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OZET

En az iki kez ve hzerinde tekrarlayan digiik ve olim dogum
hikayesi olan, yaglar: 19-49 arasinda degisen, 435 kadin hasta
grubumuzu olusturdu, en az bir kez canli dogum yapmuys olan
0 saglikli kadmn kontrol grubumuzu olusturdu. Kardivolipin,
Josfotidil serin, fosforidik aside karst antifosfolipid antiforlar:
(APA; I3 G, [g M, Ig A tipi), ELISA (Stago) metoduyla arag-

trdik. Hastalarda APA prevalansint % 49 oramnda pozitif

olarak bulduk. Daha genis hasta gruplarinda calisilmast
onerilir. Standart APTT testi ile lupus antikoagiilaninin aras-
tirilmasi giivenilir degildir.

Anahtar kelimeler: Antifosfolipid antikorlar, disiik, lupus
antikoagiilan:

SUMMARY

Research of Antiphospholipid Antibodies in Patients who
had Recurren Abortus and Intrauterin Death

45 women, aged between [19-49, who had ar least twice or
more recurrent abortus and intrauterin death made up our
patient group, 30 healthy women who had at least one living
birth made up our control group. We studied antiphospholipid
antibodies (APA; Ig G, g M, Ig A tpes) mixed of antibodies
against cardiolipin, phosphotydil serin, phosphotidic acid
using ELISA (Stago) method. We found prevalance of APA
positivity % 49 in patients. It is recommended to study in big-
ger, similar patient groups. Searching for lupus anticoagu-
lants by using standard APTT test is not so reliable.

Key words: Antiphospholipid antibodies, abortus, lupus anti-
coagulant

Arka arkaya iki veya daha fazla diisiik olmas1 halinde
tekrarlayan diisiiklerden bahsedilir (). Etyolojinin belir-
lenemedigi olgularda, immiinolojik faktorler ve bazi ge-
netik olaylarin sorumlu olabilecegi diisiiniilmektedir ().

Antifosfolipid antikorlarin varligi, sistemik lupus erite-
matosum (SLE) olan kadinlarda fetal kay1p riskini gos-
terir ®). Orta veya yiiksek diizeyde antifosfolipid anti-
korlarin arter trombozu, ven trombozu, tekrarlayan fetal
kayip veya trombositopeni ile ilgili olusu Antifos-
folipid Antikor sendromu olarak bilinir. Sendrom, SLE
veya ilgili bir otoimmiin hastali1 olanlarda siklikla go-
riiliir. Otoimmiin bozuklugun gosterilmedigi olgularda,
bu antikorlarin bulunmasi “Primer Antifosfolipid Anti-
kor Sendromu” tanisimi koydurur (4,

SLE’a ait bulgular1 goriilmedigi halde lupus antikoagii-
lanlar1 bulunabilen olgularda, bazi ciddi trombotik olay-
larin ortaya c¢iktig1 gézlenmektedir. Sistemik diizeyde

olusan bu degisikliklerin gebeligin devaminda esas rol
oynayan utero-plasental {initede meydana gelmesi duru-
munda gebeligin olumsuz sekilde etkilenmesi kaginil-
mazdir; plasental yatakta olast bir trombotik olay fetiis
kaybina neden olmaktadir (2), Bu antikorlarm bulundu-
gu gebe kadinlarda spontan diisiik, 6lii dogum, intraute-
rin gelisme geriligi, erken dogum, arter ve ven trombo-
zu meydana gelebilmektedir. Bu antikorlar, gebelikler
arasi normal zamanlarda azalabilir veya kaybolabilir ve
bir sonraki gebelikte artan aktivite gostererek, fetiis
kaybina neden olabilir ),

Aktive parsiyel tromboplastin zamant (APTT) calis-
masl, koagiilasyonun intrensek sistemini analiz etmek
amacityla uygulanir. In vitro fosfolipid bagimli koagii-
lasyon reaksiyonlarint (protrombinin trombine ¢evril-
mesin) inhibe eden antikorlar lupus antikoagiilanlari-
dir. Bu inhibitor aktivitenin, bu antikorlarin antijenik
ozellikleriyle direkt iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
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Antifosfolipid Antikor Sendromu’nun klinik goriiniim-
lerinin degiskenliginin temelinde ne oldugu anlasilama-
mustir; neden bazi hastalarin ven trombozu, bazilarinin
arter trombozu, bazilariin trombositopeni, bazilarinin
fetal kayip veya bunlarin bilegimini sergiledigi agik-
lanamamustir. Gortildiigii gibi, ortada paradoks bir du-
rum vardir; antifosfolipid antikorlarin in vitro anti-
koagiilan etkisi oldugu halde, in vivo trombozla ilgili
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (9.

Bu aragtirmayla, tekrarlayan diisiik ve intrauterin 6liim
meydana gelmis olgularda antifosfolipid antikor
(APA)’larm pozitifliginin prevalansini aragtirdik.

MATERYAL ve METOD

Hasta grubunu olusturan 45 kadin, doguran yas grubunda
oldugu halde, en az iki kez ve daha fazla diisiik (veya oli
dogum) yapmis olup, bu sikayetle SSK Goztepe Egitim Has-
tanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi infertilite Polikli-
nigi’ne bagvurup, sekonder infertilite tanistyla izlenmekteydi.
Aymni yag grubunda, hicbir klinik sikayet ve bulgusu olmayan,
hi¢ diisiik yapmamus ve en az bir adet saglikli co-cugu olan 30
kadin, kontrol grubunu olusturdu. Her kadindan kisaca sis-
temik ve obstetrik oykii alarak, genel fizik muayenesi
yapilarak, hasta bilgi formu dolduruldu.

Klinik muayene ve rutin analizlerle hastalarda karaciger-bob-
rek fonksiyonlar1 degerlendirildi. Bu amagla; serumda glukoz,
iire, kreatinin, iirik asit, SGOT, SGPT, LDH, ALP, protein,
albumin, RA-XT otoanalizoriinde ¢alisildi. Merkez Bakteri-
yoloji Laboratuvari’nda kan sayimi, eritrosit sedimantasyon
hizi, VDRL (lam aglutinasyonu), anti-DNA (lam aglutinasyo-
nu), APTT (koagiilometreyle) ¢alisildi.

Sabah a¢ karinla alinan kan 6rneginden 4.5 ml kadari, 0.5 ml
0.109 M (% 3.2’lik) trisodyum sitrat bulunan tiipe koyularak;
2500 g (10 dakika) santrifiij edildi. Elde edilen plazma 6rnek-
leri -20°C’de bir ay siireyle dondurularak saklandi. Kardiyo-
lipin, fosfotidik asit, fosfotidilserinden olusan fosfolipid kari-
simina kars1 olan IgG, IgA, IgM tipi antifosfolipid antikor-
larin (APA) diizeyi ELISA metodu (Stago, Fransa) kulla-
nilarak ol¢tildii.

BULGULAR

Olgularin hi¢ birisinde SLE, infeksiyon, allerji dii-
siindiirebilecek belirli bir klinik bulguya rastlanmadi
(Tablo 1).

100 PL iinite/ml’ye kadar lineeritenin gozlendigi
calisma sonucunda antifosfolipid antikorlarin diizeyi, 5
PL iinite/ml altinda bulunmasi durumunda APA (-)
olarak kabul edilirken; 5-15 PL iinite/ml arasinda bulu-
nanlar diisiik diizeyde (sinirda) APA (4); 15 PL {inite

Tablo 1. Olgularda yas ortalamasi, APA pozitifligi, APTT uza-
masi vb bulgularin istatistiksel olarak karsilastiriimasi.

Kontrol Hasta
(n=30) (n=45)

Karsilagtir.

Yas ortalamasi 33.93+3.39 29.95+6.31 p>0.05

APA pozitif olgular (n) 3 (% 10) 22 (% 49) p<0.0001
St. APTT (>40 sn) (n) 3 (% 10) 6 (% 13) p=0.36
anti-n DNA pozitif olgu (n) 0 1(%2) p>0.05
VDRL pozitif olgu (n) 0 0

Tablo 2. APA (-), APA (+), APA (++) olan hastalarda APTT siire-
si, diisiik sayisi ve diisiik gebelik haftasi ortalamalari.

APA () APA (+)  APA (++)

APTT N (n) 20 (% 44) 17 (% 38) 2(%4)
APTT > 40 sn. (n) 3 (% 6) 2 (% 4) 1(%2)
Diisiik sayzst ort. 3.39£1.69 3.0£1.63 4.66+3.05
Diisiik gebelik haftasiort.  11.5243.42  13.10+£6.63  10.33+4.93

/ml {izerinde bulunanlar orta diizeyde APA (++) olarak
degerlendirildi. Hasta grubu incelendiginde, APA
varligi ile APTT uzamasi arasinda bir iliski bulunamadi
(r=0.07, p=0.50).

APA (++) olan hasta grubunun diisiik sayis1 ortalamasi,
APA (+4) olan hasta grununkinden ve APA (-) olan
hasta grubununkinden yiiksekti. Buna karsilik, plazma-
da APA pozitifligi ile diistik sayis1 arasinda bir iliski
bulunamadi (r=0.04, p=0.76) (Tablo 2). Hastalarin %
71’inde gozlenen ilk trimestir diisiigii olmasiydi. APA
(++) olan hasta grubunun diisiik haftas1 ortalamasi,
APA (+) olan hasta grubununkinden ve APA (-) olan
hasta grubununkinden diisiiktii.

TARTISMA

Biz kardiyolipin, fosfotidik asid, fosfotidilserinden
olusan fosfolipid karisimina kars1 olusan IgG, IgA, IgM
tipi antifosfolipid antikorlarin diizeyini ELISA ile
olctiik. Sadece antikardiyolipin antikorlar1 saptayabilen
calismalara gore bu kitin 6zgiilliigii ve duyarlilig1 daha
yliksektir (). Calismamizda antifosfolipid antikor pozi-
tifligi, 30 kisilik kontrol grubunda % 10 olarak, iki kez
ve lizerinde diisiik yapan 45 kadindan olusan hasta
grubunda % 49 olarak bulundu.

Parazzini ve ark.’nin, tekrarlayan diisiik hikayesi olan
220 kadin, 193 kontrol ile yaptiklar1 bir ¢alismada ACA
IgG, ACA IgM pozitifligi hasta grubunda % 19, kontrol
grubunda % 3 olarak bulundu (7). Creagh ve ark.’nin,
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ayn sikayetleri olan 35 kadin hasta ile yaptiklar1 calis-
mada, ACA IgG pozitifligi % 17 oraninda bulundu ®.
Mac Lean ve ark.’nin, 243 hasta ile yaptiklar1 benzer
calismada ACA pozitifligi % 10.2 oraninda gozlendi
(8), Unander ve ark.’nin, en az 3 kere ve iizerinde diisiik
yapmis 99 Isve¢’li kadinin % 42’sinde yiiksek anti-
kardiyolipin antikor diizeyi belirlendi (7). Patrassi ve
ark.’nin, diisiik yapmis olan 64 kadin iizerinde yaptik-
lar1 calismada antikardiyolipin antikor pozitifligi %
48.4 olarak bulundu . ABD.’de yapilan benzer bir ¢a-
lisma sonucunda, ACA pozitifligi % 50 oraninda bulun-
du ). Goriildiigii gibi degisik gruplarm hesapladiklari
ACA prevalansi, birbirinden oldukg¢a farklidir.

Matsuda ve ark. tarafindan, ARA tan1 kriterlerine gore
SLE tanis1 almig olan 50 hastada ve 20 kisiden olusan
kontrol grubunda LA ve antifosfolipid antikorlarin
diizeyleri arastirildi. Hasta grubunda antikardiyolipin
antikor % 32, antifosfotidil a. % 26, antifosfotidilinosi-
tol a. % 12 ve antifosfotidik asid a. % 14 oraninda pozi-
tif bulundu. Hastalarin % 44’iinde bu antikorlardan en
az biri pozitif olarak kagimiza ¢ikmaktadir 10), Bu
antikorlarin IgG, IgA, IgM izotiplerinden biri antifos-
folipid antikor sendromunda gozlenebilmektedir (511,

APTT reaktifleri igcinde bir aktivator ve bir de fosfolipid
kaynagi bulunur. Fosfolipidin konsantrasyonu, elde
edildigi kaynak ve konfigiirasyonu, lupus antikoagiilan-
larinin (LA) varligint gosterecek duyarlikta reaktifin
belirlenmesinde 6nemlidir (2. APTT sonuclarin etki-
leyen analitik nedenler icinde reaktifin plazmayla in-
kiibasyon siiresi 6nemli bir degiskendir. Belli bir ticari
APTT reaktifi icin inkiibasyon siiresi, tiretici firma ta-
rafindan belirlenmis olup; testin kullanim amaci her ne
olursa olsun, genellikle sabittir. Annie Robert ve ark.’-
nin yaptig1 bir calismada, inkiibasyon siiresinin 1 dk’-
dan 10 dk’ya c¢ikarilmasiyla APTT sonuglarmin kisal-
dig1 bazi durumlar gézlendi, bu durumlardan biri de LA
pozitif olan plazmalardi. Bunun nedeni, lupus antiko-
agiilaninin APTT fosfolipidleriyle zamana dayali kismi
notralizasyonu olabilir; fosfolipidlerin konsantrasyonu
artirildiginda, LA nétralizasyonu saglandigi iyi bilin-
mektedir. Kullanilan APTT reaktifi LA’na duyarliydi.
Bir dakika inkiibasyon uygulandiginda, bulunan APTT
sonucundan, 10 dakika inkiibasyon uygulanarak bulu-
nan APTT sonucu c¢ikarildiginda, “1-10 APTT” testi di-
yebilecegimiz degerler elde edildi. Normalde bu fark 11
saniyenin altinda olmast gerekiyorken, 11 saniyenin
iizerinde bulunan test degerleri LA pozitif hastalar1 gos-

94

Goztepe Tip Dergisi 18: 92-95, 2003

teriyordu (13),

SSC (Scientific and Standardization Comitee) alt
komitesinin lupus antikoagiilanlarinin standardizasyo-
nuyla ilgili yaptig1 toplant1 sonucunda aldig1 bazi karar-
lara gore, ¢cogu laboratuvarin kullandigi APTT testi,
lupus antikoagiilaninin arastirilmasinda 6zgiil ve du-
yarli degildir. LA taramasi amaciyla KCT (4aolin pi/iti-
lagma zamani), ARNN'T (“diluted Viper Venom Time”,
Josfolipid konsantrasyonu distriliir ve jfosfolipid kon-
santrasyonu arttirilarak, inhibe edilir), TT1 (doku trom-
boplastin inhibisyon testi), modifiye edilmis (Zupus
antikoagiilanina duyarligt artirilmes) APTT Onerile-
bilir. Yiiksek hizli santrifiijler (5000 g, 10 dakika) veya
filtreler kullanilarak plazmalarin trombositlerden iyice
arindirilmalart saglanmalidir. LA calisilacak plazma
trombositten ne kadar arindirilirsa, testin duyarligi o ka-
dar attirilmig olur. Ciinkii, trombositlerin membraninda
bulunan fosfolipidler interferansa neden olur. Bu alt
komite lupus antikoagiilaninin tanisi i¢in bazi kriterler
belirlemisgtir (14),

Lupus antikoagiilanlar1 heterojen olup, en az iki farklh
fosfolipide baglanan plazma proteinlerine karsi otoan-
tikorlar igerir. Onceleri, LA calismalarinin anyonik fos-
folipidlere karsi olan antikorlari saptadig: diistintilmek-
teydi. Saflastirilmis kisimlarin kullanildigi protrombi-
naz caligsmalarindan elde edilen sonuglara gore belli
baz1 lupus antikoagiilanlar1 “fosfolipide bagli protrom-
bin” veya “B2 GPI” i¢in spesifiktir ().

Antifosfolipid antikorlar; lupus antikoagiilani (LA),
antikardiyolipin antikor (ACA) calismalari, sifilize 6zel
serolojik testlerle (VDRL) ortaya ¢ikarilabilen antikor-
lardir. LA calismasinda oldugu gibi, ACA calismasinda
(ELISA) saptanabilen antikorlar heterojendir ve hem
kardiyolipine karst hem de kardiyolipine bagli protein-
lere karsi antikorlar1 igerir (4. Kardiyolipin, mitokon-
drinin i¢teki membraninda bulunur; fosfat taginma-
sinda, sitokrom oksidaz aktivitesinde gorev alir (15,
Kardiyolipinden bagka fosfotidik asit, fosfotidilserin gi-
bi diger anyonik fosfolipidlerin karigimindan yararla-
nilarak hazirlanan antijenler sayesinde biitiin bu fosfo-
lipidlere baglanan proteinlere karst antikorlarin saptan-
mast saglanabilir (10). Bu fosfolipidler hiicre membran
yapisinda yeralirlar (17),

Ozetle, fosfolipidlere (4ardivolipin, fosfotidik asit, fos-
Jotidilserin, vb.) baglanan proteinler ve/veya protein-
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fosfolipid kompleksleri, antifosfolipid antikorlarin
hedefleri olarak bilinmekte olup ACA, LA calismala-
rinda bu proteinlere karsi otoantikorlarin varligt saptan-
maya calisilmaktadir. Hastalarin bazisinda ACA ve
LA’ndan biri bulunup, digeri bulunmadig: halde, baz1
hastalarda ACA ve LA ayni antikor toplulugu olarak
bulunabilir.

Lockwood ve ark., 737 hasta ile yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda APTT uzamasinin diisiik yapma riskini
gostermede duyarlilig: diisiik ancak ozgiilliigii yiiksek
bir test oldugunu buldular (10), Tungay ve ark.’nin, 30
kadm ile yapmig oldugu bir calismada APTT uzamasi
(>40 sn) % 16.6 oraminda bulundu . Bizim calisma-
mizda, kontrol grubunda APTT uzamas1 goriilenler %
10, hasta grubunda % 13 olarak gozlendi, iki grup ara-
sinda anlamli fark bulunamads; ayrica APA pozitifligi
ile uzamis standart APTT testi arasinda bir iligki bulu-
namadi. Lupus antikoagiilanlarinin hipertansiyon, he-
molitik anemi, ¢esitli tiimoral olusumlar ve bazi ilaclar-
la ilgisi olabilecegi bilinmektedir. Olgular arasinda bu
ilaclardan herhangi birisini kullanan yoktu.

Ilk olarak Laurell ve ark. yalanci pozitif VDRL testi ile
lupus antikoagiilan aktivitesi arasindaki iligkiyi goster-
diler ®). VDRL testinde kardiyolipin (anyonik) ve fos-
fotidilkolin (nétral) fosfolipidlerin karisimi (berabe-
rinde kolesterol bir baglayict olarak) kullanilir. Bizim
calismamizda APA pozitif olgularin hi¢ birisinde
yalanci pozitif VDRL goriilmedi.

Kardiyolipin molekiiliiyle DNA catis1 arasindaki ben-
zerlikler nedeniyle, baz1 monoklonal antikorlarin kardi-
yolipin ve diger fosfolipidlere baglandigi gibi, DNA
gibi poliniikleotidlere de baglandig1 goriilmiistiir. Mo-
noklonal antikorlarla ilgili olan bu gdzlemler poliklonal
(serum kaynakl1) antikorlar ile yapilan ¢aligmalarla
desteklenmedi. Baz1 gruplar hasta serumlarindaki APA
ve DNA’ya (tek veya cift sarmalli DNA) kars1 olan an-
tikorlar arasinda ¢apraz reaksiyon bulurken, bazilari
bulamadi. SLE’da APA ve anti DNA antikorlar1 benzer
yabanci antijenlere cevap olarak ortaya ¢ikmis olabilir
(18), APA orta diizeyde pozitif (>30 PL iinite/ml), anti-n
DNA (lam agliitinasyonu) pozitif olan bir hasta gegiril-
mis fel¢ hikayesiyle, ayrica otoimmiiin hastaligin da
olabilecegini diisiindiirdii. Bunun disinda APA pozitif
olgularda kros reaksiyona baglh anti-n DNA pozitifli-
gine rastlanmadi.

Sonug olarak, diinyada degisik iilkelerde yapilan calis-
malarda tekrarlayan diisiik ve olii dogum hikayesi olan
kadinlarda ACA pozitifligi ile ilgili sonuclar birbirin-
den oldukga farklidir. Plazmanin elde edilmesi, depo-
lanmasi, kullanilan reaktiflerin kaynagi ve metodla il-
gili farliliklar sonucu etkilemektedir; ticari kitlerin stan-
dardizasyon calismalari devam etmektedir. Bizim bul-
dugumuz APA pozitifliginin prevalanst % 49’dur. Bu
sonu¢ bazi arastirmacilarinkiyle uyumludur. Hasta
grubunda APA pozitifligi ile standart APTT pozitifligi
(>40 sn.) arasinda bir iligki bulunamamugtir. Tekrarla-
yan diisiik yapanlarda LA arastirilirken koagiilasyon
metoduna dayanan standart APTT testinin giivenilir
olmadig1 gosterilmistir. ELISA metodu daha az 6zgiil
antikor toplulugunu taradigi halde, giiniimiizde daha
giivenilir bir tarama testi olarak kullanilabilir.
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