vericilerinden elde
edilen plazma havuzundan hazirlanmigtir ve tavsan plazmasi eklenerek belli bir
hassasiyete getirilmigtir. Tavsan Faktér V’i, Faktor V Leiden’de oldugu gibi APC
tarafindan kolayca inaktive edilmez., bu nedenle APC’ye bagli testlerde koagiilasyon
zamaninda uzama meydana gelmez. ProC Kontrol Plazmasi, Hepes tampon
soliisyonuyla (12 g/ ) stabilize edilmistir ve liyofilizedir. Koruyucu ihtiva etmez ve

distile su ile sulandirilarak 15 dk oda 1sisinda bekletilerek kullanima hazie hale gelir.

e Faktor V’den yoksun plazma (Factor V Deficient Plasma)

Faktor V’nin aktivitesini 6lgmek ve Ozel amagli olarak insan plazmasinda FVL’ye
bagli APCR’yi tespit etmek igin kullanilir. Faktor V’den yoksun plazma, %1°e esit
ya da daha az Faktér V aktivitesi olan liyofilize insan plazmasidir.
Immiinoadsorpsiyon yéntemi ile tiretilmistir. Igerisinde stabilizér olarak mannitol (20
g/1) ve heparin nétralizatérii olarak hexadimethrine bromide (5 mg/l) bulunmaktadir.
ProC Global testinde kullamminda, plazma Srnegi, Faktér V’den yoksun plazma ile
1+4 oraninda diliie edilir. Diliisyon ile diger faktorlerin etkileri minimize edilmis
olur ve azalmig normalize oranin, Faktor V Leiden’e bagli oldugu anlagilir. Distile su

ile sulandirilir ve oda 1sisinda 15 dk bekletilerek kullanima hazir hale getirilir.



29

2.2.3. Istatistiksel Analiz

Calismada gruplar aras1 dagilim sikligimin karsilagtirilmasinda ki-kare testi ve Fisher
Exact testi kullanildi. Her iki yOntemin birbiriyle uyumu McNemar testi ile
degerlendirildi. Aktive protein C rezistansi normalize oranlari (APCR-NO), her iki
test yonteminde de Mann Whitney U testi ile karsilagtirildi. Kan gruplarina gére
APCR-NO’lar1 ise One way Anova testi ile kargilastirildi. Tiim istatistik sonuglarinda
p<0,05 alti anlamli kabul edildi. Istatistiksel hesaplamalar SPSS 10.0 paket
programiyla yapildi.
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3.BULGULAR

Calismaya alinan 250 bireyden 57°si O ( %22.8), 64’1 A (%25.6), 65’1 B (%26) ve
64’1 AB (%25.6) kan grubundadir. 250 bireyin 208’1 erkek (%83.,2), 42°si (%16.8)
kadin olup tiim bireylerin yag ortalamasi 33 olarak bulunmustur (X £SD = 33.58+
9.03). Standart ve modifiye yontemle ¢alisilan 250 bireyin normalize oran sonuglari
ve pozitiflik-negatiflik dagilimlari Tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3.1. ProC Global Standart ve Modifiye yontem ile calisilan 250 saglikli kan vericisine

ait bilgiler ve sonuglar. PCGNO, standart yontemle ¢aligilan, PCGFVNO, modifiye yontemle
caligtlan olgularin normalize oranlaridar.

Plazmano | Kan.grubu Yag Cinsiyet PCGNO_|Poz-Neg PCGFVNO Poz-Neg |
1 O 24 E 0,99 neg 1,08 neg
2 AB 38 K 0,47 poz 0,49 poz
3 A 37 E 1,17 neg 1,08 neg
4 0] 27 E 1,33 neg 1,13 _neg
5 (@) 35 E 1,13 neg 1,16 __heg
6 A 33 E 1,06 neg 1,12 neg ‘
7 A 42 E 1,13 neg 1,18 neg
8 B 19 E 1,22 neg 1,1 neg
9 A 28 E 1,13 neg 1,09 neg
10 O 36 E 1,13 neg 1,09 neg
11 O 33 E 1,3 neg_ 1,14 neg

12 B 29 E 1,31 neg 1,17 neg
13 B 29 E 1,21 neg 1,18 neg
14 A 37 E 1.4 neg. 1.1 neg
15 [e) 20 K 1,19 neg 1,09 neg
16 (0] 34 K 1,36 neg 1,09 neg
17 (¢} 34 E 1,13 neg 1,06 neg
18 O 28 E 1,24 neg 1,11 neg
19 A 31 E 1,22 neg 1,07 neg
20 B 42 E 0,43 poz 0,42 poz
21 A 47 E 1,19 neg 1 neg
22 A 41 K 1,07 neg 1,01 neg
23 A 41 E 1,44 neg 1,26 neg
24 A 19 E 1,01 neg 1,04 neg
25 A 19 E 1,3 neg 1,1 neg
26 AB 27 E 1,01 neg 1,02 neg
27 (o] 33 E 1,428 neg 1,22 neg
28 B 39 E 1,08 neg 1,05 neg
29 A 27 E 0,8 neg 0,54 poz
30 (o] 26 E 1,26 neg 1,07 neg
31 0 25 E 0,9 neg 0,95 neg
32 9] 28 E 1,13 neg 0,98 neg
33 A 27 E 0,75 neg 0,56 poz
34 0 34 E 1,1 neg 1,08 neg
35 B 29 E 1 neg 1,1 neg
36 B 49 E 1,24 neg 1,1 neg
37 B 42 E 1,08 neg 1,14 neg
38 (@] 26 E 1,01 neg 1,11 neg
39 B 37 E 0,82 neg 1,09 neg




40 A 34 E 1,07 neg 1,05 ne
41 A 40 E 1,22 neg 1,1 neg
42 A 37 E 1,23 neg 1.1 neg
43 A 47 E 1,05 neg. 1 neg ‘
44 B 26 K 1,3 neg 1,17 ne
45 A 20 E 1,05 neg 1,01 neg
48 A 38 E 1,13 neg 1,2 neg
47 0 30 E 1,09 neg 1,12 neg
48 B 25 K 1,51 neg 1,18 neg ]
49 A 26 E 1,35 neg 1,17 nei
50 o) 25 E 0,6 poz 0,5 poz
51 O 22 E 1,49 neg 1,1 neg
52 0) 32 E 0,99 neg 1,12 neg
53 A 20 E 1.4 neg 1,15 neg
54 B 43 K 1,01 neg 1,02 neg
55 9] 29 E 1,13 neg 1,11 neg
56 9] 32 E 1,44 neg 1,09 neg
57 9) 32 E 1,26 neg 1,24 neg
58 @) 30 E 0,92 neg 1,04 ne
59 A 34 E 1,21 neg 1,08 neg
60 0 30 E 1,16 neg 1,21 neg
61 A 40 E 1,05 neg 1,02 neg
62 A 38 E 1,18 neg 1,16 neg
63 A 47 K 0,88 neg 0,98 neg
64 A 39 E 1,18 neg 0,98 neg
65 0 33 E 1,24 neg 1,07 neg
66 9] 30 E 1,2 neg 1,04 neg
67 (o) 40 E 1,3 neg 1,22 neg
68 A 21 E 0,77 neg 0,53 poz
69 A 28 E 1,18 neg 1,15 neg
70 A 40 E 1 neg. 1,17 neg
71 0] 34 E 1,57 neg 1,17 neg
72 A 19 E 0,66 poz 0,52 poz
73 A 30 K 1,36 neg 1,07 neg
74 0 26 E 0,86 neg 0,97 neg
75 A 37 E 0,93 neg 1,01 neg
76 AB 32 E 1,16 neg 1,15 neg
77 A 35 E 1,43 neg 1,13 neg
78 AB 23 K 1,28 neg 1,09 neg
79 AB 26 E 1,02 neg 1,11 neg ‘
80 A 37 E 0,72 neg 0,57 poz
81 AB 30 E 0,77 neg 0,56 poz
82 @) 40 E 1,27 neg 1,16 neg
83 ) 40 E 1,16 neg 1,37 neg
84 B 41 E 1,22 neg 1,11 neg
85 O 43 E 1,33 neg 1,12 neg
86 A 36 E 1,07 neg 1,12 neg
87 AB 29 E 1,24 neg 1,17 neg
88 A 19 E 1,04 neg 1,18 neg
89 AB 22 E 1,22 neg 1,06 neg
90 A 26 E 1,08 neg 0,99 neg
91 A 42 E 1,36 neg 1,04 neg
92 A 37 E 1,11 neg 1,12 neg
93 B 36 E 1,08 neg 1,14 neg
94 AB 28 E 1,06 neg 1,11 neg
95 AB 48 E 1,17 neg 1,22 neg
96 AB 24 E 1,26 neg 1,11 neg
97 AB 24 E 1,14 neg 1,06 neg
98 AB 28 E 0,75 neg 0,6 poz
99 AB 44 E 0,99 neg 1,04 neg
100 AB 38 E 1,23 neg 1,2 neg
101 B 22 E 0,98 neg 1,18 neg
102 A 38 E 1,25 neg 1,07 neg
103 A 38 E 0,94 neg 0,92 neg
104 AB 37 E 1,08 neg 1,16 neg
105 A 29 E 097 neg 1,02 neg
106 B 62 K 1,24 neg 1,12 neg
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107 A 32 E 1,12 neg 0,99 neg
108 A 37 E 1,1 _neg 1,12 neg
109 B 44 K 1,2 neg 1,15 neg
110 A 43 E 1,33 neg 1,14 neg
111 AB 30 E 1,14 neg 1,1 neg
112 B 34 E 1,23 neg 1,04 neg
113 B 32 K 0,86 neg 1,03 neg
114 AB 37 E 0,91 neg 1,14 neg
115 AB 41 E 0,79 _neg 1,1 neg
116 B 35 E 0,69 poz 0,59 poz
117 B 29 E 1,27 neg 1,19 neg
118 AB 34 E 1,02 neg 1,04 neg
119 AB 36 E 1,28 neg 1,26 neg
120 AB 52 E 0,88 neg_ 1,12 neg
121 A 34 E 1 neg 1,11 neg
122 AB 26 E 1,16 neg 1,22 neg
123 AB 36 E 1,08 neg 1,26 neg
124 A 32 E 1,05 neg 1,06 neg
125 A 21 E 1,32 neg 1,22 neg
126 0 33 E 1,23 neg 1,08 neg
127 AB 21 E 1,14 neg 1,29 _neg
128 AB 46 E 1,02 neg 1,02 neg
129 AB 45 E 0,9 neg 1,12 neg
130 o 40 E 1,38 neg 1,09 neg
131 A 44 K 0,86 neg 1,03 neg
132 o) 38 E 1,13 neg 1,25 _neg
133 0 63 E 1,18 neg 1,2 neg
134 B 54 K 1,16 neg 1,15 neg
135 B 20 E 1,16 neg 1,26 neg
136 o) 53 E 1,32 neg 1,3 neg
137 B 21 E 1,26 neg 1,09 neg
138 B 21 E 1,17 neg 0,99 _hneg
139 B 44 E 1,07 neg 1,14 neg
140 AB 27 E 0,59 poz 0,59 poz
141 B 46 E 0,84 neg 0,6 poz
142 B 46 E 0,99 neg 1,05 neg
143 B 40 E 1,02 neg 0,62 poz
144 0 22 E 0,52 poz 0,56 poz
145 B 25 E 1,41 neg 1,13 neg
146 B 29 E 1,25 neg 1,17 neg
147 ] 31 K 1,31 neg 1,11 neg
148 (e 32 E 1 neg 1,03 neg
149 A 38 E 1,12 neg 1,28 neg
150 A 19 E 1,07 neg 1,13 neg
151 B 27 E 1,25 neg 1,16 neg
152 A 31 E 1,05 neg 0,93 _neg
153 0 19 K 1,05 neg 0,97 neg
154 A 19 E 1,09 neg. 1,28 neg
155 0] 39 E 1,32 neg 1,2 neg
156 () 38 E 1,42 neg 1,21 neg
157 (@) 28 E 1,11 neg 1,18 neg
158 B 28 E 1,17 neg 1,13 neg
159 0 28 E 1,16 neg 1,15 neg
160 B 40 E 1,06 neg 1,13 neg
161 B 36 K 1,27 neg 1,06 _neg
162 A 32 K 0,57 poz 0,54 poz
163 A 47 E 1,158 neg 1,22 neg
164 o] 52 E 1,11 neg 1,1 neg
165 0 52 E 1,33 neg 1,12 neg
166 e} 47 E 1,26 neg 1,18 neg
167 o) 20 E 1,15 neg 1,13 neg
168 B 46 E 1,15 neg 1,2 neg
169 AB 24 K 1,13 neg 1,22 neg
170 AB 39 K 1,15 neg 1,11 neg
171 AB 28 E 0,93 neg 1,09 neg
172 AB 38 E 0,89 neg 1,08 _neg
173 AB 21 E 1.4 neg 1,03 neg
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174 B 44 E 1,24 neg 1,13 neg
175 AB 22 E 1,01 neg 0,93 neg
176 B 25 E 0,98 neg 0,95 neg
177 B 28 E 1,04 neg 1,03 neg
178 B 36 E 1,13 neg 1,16 neg
179 AB 29 E 1,05 neg 1,04 neg
180 B 41 E 1,39 neg 1,15 neg
181 AB 43 E 1,13 neg 1,17 neg
182 B 43 E 1,09 neg 1,14 neg
183 A 24 E 1,16 neg 0,99 neg
184 B 47 K 0,62 poz 0,56 poz
185 AB 48 E 1,3 neg 1,1 neg
186 B 23 E 1,18 neg 1,14 neg
187 AB 27 E 1,01 neg 1,06 neg
188 AB 32 E 1,34 neg 1,21 neg
189 AB 36 E 0,86 neg 0,56 poz
190 B 28 E 0,67 poz 0,87 neg
191 AB 25 E 1,08 neg 1,14 neg
192 AB 21 K 0,63 poz 0,54 poz
193 B 37 E 0,91 neg 0,91 neg
194 B 36 E 0,6 poz 0,53 poz
195 B 34 E 1,17 neg 1,05 neg
196 B 23 E 1,05 neg 1,15 neg
197 AB 25 E 1,18 neg 1,09 neg
198 B 23 E 0.8 neg 0,57 poz
199 B 27 E 1,26 neg 1,13 neg
200 AB 45 E 1,08 neg 1,33 neg
201 B Lyl E 0,74 neg 0,59 poz
202 B 46 E 1,19 neg 1,17 neg
203 AB 33 E 1 neg 1,03 neg
204 AB 38 K 1,48 neg 1,16 neg
205 AB 43 E 1,14 neg 1,02 neg
206 AB 32 K 1,27 neg 1,16 neg
207 AB 41 E 1,44 neg 1,34 neg
208 B 42 E 1,01 neg 1 neg
209 B 38 E 1,07 neg 1,05 neg
210 AB 45 E 1,36 neg 1,2 neg
211 B 19 E 1,12 neg 1,16 neg
212 B 33 E 1,05 neg 1.1 neg
213 AB 24 E 0,6 poz 0,563 poz
214 AB 24 E 1,27 neg 1,06 neg
215 A 39 E 1,06 neg 1,04 neg
216 B 41 E 1,14 neg 1,07 neg
217 9 31 E 1,24 neg 1,1 neg
218 B 24 K 1,32 neg 1,04 neg
219 A 25 K 1,07 neg 0,96 neg
220 A 26 K 1 neg. 1,09 neg
221 ) 32 K 1,13 neg 1,15 neg
222 A 27 K 0,97 neg 1,01 neg
223 A 35 K 1,25 neg 1,19 neg
224 B 25 K 0,87 neg 1 neg
225 A 28 K 1.25 neg 1,35 neg
226 B 28 E 1,08 neg 1,06 neg
227 A 39 K 0,61 poz 0,55 poz
228 B 24 K 1,17 neg 0,97 neg
229 AB 36 K 1,27 neg 1,15 neg
230 9] 24 E 1,42 neg 1,06 neg
231 0 27 K 0,81 neg 0,54 poz
232 ) 27 K 1,21 neg 1,16 neg
233 9 22 E 1,24 neg 1,04 neg
234 9 27 K 1,46 neg 1,26 neg
235 B 39 K 1,05 neg 1.1 neg
236 B 45 E 1,51 neg 1,1 neg
237 ) 20 K 0.9 neg 0,87 neg
238 A 27 K 0,89 neg. 1 neg
239 AB 34 E 1,1 neg 1,01 neg
240 AB 59 E 1,18 neg 1.1 neg

33



34

241 B 58 E 0,93 neg 1 neg
242 AB 43 E 0,85 neg 0,99 neg
243 AB 26 E 1,16 neg 1,03 neg
244 AB 54 E 0,99 neg 1,04 neg
245 AB 36 E 1,08 neg 1,08 neg
246 AB 48 E 0,51 poz 0,4 poz
247 AB 37 E 1,09 neg 1,35 neg
248 AB 35 E 0,52 poz 0,57 poz
249 AB 42 E 0,61 poz 0,77 poz
250 AB 33 E 1,22 neg 0,87 neg

3.1. Kan gruplarma gére APCR(+)’ligi sikhg1

Calismaya aliman 250 olguda APCR iki yontemle ayr1 ayr1 degerlendirildiginde,
standart yonteme gore modifiye yontemde APCR(+)’lik siklig1 fazla idi (17 olguya
karst 28 olgu, p=0,03) (Tablo 3.2.). APCR(+)’liginin kan gruplarna gore
dagiliminda ise gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Hem standart ySntemde
hem de modifiye yontemde APCR(+) olgularin siklifinin kan gruplarma gore
dagilim farklh degildi (p=0.357 ve p=0,339).

Tablo 3.2. Kan gruplarina gore her iki ydntemle saptanan APCR(+) olgu sayis1 (Standart
ontemde alt sinir 0,69, modifiye yontemde 0,86 olarak alinnmgtir)

Kan gruplan Standart Modifiye P
yintem yontem

O (n=57) 2 3 0.99

A (n=64) 3 7 0.125

B (n=65) 5 8 0.375

AB (n=64) 7 10 0.250

Toplam (n=250) 17 28 0.03

3.2. Her iki yontem ile APCR(-) olarak saptanan olgular

Her iki yontem ile de APCR(-) olarak saptanan olgular (n=221) ayr bir grup olarak
degerlendirildi ve APCR normalize oranlar1 (APCR-NO) iki yontem igin
karsilagtirildi. Tiim olgularda medyan APCR-NO standart yontemle 1,14+ 0,15 iken
modifiye yontemle 1,10£0,09 olarak saptandi ve bu fark istatistiksel olarak
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anlamhyd: (p<0.0001). Kan gruplarina gore ayn ayn degerlendirildiginde AB grubu
disindaki kan gruplarinda APCR-NO’lar1 iki yéntemle farkli bulundu (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 APCR(-) olgularda iki yontemle bulunan APCR-NO degerlerinin kan
gruplarma gére dagihm (*p<0,05; **p<0,01)

Kan gruplar1 | Standart yontem | Modifiye yontem p
O (n=54) 1,21 (0,86-1,57) 1,11 (0,87-1,37) | <0.0001%**
A (n=57) 1,11 (0,89-1,44) 1,09 (0,92-1,35) 0,032*
B (n=56) 1,16 (0,82-1,51) 1,12 (0,91-1,26) 0,023*
AB (n=54) 1,14 (0,79-1,48) 0,11 (0,87-1,35) 0,785
Toplam (n=221) | 1,14(0,79-1,57) 1,10 (0,87-1,37) | <0.0001**

3.3. Standart yontemde APCR(-) olgularda APCR-NO’lar

Standart yontemde 233 olguda APCR(-) idi ve medyan APCR-NO 1,13%0,16 idi.
Kan gruplarna gére APCR-NO’lar1 istatistiksel olarak farkl idi (p=0,009). O kan
grubuna sahip olgularin medyan APCR-NO’larimin A ve AB grubuna gore farkli
oldugu goriildii (p=0,016) (Tablo 3.4., grafik 3.1.).

Tablo 3.4. Standart yéntemde APCR(-) olgularda APCR-NO’larinn kan gruplarina
gore daghmi

Kan gruplan Standart yontem p
Medyan (+2SD)

o (n=55) 1,20 (0,81-1,57)

A (n=61) 1,10 (0,72-1,44)

B (n=60) 1,15 (0,74-1,51)

AB (n=57) 1,13 (0,75-1,48)

Toplam  (n=233) 1,13 (0,72-1,57) 0,009**
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PCANR

KAN GRUBU

Grafik 3.1. Standart yontemde APCR(-) olgularda APCR-NO’larinin kan gruplarina

gbre dagilimu

3.4. Modifiye yontemde APCR(-) olgularda APCR-NO’lan

Modifiye yontemde 222 olguda APCR(-) idi ve medyan APCR-NO 1,10+0,09 idi.
Kan gruplarina gore APCR-NO’larinda istatistiksel olarak fark yoktu (p=0,225)

(Tablo3.5., grafik 3.2.).
Tablo 3.5. Modifiye yontemde APCR(-) olgularda APCR-NO’larinm kan

gruplarma gore daglimm

Kan gruplan Modifiye yontem P
Medyan (+2SD)

O (n=54) 1,11 (0,87-1,37)

A (n=57) 1,09 (0,92-1,35)

B (n=57) 1,11 (0,87-1,26)

AB (n=54) 1,11 (0,87-1,35)

Toplam  (n=222) 1,10 (0,87-1,37) 0,225
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Grafik 3.2. Modifiye yéntemde APCR(-) olgularda APCR-NO’larinin kan
gruplarina gére dagibum

3.5. O ve O-dist kan grubundaki olgularin APCR(+)’lik sikhig
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Olgulart O ve O-disi olarak 2 gruba ayirdiktan sonra APCR(+)’ligi, standart
yontemde O grubunda %3,5 (n=2), O-diginda %7,8 (n=15) (p=0,374), modifiye
yontemde ise O grubunda %5,3 (n=3), O-disinda %13 (n=25) (p=0,150) olguda
saptandi. Siklik risk oranlar1 her iki yontemle ayn ayr degerlendirildiginde
istatistiksel olarak farkli olmadig: goriildii (Tablo 3.6.).

Table 3.6. O ve O-dis1 kan grubundaki olgularda APCR (+)’1i8i siklik riski

(Risk oranlari)

O grubu O-dis1 (A, B, AB) p
Standart yontem 0,498 (0,133-1,870) 0,440 (0,147-1,316) | 0,261
(Risk oranlari)
Modifiye yontem | 1,1555 (0,957-1,393) 1,180 (1,017-1,369) | 0,106
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3.6. O ve O-dis1 kan grubundaki olgularin APCR-NO’larinin karsilastiriimasi

O ve O-dis1 kan grubundaki 250 olgunun APCR-NO’lar her iki yontemle ayr1 ayr
degerlendirildi. Standart yéntemde medyan APCR-NO, O kan grubunda 1,19+0,20
iken O-dis1 grupta 1,09+0,21 bulundu (p=0,01). Modifiye yontemde ise O grubunda
1,11+0,15 iken O-dig1 grupta 1,09+0,20 olarak bulundu (p=0,042) (Tablo3.7). O ve
O-dis1 kan grubundaki APCR(-) olgularda APCR-NO’lar1 her iki yontemle ayr1 ayn
degerlendirildiginde ise standart yontemde medyan APCR-NO, O kan grubunda
1,20+£0,17 iken O-disi kan grubunda 1,12+0,16 olup, istatistiksel olarak farkh
bulundu (p=0,001). Modifiye yontemde ise boyle bir fark gézlenmedi (p=0,170)

(Tablo 3.8.).
Table 3.7. O ve O-dig1 kan grubundaki tiim olgularda APCR-NO’larnnin karsilagtinimasi

0 O-dis1(A,B,AB) P
Standartyontem (n=250) | 1,19 (0,52-1,57) 1,09 (0,43-1,51) 0,001
Modifiyeyontem(n=250) | 1,11 (0,50-1,37) 1,09 (0,40-1,35) 0,042

Tablo 3.8. O ve O-dis1 kan grubundaki APCR(-) olgularda her iki yontemle APCR-NO’larinn
karsilagtiriimas:

0 O-dist (A, B, AB) p
Standart yontem (n=233) | 1,20 (0,81-1,57) | 1,12 (0,72-1,51) 0,001
Modifiye yontem (n=222) | 1,11 (0,87-1,37) | 1,10 (0,87-1,35) 0,170

Her iki yontem ile de APCR(-) olarak saptanan olgular (n=221) ayr bir grup olarak
ele almarak (n=221) ve O ve O-dis1 kan grubunun APCR-NO’lar1 birbiri ile
karsilagtirildi. Standart yontemde O kan grubundaki olgularda medyan APCR-NO
1,20+0,16 iken diger kan grubundaki olgularda 1,13+0,14 olup bu fark istatistiksel
olarak anlamh idi (p=0,003). Modifiye yontemde ise O kan grubundaki olgularda
medyan APCR-NO 1,11+0,09 iken diger kan grubundaki olgularda 1,10+0,09 olup,
istatistiksel olarak anlamli olmadig goriildii (p=0,189).
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3.7 Standart yontemle alt simir degisikligi yapildigmda APCR(+)’lik sikhg1

degisimi

Standart yontemde alt sinir, kit prospektiisiinde yontem i¢in belirlenmis deger olan
0,69 olarak alindiginda saptanan pozitif olgu sayist 17 iken, ¢ogu laboratuvarda
belirlenmis deger olan 0,80 olarak alinsaydi pozitif olgu sayis1 26°ya ulagmaktadir;
ancak bu degisiklik istatistiksel olarak anlamui degistirmemektedir (p=0,186). O
grubundaki pozitiflik sayisi ayni kalirken O dis1 kan grubundaki pozitiflik sayisi
15°den 24’e¢ ¢ikmaktadir (Tablo 3.9). Bu durumda O grubunda sikhk %3,5 (n=2)
karsin O-dist grupta %12,5 (n=24) olmaktadar.
3.9. Standart yontemle alt suir degisikliginde APCR(+)’1ik siklig (0,80)

Kan grubu Standart yontem P

0o (n=57) 2

A (n=64) 7

B (n=65) 7

AB (n=64) 10

Toplam (n=250) 26 0,186
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4. TARTISMA VE SONUC

Tromboz riski ile kan gruplar: arasinda bir baglant1 oldugu yaklagik 30 yil dnce ileri
stirlilmiis olmakla birlikte; bunun nedeni konusunda ¢ok az bilgi mevcuttur. ABO
kan gruplariyla trombofilinin en yaygin sebebi olan APCR iligkisi konusunda da
yeterli veri bulunmamaktadir. FV Leiden tastyicisi olup trombotik olay gegirenlerde
O-dis1 kan grubu sikligi anlamlica yiiksek bulunmustur. Semptomatik FVL tastyicis
olan 147 olgudan, O grubunda 27 (%18) ye kars1 O-dis1 kan grubunda 120 (%82)
olguda tromboz gériilmiistiir (Robert ve ark., 2000). Calismamizda APCR varligim
gosteren oran (APCR-NO) kan gruplarina gore degerlendirildiginde, O kan grubuna
sahip olgularin medyan APCR-NO’larinin A ve AB grubuna gore farkli oldugu
goriildi (p=0,016) (Téblo 3.4, grafik 3.1). Sonuglarimiz olgular O ve O-dis1 grup
olarak ele alindiginda ise, APCR-NO’larinin A, B ve AB kan gruplarmndan olusan
grupta (O-dis1 grup), O grubuna oranla daha diisiik oldugunu ortaya koymustur (1,12
40,16 vs: 1,20+£1,7 p<0,01) (Tablo3.8). Bu sonuglara standart APCR ©6l¢iim
yonteminde ulagilmigtir. APCR-NO’nun standart yontemle 0,69’un altinda olmast
rezistansin varhigim gosterdiginden, bu oran normal siurlar iginde olmakla birlikte
rezistansa yakin olarak degerlendirilebilir. Standart yontem FV Leiden’e 6zgiin
olmaksizin viicutttaki fizyolojik durumu daha iyi yansitmaktadir. Bu y6ntemle
protein C antikoagiilan yolundaki diizensizlikler ve kazanilmig APC rezistans: olan
olgular daha iyi saptanabilmektedir. Ilging olarak, FVL mutasyonu tagiyanlarda O
kan grubunun tromboza karsi koruyucu olabilecegi ileri siirlilmiistiir. Venoz
trombozlu 178 olguda yapilan ¢aligmada, FV Leiden tasiyicisi olan 28 olgudan
sadece 1’i O grubunda iken 27’sinin O-dis1 grupta (24 A, 1 B, 2 AB) oldugu
saptanmigtir (Ordonez ve ark., 1999). FVL tasiyicilarinda, antikoagiilan
proteinlerdeki defektler ve protrombin G20210A gibi, O-dis1 kan gurubunun da ilave
bir risk faktdrii oldugu ve FV Leiden diginda zayif bir risk faktéri oldugu
diisiiniilmektedir (Robert ve ark., 2000). Antikoagiilan protein eksiklikleri ve
protrombin G20210A mutasyonu goriilme siklig1 diisiik olmasina kargin, beyaz irkta
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FV Leiden ve O-dis1 kan grubu birlikteligi siklikla goriilmektedir. Bu baglamda FVL
tastyicilarinda ABO kan gruplarimin diger genetik ve gevresel risk faktorleri gibi
dikkate alinmasimn gerekliligi ileri stirtilmiistiir (Robert ve ark., 2000). Bizim bu
bulgumuz, altta protrombotik bir yatkinlig1 olan kisilerde, O kan gurubunun APC
rezistansindan uzak olusu kavramu ile uyumludur. Yani O kan grubu, ister tiim
olgular birlikte degerlendirilsin (Tablo3.7) isterse esik degeri olan 0,69’un iistiinde
olanlar (Tablo3.8) degerlendirilsin, fizyolojik bir avantaj saglar goriinmektedir.
Modifiye yontemde ise kan gruplan arasinda bir farklihik goriilmemistir (p=0,170).
Modifiye yontem temelde diliisyon tizerine kurulmustur. Burada incelenen
plazmanin 1:5 oraninda saglam kontrol plazmasi ile sulandinlmasi basta FVIII
yiiksekligi olmak iizere bazi etmenleri gidermektedir. FVIII yiiksekligi standart
yontemde yalanci APC rezistansina yol agmaktadir. In vitro kogullarda normal
bireylerin FVIII seviyeleri 2,0 IU/ml iizerine ¢ikarilarak APCR’ye bakildiginda,
APCR normalize oranmmmn FVIII seviyesi artisiyla sistematik bi¢imde diistiigi
gbzlenmis ve standart Olglim yonteminin yiiksek FVIII diizeylerinden dogrudan
etkilendigi ve zayif APC yamta neden oldugu belirtilmistir (Grafik 3.1.) (Laffan ve
Manning, 1996). Standart yontemle APCR’ye yol acan FVIII’in kan gruplaria gore
dagilimi da ozellik tagimaktadir. O kan grubundaki bireylerin O-dis1 gruptakilere
oranla daha diisiik FVIII seviyelerine sahip oldugu bilinmektedir (Ordonez ve ark.,
1999; O’Donnel ve ark., 2000). O kan grubu 0,75-0,81 IU/ml plazma vWEF/FVIII
seviyelerine sahipken, O-dis1 grupta bu seviye 1,1-1,39 IU/ml olarak saptanmigtir
(O’Donnel ve ark., 2000). Calismamizda FVIII seviyelerini kontrol etmemis
olmamizla birlikte modifiye yoéntemle ortalama APCR-NO’lardaki farkin ortadan
kalkmas: bu faktorlerin (FVIII ve vWF) test i{izerindeki etkilerinin azaltilmas: ile
agiklanabilir. Ancak bu durumun in vitro bir fenomen olup, standart ySntemin

fizyolojik durumu daha iyi yansittigin1 vurgulamak gerekir.

Calismarmzda APCR(+)’lik sikligi ise her iki yontemle O ve O-disi kan
gruplarinda degerlendirilmistir. Her nekadar iki yntemle de gruplar arasinda siklik
bakimindan istatistiksel olarak farklilik saptanmamis olsa da, standart yontemle O
grubunda %3,5 (n=2)’a kars1 O-disi olanlarda %7,8 (n=15), modifiye yontemle ise O
grubunda %35,3 (n=3)’e¢ karsi %13 (n=25) olguda pozitiflik saptanmistir. Burada
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calisma grubunun kiiciikliigii smurlayict faktor gibi goriinmektedir, ancak
APCR(+)’liginin O-dig1 kan grubundaki yiiksek sikligr ilging bir ipucu tasimaktadir.
Standart yontemde alt smirin 0,8 kabul edildigi caligmalar da bulunmaktadir
(Ruzicka ve ark., 1997; Rimmer ve ark., 2000). Bizim ¢alijmamizda alt sir 0,8
kabul edildiginde istatistiksel anlam degismemekle beraber, O grubundaki APCR(+)
olgularn siklifinda bir degisiklik meydana gelmezken (n=2, %3,5) O-dis1 grupta
siklik artmaktadir (n=24, %12,5) (Tablo3.9).

ProC® Global yonteminin her iki metod i¢in giivenilirligi, prospektiiste de
belirtildigi gibi her laboratuvarin kendi referans aralifim belirlemesiyle daha da
artirilabilir. Standart ve modifiye 6lgiim yontemlerinde normal aralik alt sirlan
prospektiiste 0,69 ve 0,86 olarak bildirilmistir. Caligmamizda bu alt smirlara gore
standart yontemle %6,8 (n= 17), modifiye yontemle %11,2 (n= 28) APCR(+)’ligi
saptanmigtir. ProC® Global yontemiyle, calisilan populasyona goére saglikli
bireylerde APC’ye zayif cevabmn %3,6-16,9 arasinda degistigi rapor edilmistir
(Toulon ve ark., 2000; Gemmati ve ark., 1998). Modifiye yontemle pozitif olarak
saptanan 12 olgu standart yontemle negatif olarak saptanmustir. Bu olgularm 6°s1
0,72-0,77 arahigindadir (Tablo3.1). Standart yéntem igin pozitiflik alt sinrmn 0,8
olarak belirlendigi bir ¢alismada diisiik yapmus kadinlarda protein C antikoagiilan
yolundaki defektlerin tam olarak tanimlandig belirtilmektedir (Sarig ve ark., 2002).
Modifiye yontemle pozitiflik alt siurina yakmn (0,87) olan 3 olgudan 2’si her iki
yontemle negatif bulunurken, 1 olgu standart yontemle pozitif bulunmustur.
Pozitiflik alt simirinda olan bu olgulanin gergek pozitif veya negatif olduklan
bilinmemektedir. ProC Global modifiye yontemle ilgili yapilan ¢aligmalarda ise alt
smmir 0,70 ila 0,80 olarak belirlenmis ve duyarlilik ve 6zgiinliigiin %100 oldugu
saptanmstir (Toulon ve ark., 2001; Dragoni ve ark., Quincampoix ve ark., 2001). Bu
baglamda APCR(+) ve sinirda olan olgularin, altin standart olarak bilinen DNA
analizleriyle dogrulanmasi ve buna gore yeni normal araliklarin belirlenmesi

gereklidir.

ProC® Global standart 6l¢iim yonteminin protein C antikoagtiilan yolundaki

diizensizlikler ve kazamilmus APCR i¢in, modifiye yontemin ise FV Leiden igin
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spesifik bir test olarak uygulanmasi ve yalnizca diisiik APC yamit1 gésteren olgularin
spesifik testlerle irdelenmesi Gnerilmigtir (Toulon ve ark., 2001; Quincampoix ve
ark., 2001). Trombofilik hastalarda standart ve modifiye y6ntemi karsilagtiran bir
calismada ise standart yontemin kullanimiyla FVL’ye bagli olmayan
APCR(+)’liklerin gézden kaciriimadiginin alti gizilmistir (Gennari, 2000). Her ne
kadar g¢aligmamizda modifiye yoOntemle negatif olup standart yontemle pozitif
saptanan bir olgu olsa da APC’ye zayif yanitin tiim nedenlerinin gosterilebilmesi

i¢in her iki yOntemin birlikte uygulanmasi gereklidir.

Calismamizda erkek olgularin fazla (n= 208/250) olmas: nedeniyle cinsiyet
bakimindan APCR-NO’lar1 karsilagtinlamamigtir. Bu ¢alisma saglikli erkek agirlikli
APCR(+)’lik siklig1 ve APCR-NO’lar1 yansitmaktadir.

Bu calisma O kan grubunda ortalama APCR-NO’nun rezistansin uzaginda
oldugunu ve O kan grubunda tromboza karsi avantaj saglayan durumun bu
olabilecegini ortaya koymustur. Ayrica bu ¢aligmada ulagilan APCR sikhiinin kan
gruplarina gore dagilimi bulgusu (O kan grubunda istatistiksel anlama ulagamayan
seyrek goriilme hali) molekiiler yontemle irdelenmesi gereken yeni bir ¢aligmaya

temelolabilecektir.
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OZET

Aktive Protein C Rezistansmm ABO Kan Gruplaryla iligkisi

Bu c¢aligmanin amaci, saglikli kan vericilerinde ABO kan gruplarina gére, APCR
tarama testi olarak kullamlan APCR normalize oraninin (APCR-NO) ve
APCR(+)’ligi sikliginin farkli olup olmadigim irdelemektir.

Sebebi tam agiklanamamakla birlikte, O-dis1 kan grubuna sahip kisilerin O kan
grubuna oranla tromboz riskinin daha yliksek oldugu ileri siiriilmiistlir. Kan gruplar
ile trombofilinin en yaygin sebebi olan aktive protein C rezistansi (APCR) iligkisi
konusunda yeterli veri bulunmamaktadir. APCR’ye % 95 sebebiyet veren Fakt6ér V
Leiden ile kan gruplan arasindaki iligkiyi tammlayan bir ¢alismada, FVL heterozigot
bireylerde ventz tromboz siklifi ve goriilme riskinin O-dig1 gruplarda O gruplarina
gore daha yiiksek oldugu bildirilmisgtir.

Calismaya Mart-Haziran 2002 tarihlerinde kan merkezine gelen ortalama 33
yasinda (19-63 yil) 250 goniillii kan vericisi (208 E/42 K) alindi. Calisma igin lokal
etik kurul onayr ve goniilli olur formu edinildi. Alinan plazma o6rneklerinde
APCR’yi 0lgmek i¢in ProC® Global testi (Dade Behring, Marburg, Germany)
standart ve modifiye yontemle (FV yoksun plazma) es zamanh c¢alisildi. Standart
yontemle 0,69°un, modifiye yontemle 0,86’ min altt APCR(+)’1igi olarak kabul edildi.

Standart yontemle 17 olguda, modifiye yontemle 28 olguda APCR(+)’ligi
saptandi1 (p=0,03). Her ne kadar O kan grubunda en az AB kan grubunda en fazla
APCR(+) olgu izlense de aradaki farklar anlamli degildi. APCR (-) olgularda, standart
yontemle O grubunda ortalama APCR-NO en yiiksek izlendi (p=0,016). Modifiye
yontemle ise kan gruplarina gore ortalama APCR-NQO’larinda fark yoktu. Olgular O
ve O-dis1 kan grubu olarak ele alindiginda, APCR(+)’lik siklig1 standart yontemde O
grubunda 2(%3,5), O-disinda 15(%7,8) (p=0,344), modifiye yontemde ise O grubunda
3(%5,3), O-disinda 25(%13) olguda saptandi. APCR(-) olgularin APCR-NO’lar
degerlendirildiginde, standart yontemde O grubunda O-dist kan gruplarina goére
istatistiksel olarak fark saptanirken (p=0,001), modifiye yontemde bu fark gériilmedi.

Standart yontem FV Leiden’e (FVL) 6zgiin olmaksizin viicuttaki fizyolojik
durumu daha iyi yansitmaktadir. Standart yontemle O kan grubunda APCR-NO, O-
dis1 kan gruplarina gore rezistansin uzaginda bulunmustur. FVL icin daha 6zgiin ve
duyarli olan modifiye yontemle APCR-NO’lar1 kan gruplart arasinda (O ve O-dist
gruplar arasi bakilsa da) farklilik géstermemektedir. Bu durum O-dis1 kan gruplarinda
FVIII diizeyinin daha yiiksek olmasi ve modifiye yontemde diliisyonun bu dezavantaji
gidermesiyle agciklanabilir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da, modifiye
yontemde APCR(+) olgu sikligi, O grubunda O-dist gruba oranla daha az
bulunmustur. Burada ¢alisma grubunun kigiikliigli smrlayici  faktor gibi
goriinmektedir.
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Bu calisma O kan grubunun fizyolojik olarak aktive protein C rezistansindan
uzak oldugunu gosterirken, O kan grubunda APCR(+)’liginin daha seyrek olabilecegi
kuskusunu dogurmaktadir.

Anahtar Sézciikler : ABO kan gruplan, Aktive protein C rezistansi, aktive
protein C rezistans1 normalize orani, Faktér V Leiden, ProC Global, standart ve
modifiye yontem.
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SUMMARY

The Relation of Activated Protein C Resistance with ABO Blood Types

The aim of this study is to investigate the relationship between APCR normalized
ratios and ABO blood groups.

Althogh the reason is not well known, it is expected that, the individuals with
blood group O have lower risk of thrombosis than with individuals with blood group
non-O. There is not sufficient documents related to the relation between the blood
groups and the most frequent cause of thrombophilia, APCR. In a study explaining
the relation between blood groups and factor V Leiden which is the major cause of
APCR, it was reported that, in FVL heterozygot individuals the prevalance of venous
thrombosis and risk was higher in individuals with blood group non-O compared to
individuals with blood group O.

We have studied plasma samples of 250 blood donor volunteers (208 M/42 F)
with median age 33 (19-63 years) in blood center between March-June 2002. The
study was started after the approval of local ethical committee confirmation and only
volunteers who gave written informed consent were excepted for the study. APCR,
detected by ProC® Global kit (Dade Behring, Marburg, Germany) was performed
simultaniously with the standart and the modified (FV depted plasma) assays. The
cut-off values for the standart assay and the modified assay were 0,69 and 0,86 and
the values below these ratios were accepted as APCR(+).

Seventeen pozitivities with the standart assay and 28 pozitivities with the
modified assay were detected (p=0,03). Despite the APCR(+) subjects beeing the
most in blood group AB and the least in group O, there was no difference betweeen
the groups. With the standart assay the median APCR-NR was the highest in blood
group O in APCR(-) subjects (p=0,016). There was no significant difference
between the blood groups and the APCR-NR in the modified assay. When the
subjects were divided into two groups as O and non-O, in the standart assay APCR
pozitivity was %3,5(n=2) in group O, %7,8(n=15) in non-O (p=0,344), and in the
modified assay %5,3(n=3) in group O, %13(n=25) in group non-O. When the
APCR-NR’s were evaluated in APCR(-) subjects, there was a significant difference
in blood group O compared to blood group non-O with the standart assay
(p=0,001), but no significant difference with the modified assay.

Standart assay not being spesific for FV Leiden represents the in vivo
physiological conditions better. With the satandart assay, there was a negative
relation between APCR-NR’s and blood group O. APCR-NR’s were not different
between the blood groups (even divided in two groups as O and non-O) with the
modified assay known as the most spesific and sensitive assay for FVL. This
situation may be explained by the high levels of FVIII in blood group non-O. The
dilution made in the modified assay may have normalised this disadvantage. Even
though it was not statistically different, the prevalance of APCR positivity was
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lower in blood group O compared to blood group non-O. The small number of
subjects studied seems to be the limiting factor.

This study suggests that, blood group O is physiologically away from
activated protein C resistance and the APCR pozitivity may be low in blood group
0.

Key Words : ABO blood groups, Activated protein C resistance, activated
protein C resistance normalized ratio, Factor V Leiden, ProC Global, standart
and modified assays.
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