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OZET

Hemofili A ve B, sirasiyla faktor VIII ve faktor IX genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu pihtilasmanin
yoklugu veya azalmis aktivitesi ile karakterize X'e bagli kanama bozukluklaridir. Hemofili tanisi,
hemofilinin Klinik 6zelliklerini ve semptomlarini anlama, kanamanin potansiyel nedenini belirlemeye
yonelik testler olan protrombin zamani, aktive kismi tromboplastin zamani, trombosit sayisi ve
fonksiyonu gibi tarama testlerinin kullanilmasi ve yorumlanmas: ile faktor analizleri ve uygun
yontemlerle taninin dogrulanmasi gibi spesifik arastirmalara dayanir. Bu derlemede Hemofili tani ve
takibinde kullanilan biyokimyasal testler, kullanim algoritmalar ile karisim testleri, faktér ve faktor
inhibitor testleri hakkinda ayrintili bilgi verilmesi amaclanmustir.

Anahtar Sozciikler: Hemofili, Bedhesta, Faktor, inhibitor

ABSTRACT

Hemophilia A and B are X-linked bleeding disorders characterized by the absence or reduced activity of
coagulation caused by mutations in the factor VIII and factor IX genes, respectively. Diagnosis of
hemophilia is based on understanding the clinical features and symptoms of hemophilia, screening
tests to determine the potential cause of bleeding such as prothrombin time, activated partial
thromboplastin time, platelet count and function, and specific investigations such as factor analysis and
confirmation of the diagnosis with appropriate methods. In this review, it is aimed to give detailed
information about the biochemical tests used in the diagnosis and follow-up of Hemophilia, their usage
algorithms, mixture tests, factor and factor inhibitor tests.
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GIRIS

Hemofili, hemofili A ve B olarak adlandirilan
pihtilasma faktorleri VIII (FVII) ve IX (FIX)'un
eksikligi ile karakterize edilen, X'e bagh
Konjenital bir kanama  bozuklugudur.
Hemofili hastalarinda yaralanma, dis ¢ekimi
ve cerrahi islemler sonrasinda uzun sureli
kanama goritlur (1,2). FVII ve FIX, intrensek
yolda yer alan pihtilasma faktorleridir. Sonug
olarak, pihtilasma faktorlerindeki eksiklik,
aktive kismi tromboplastin zamani (aPTZ)
uzamasi ile sonuclanir (2,3). Laboratuvar
bulgularn tipik olarak normal protrombin
zamani (PZ), normal trombin zamani, normal
trombosit sayisi ve uzamis aPTZ'yi gOsterir.
Kanama ile basvuran hastalardaki tarama
testleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Hemofilide kanama ataklarinin tanisi ve
sikhdr eksik faktor aktivitesi ile iligkilidir.
Siddetli hemofilide faktor aktivitesi diizeyleri
1 1U/dL'min (%1) altinda, orta hemofilide 1-5
IU/dL (%1-5) arasinda, hafif hemofilide ise 5-
40 1U/dL (%5-40) arasinda saptanir (1,2).
Siddetli hemofili Al bireyler, genellikle
yasamin ilk iki yilinda kanama veya bilinen
bir aile hemofili Oykiisii nedeniyle teshis
edilir. Profilaktik tedavi almayan bireylerde
her ay ortalama iki ile bes arasinda spontan
kanama atagi goriilebilir. Orta derecede
hemofili A hastalarinda, Kkisiden Kisiye
dedismekle birlikte nadiren spontan kanama
glrulur, kucik bir travmadan sonra uzamis
veya gecikmis kanamalari olur ve genellikle
bes ile alti yasindan once teshis edilirler.
Kanama ataklarinin sikhdr genellikle ayda bir
ile yilda bir arasinda degisir. Hafif hemofili A
hastalarinda ise spontan kanama ataklari
goriilmez ancak ameliyat dncesi ve sonrasi
tedavi uygulanmadiginda anormal kanama
meydana gelebilir. Kanama ataklarinin sikhidi
tipik olarak yilda bir ile on yilda bir arasinda
degisir. Hafif hemofili Al bireylere genellikle
yasamin ilerleyen zamanlarina kadar teshis
Konulamaz (1).

Edinsel hemofili (EH) ise FVIII aktivitesini
inhibe eden otoantikorlarin varh@ ile
karakterize nadir bir hastaliktir. Ancak FV,
VII, IX, X, XII ve XIII gibi diger pihtilasma
faktorlerini iceren vakalar da rapor edilmistir.

Yeni baslayan kanama ve izole aPTZ uzamasi
ile basvuran hastalarda EH tanisi diisuntilme-
lidir. Edinsel hemofili A (EHA) tanisi, FVIII
aktivitesinin azalmasina ve inhibitor olarak
da adlandirilan noétralize edici anti-faktor VIII
antikorlarinin varlidma dayanir. EHA olgula-
rmm yaklasik %50'sinde neden bilinme-
mektedir, geri kalan olgular ise siklikla altta
yatan  maligniteler, enfeksiyonlar, ilag
tedavileri veya romatoid artrit gibi otoimmiuin
hastaliklarla iliskilidir (1,4,5).

aPTZ, intrensek ve ortak pihtilasma yollarinin
aktivitesini dederlendirmek igin kullanilan
pihti bazl bir testtir. aPTZ kitinde intrensek
aktivitenin Olcuilebilmesi amaciyla prokoagulan
fosfolipid (doku faktorii icermeyen kismi
tromboplastin) ve aktivator bulunur. Fosfoli-
pidler, pihtilasma faktorlerinin etkilesimi icin
uygun bir yiizey ortamu saglar (6). inorganik
veya ordanik aktivatorler (6rnegin kaolin,
mikronize silika, ellagik asit veya bitkisel
fosfatidler) ile temas faktorlerinin (6rnegdin
yiiksek molekul adirhkl Kiningjen,
prekallikrein ve faktor XII ve XI) aktivasyonu
baslatilir. Uzamis aPTZ, muhtemelen faktor
XII, XI, IX veya VIlI'deki eksikliklere bagh
olarak intrensek yoldaki yetersizligi gosterir.
EK olarak, uzamis aPTZ, ortak yoldaki
eksiklikleri (faktor V, X, II veya fibringjen) ve
spesifik inhibitorlerin veya heparin gibi
antikoagiilan ilaglarin varhdini gosterebilir
(Tablo 2) (3,7).

aPTZ reaktifleri, pthtilasma faktorii eksiklik-
lerini tespit etmek, lupus antikoagulanlarini
tahmin etmek ve heparin hassasiyetlerini
degerlendirmek icin degisen hassasiyetler
sergiler. aPTZ Kitlerindeki faktor hassasiyeti;
Kullanilan aPTZ kit reaktifi yani sira reaktif
hassasiyetini belirlemede Kkullanilan faktor
eksik plazma ve normal plazma havuzu
(NPP)na da baghdir. aPTZ reaktiflerinde
bulunan fosfolipid ve yag asidi bilesimi
standardize degildir. Fosfolipidler, hayvan
plasenta veya beyninden koken alabildigi
gibi bitkisel kokenli de olabilmektedir. Bu
nedenle aPTZ kitlerindeki faktor ve lupus
antikoagulani hassasiyeti farkliliklar gdsterir
(8). Cogu aPTZ reaktifi, orta veya siddetli
hemofili hastalarinda diisuk sonuclar uretse

Turk Klinik Biyokimya Derg 2024;22(3)



de tim reaktifler hafif hemofiliyi dogdru
sekilde tanimlama yetenegine sahip dedildir.
Bu nedenle, hafiften siddetliye kadar tim
hemofili tiirlerini tespit edebilen bir aPTZ
reaktifinin secilmesi, dogru tani icin cok
Onemlidir (7).

FAKTOR ANALIZLERI

Faktor analizleri hemofilinin ciddiyetini
belirlemek, ameliyattan o©nce pihtilasma
durumunu degerlendirmek ve profilaktik
tedaviyi optimize etmek igin gereklidir.
Tedavi sirasinda faktor aktivitesinde bir

azalma, inhibitorlerin gelisimini gosterebilir.
FaktOr analizleri tek asamali, iki asamali veya
kromojenik yontemler kullanilarak yapilabilir
(7).

Dodru faktor aktivitesi sonuglar1 elde etmek
icin numunelerin uygun sekilde alinmasi,
santrifiij edilmesi ve saklanmasi ¢ok
onemlidir. Numuneler %3,2 trisodyum sitrat
dihidrat'h tipe alinmal ve 1500 g'de en az
15 dakika oda isisinda santrifiij edilmelidir.

Tablo 1. Kanamada Tarama Testleri ve Yorumlanmasi

Hemofili'de Laboratuvar
Laboratory in Hemophilia

Ornekler, alm saatinden sonraki 4 saat
icinde analiz edilmelidir. Santrifiij edilen veya
tam kan halinde bulunan Orneklerin 2-8
°C'de bekletilmesi Onerilmez. Bekletildigi
durumda FVII aktivasyonu ile FVIII ve von
Willebrand faktor (vWf) aktivitesinde azalma
gorulur. Bu 4 saat sure icinde analiz
edilemeyecek Ornekler plazmasi ayrilarak -
20°Cde 2 hafta veya -70°Cde 1 yil
dondurularak saklanmalidir. Hemolizli 6rnek-
lerden Kkac¢milmahdir. Hemoliz durumunda
acida cikan hiicre ici maddeler ve fosfolipid
gibi membran molekiilleri faktor aktivas-
yonuna sebep olabilmektedir (9).

%3,2 trisodyum sitrat dihidrat'h tiipe kan
allminin hedef diizeye kiyasla en az %80
dolulukta olmasi gerekmektedir (2). infla-
masyon, stres, agir egzersiz ve hamilelikte
FVIII ve vWf diizeyleri artabilecedi icin tani ve
tedavi izleminde dikkatli olunmaldir (10,11).
Calismaya baslamadan o6nce dondurulmus
ornekler 4-5 dakika 37 °C su banyosunda
bekletilerek hizli bir sekilde ¢ozulmelidir (2).

Table 1. Bleeding Screening Tests and Their Interpretations.

PZ
Normal Normal
Hemofili Normal
vWH Normal
Trombosit defekti Normal

aPTZ Trombosit sayis1
Normal Normal
Uzamis Normal

Normal/ uzamis Normal/ azalmig

Normal Normal/azalmis

PZ, protrombin zamani; aPTZ, aktive kismi tromboplastin zamani; vWH, von Willebrand hastahgi

Tablo 2. izole Uzamis aPTZ Sebepleri ve Eslik Eden Bulgular
Table 2. Causes of Isolated Prolonged aPTT and Associated Findings.

izole Uzamis aPTZ Sebepleri

Hemofili A (FVIII eksikligi)

Hemofili B (FIX eksikligi)

F XI eksikligi

F XII eksikligi

Prekallikrein eksikligi

Yiiksek molekul agirlikli kininojen eksikligi
Spesifik inhibitor (FVIII, IX, XI, XII)

Lupus antikoagiilani varhgi

Antikoagulan kullanimi (Heparin, diisiik molekuil agirlikli Heparin ..)

aPTZ, aktive kismi tromboplastin zamani

Klinik/Eslik Eden Bulgu
Kanama hikayesi var

Kanama hikayesi var

Kanama hikayesi var

Kanama yok

Kanama yok

Kanama yok

Yeni baslayan kanama hikayesi
Tromboz

ilag kullanim hikayesi
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FVIII aktivitesi azalmis tum hastalarda von
Willebrand hastahdi (vWh) dislanmalidir. Tip
2N vWh'da FVIII aktivitesi dustikligii yaninda
normal vWf antijen (vWf:Ag) diizeyi olmasi
nedeniyle hastalarin hafif hemofili A ile
karistirlmamasi icin ilk tanida laboratuvar
degerlendirilmesinin genis ve tam olarak
yapilmasi gereklidir (2).

1. Tek Asamal1 Yontem (One Stage Assay)

Temel olarak aPTZ'ye dayanan tek asamali
pihti bazlh test, klinik laboratuvarlarda en sik
kKullanilan ydntemdir. Tek asamali analizler,
degerlendirilen spesifik faktdére badh olarak
aPTZ veya PZ'ye dayanabilir. Bu testte, hasta
plazmasinin tampon c¢ozelti ile diliisyonlari
(1:10, 1:20, 1:40) hazirlanir. Her diliisyon,
faktor eksik plazma Kit reaktifi ile 1:1
oraninda Karstirilir ve ardindan pihtilasma
sureci baslatilir. Faktor eksik plazma Kit
reaktifinde yalnizca oOlglilecek spesifik faktor
bulunmaz ancak diger tiim pihtilasma
faktorleri yaklasik 100 IU/dL kadar bulunur.
Boylece sonuclar sadece hasta plazmasin-
daki Olculmek istenen faktoriin duzeyine
bagll olur. Hastanin diliisyonlu plazmalarin-
dan elde edilen sonuclarin kalibrasyon edrisi
ile karsilastirilmasiyla test sonucu elde edilir.
En az 3 diliisyon yapilmasi ve edrinin
kalibrasyon egrisine paralel olmasi istenir.
Eder hasta sonuclarindaki edri kalibrasyon
edrisine paralel degil ise hasta Orneginde
inhibitor olabilecegi dusiinulmeli ve ek
diliisyonlar ile egri paralel hale getiriimeye
calisiimalidir. Elde edilen sonuc¢ diliisyon
faktori ile carpilarak hasta sonucu elde edilir
(12).

Tek asamali aPTZ’ye dayanan faktor testle-
rinde Olciim, lupus antikoagiilani, antiko-
agilan Kkullanimi ve spesifik faktor inhibi-
torlerin varlid ile interferans gosterebilir.
aPTZ temelli tek asamali analizler, intrensek
faktorlerin aktivitesini degerlendirmek icin
kKullanilirken, PZ temelli analizler 6ncelikle
FVIl'yi ve ortak pihtilasma yolunda yer alan
faktorleri dedgerlendirmek icin kullanilir (12).

Faktor eksik ticari plazmalar konjenital
eksiklidi bulunan hastalardan ya da saglikh

hasta plazmalarinin immunodeplesyonu veya
kimyasal on islem ile elde edilebilir (8).
Faktor FVIII eksik plazma Kit reaktiflerinin <1
IU/dL FVIII icermesi ve dider tiim faktorleri
normal dizeyde icermesi zorunlu kilinmistir.
Faktor IX Olciimleri icin de aynisi gecerlidir
(2).

2. Iki Asamali Yontem (Two Stage Assay)

iki asamali analiz, faktor aktivitesini deger-
lendirmek igin kullanilan diger bir yontemdir.
Ik asamada, FVIII &lgiimii icin hastanin
plazmasina kalsiyum, fosfolipid, saflastiriimis
aktive FIX (FIXa) ve FX eklenerek aktive faktor
X (FXa) olusmasi saglanir. ikinci asamada
ise, bu karisima NPP ekKlenir ve ilk asamada
olusan FXa'dan fibrin olusturulur. Pihtilasma
zamani ilk reaksiyonda olusan FXa miktaria
baghdir. iki asamali test, heparin veya
dogrudan trombin inhibitdér ilag kulani-
mindan tek asamali teste gOre daha az
etkilenir. Ancak FXa inhibitOrlerinin varhgi
sonugclar etkileyebilir (12).

3. Kromgjenik Yontem

iki asamal olciimle benzer prensipte calisir.
Ik asamada, FVIII &lgiimii icin hastanin
plazmasina kalsiyum, fosfolipid, saflastiriimis
FIXa ve FX eklenerek FXa olusmasi saglanir.
ikinci asamada ise FXa’'dan enzimatik olarak
salinan ve kromojenik bir substrat olan p-
nitroaniline’nin absorbansi 405 nm’'de
olciiliir. ikinci asamaya, kromojenik substratin
azalmasini engellemek icin trombin
inhibitoria siklikla eklenir (13).

Kromojenik yontem, tek asamali ydbntemden
sonra FVIIl analizlerinde en sik kullanilan
ikinci yontemdir. FIX Olcimleri icin de
kromgjenik yo6ntem kullanilmaya baslan-
mustir (14-18). Kihlberg ve ark. kromojenik
yontemle Olculen FIX sonuglarmm tek
asamali yonteme gore Klinik ile daha uyumlu
oldugunu goéstermislerdir (17). Kromojenik
FVIII analizleri genellikle tek asamali pihti
temelli FVIII aktivite analizlerinden daha
pahahdir (19). iki asamal ve kromaojenik
yontemin tek asamali yonteme gore lupus
antikoagiilanlarma daha az duyarli oldugu
bazi arastirmalarda gosterilmistir (12).
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Genetik olarak dogrulanmis bazi hafif
hemofili A olgularinda tan icin tek asamali
test kullanildiginda FVIII aktivitesinin normal
seviyede, ancak kromojenik veya iki asamali
yontem kullanildiginda ise azalmis diizeyde
oldugu gosterilmistir (20-24). Bazi calisma-
larda ise bu durumun tam tersi bulunmustur.
(Tablo 3) (25,26).

Diinya Hemofili Federasyonu (WFH), hemofili
A'nin tim hastalik tiplerinin saptanmasi icin
ilk tanida tek asamali ve Kkromojenik
yontemin beraber kullanilmasi gerektigini
bildirmistir. Testlerden biri normal FVIII
aktivitesi gosterse dahi diger yontemde de
olcim yapilmalidir. WFH, hemofili B'nin ilk
tan1 asamasinda ise tek asamali yontemin
kullanilmasimi 6nerir. Kromojenik yontemin
kullanilmasi igin ise heniiz yeterli calisma
bulunmadidi belirtilmistir. Tek asamali veya
kromojenik yontem ile FVIII veya FIX
calisildiginda Kkalibrasyon igin kullanilan
referans materyal veya standart plazmalarin
Diinya Saghk Orgiitii (WHO) standartlar
tarafindan izlenebilir olmasi gerekmektedir.
Referans plazma olarak NPP kullanildiginda
hasta sonuclarn ylizde olarak verilebilmek-
tedir. Ancak bu durum WHO standartlar

Hemofili'de Laboratuvar
Laboratory in Hemophilia

uygun olmamasi sebebiyle Onerilmez. WFH,
FVIII ve FIX sonuglarinin 1U0/dL veya IU/mL
olarak verilmesini tavsiye eder (2).

INHIBITORLER

Pihtilasma faktori inhibitorleri faktor etkisini
etkisiz hale getiren (Tip 1) ve etkisiz hale
getirmeyen (Tip 2) olarak 2 tipte goruliir.

Etkisiz hale getiren antikorlar faktor
inaktivasyonu ile sonuclanir. Etkisiz hale
getirmeyen  antikorlar ise  fonksiyonu

olmayan epitoplar1 hedef alirlar. Her iki tipte
de alloantikor ve otoantikorlar bulunabilir.
Alloantikorlar faktor aktivitesinde tam bir
inhibisyon yaratabilir. Otoantikorlar ise EHA,
hamilelik ve yashlik gibi durumlarda
gorulebilen sinirli faktor inhibisyonuna sebep
olan antikorladir (8).

Hemofilideki inhibitorler, inflize edilen
ekzojen pihtilasma faktorii konsantrelerinine
karsi gelisen FVIII veya FIX' u notralize eden
IgG tipinde alloantikorlardir. Pihtilasma
faktorii konsantreleri replasman tedavisine
yanit veren ancak artik yanit alinamayan her
hemofili hastasinda yeni bir inhibitorun
varhdindan siiphelenilmelidir (2)

Tablo 3. Faktor VIII Aktivitesinin Olgiimiinde Tek Asamali Yontem ile Kromojenik Yontemin Karsilastiriimasi
Table 3. Comparison of One-Stage Method and Chromogenic Method for Measuring Factor VIII Activity.

Tek Asamali Yontem

1. Basit, hizli ve ucuz

2. Klinik izlem i¢in en yaygin kullanilan

yontem
Avantajlarn
1.Faktor aktivasyonuna duyarh
2.FVIII eksik plazma gerekli
3.Yiiksek Laboratuvarlar arasi degiskenlik
Smirhiliklart

ilaclarina duyarl

5.Bazi hafif hemofili A fenotiplerinde FVIII

aktivitesi yiiksek olciilebilir

FVIII, Faktor VIII; LA, Lupus Antikoagulani

4.LA, heparin, direkt oral antikoagiilan

Kromojenik Yontem

1.0lgiimde FVIII aktivasyonu olmaz
2. FVIII eksik plazma gerekli degildir

3. Tum FVIII diizeylerinin 6l¢iimu igin
uygundur

4.LA'ya kars! duyarsiz
5.Laboratuvarlar arasi degiskenlik daha az

1.Tek asamali yontem’'den daha pahali

2.Tek asamali yontem kadar yaygin
kullaniimaz

3.Teknik olarak daha karisik
4.Direkt oral antikoagiilan ilaglarina duyarl

5.Bazi hafif hemofili A fenotiplerinde FVIII
aktivitesi ytiksek olctilebilir
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Orta veya hafif hemofili hastalarina gore
siddetli hemofili hastalarinda ve hemofili B
hastalarina kiyasla hemofili A hastalarinda
inhibitorlere daha sik rastlanir. Siyah ve
Hispanik etnik kokene sahip hemofili
hastalarinda inhibitoriin prevalanst daha
yiiksek go6zlenmektedir. Siddetli hemofili A
hastalarinda, yirmi adet FVIII replasman
tedavisi sonrasi %30 oranda FVIll'e Kkarsi
alloimmun inhibitorler gelisir (1,4).

inhibitérlii hemofili hastalarinda, inhibitorii
olmayanlara gdre kanamanin Kkontrol
edilmesi daha biuyiik bir zorluktur. Bunun
yaninda inhibitori olan hemofili hastalarinda
kas-iskelet sistemi komplikasyonlari, adri ve
yasam Kkalitesinin diismesi gibi sorunlar da
goriulmektedir. (2).

Lupus antikoagulan (LA) gibi nonspesifik
inhibitorler in vitro fosfolipid bagimlh faktor
testlerinde interferansa sebep olabilir. Bu
antikorlar protein ve fosfolipid kompleksle-
rine Kkarsi olusur ve pihtilasma faktorlerini
inhibe etmezler. Antikoagulanlar da nonspe-
sifik inhibitor seklinde tanimlanabilirler (8).

Kansim (Mixing) Calismalar

Uzamis aPTZ sonucunun sebeplerini arastir-
madan 6nce Ornedin heparin ile kontaminas-
yonu arastirilmahdir. Hastada trombolitik
ajan, vitamin K antagonisti ile trombin
inhibitorii kullanimi sorgulanmahdir. Ayrica
ornek icerigi kontrol edilmeli pihti, hemoliz,
ikter, lipemi varlidina bakimaldir. Tiip
doluluk miktar1  kontrol edilmeli ve
hematokrit duzeyi >%55 olan Orneklerde
tiipteki sitrat miktar1 hesaplanmali ve bu
sitrat miktaryla alinmis yeni Ornek ile aPTZ
calisiimaldir (6).

Altta yatan nedeni belirlemek icin, uzamis
aPTZ sergileyen numuneler uzerinde bir
Karisim calismasi yapilmalidir. Bu calisma,
hastanin plazmasmin 1:1 hacim/hacim
oraninda NPP ile Kkanistirlmasini igerir.
Clinical Laboratory Standards Institude (CLSI)
kurallarina gore NPPler en az 20 saglikli
Kisiden hazirlanmali veya ticari bir kurulustan
temin edilmelidir. NPP, tum faktorleri
yaklasik %100 oraninda icermeli, aPTZ

sonucu referans ortalamasina yakin ve taze
dondurulmus olmahdir (6).

Karisim islemi sonrasinda aPTZ yeniden
olciildigiunde, sonug¢ referans araligina
yaklasir ise zamana bagimli olarak etki eden
siklikla FVIII inhibitorleri ve LA’lan (%15
zamana bagimli) atlamamak icin yeni
hazirlanacak numuneler 37° C'de 1-2 saat
sureyle inkiibe edilmelidir. Bu islem, Hasta-
NPP karisimi (1:1), hasta plazmasi ve NPP
olmak tlizere 3 ornek seklinde hazirlanir ve
kapaklar1 kapali bir sekilde 37 °C'de 1-2 saat
inkiibe edilir. inkiibasyon periyodu sonrasi
inkiibe edilmis NPP ile inkiibe edilmis hasta
plazmasi 1:1 oraninda karistirilarak yeni bir
karisim elde edilir. Bu kontrol tupu sayesinde
inkiibasyon periyodu suiresinde gelisebilecek
FV ve FVIII kaybi ekarte edilmis olur. inkiibe
Hasta-NPP karisimi ile yeni kontrol Kkarisi-
minda aPTZ olciulir. Eder inkiibe karisim
oredi ile kontrol karisim Ornedi aPTZ
sonucglar1 esit ve aPTZ referans araligina
yaklasir ise faktor eksikligi dustunulir. Eger
inkiibasyonlu karisim aPTZ sonucu kontrol
karisim Ornedinden uzun ise zaman bagimh
inhibitor varligindan suphenilmelidir.
Hastanin klinik hikayesinin bilinmesi LA veya
spesifik inhibitorlerin taranmasi gibi daha
ileri tetkikler i¢in yol gdsterici olacaktir (6).

Karisim testlerinin yorumlanmasinda Rosner
indeksi ve Ylizde Dizeltme formiilii de
kullanilabilir (27,28). (Sekil 1). Ayrica inki-
basyonlu karisim tiipi aPTZ sonucu ile
kontrol tupu aPTZ arasindaki fark %10'dan
fazla ise zamana bagimml inhibitor pozitif
lehine degderlendirilebilir (12).

Bazi calismalar, 4:1 (hasta plazmasi: NPP)
karisimindaki yuzde diizelmenin, antiko-
agiilan ve faktor eksikliklerini tanimlamak
icin 1:1 karisima gore daha iyi duyarlilk ve
ozqiillik sagladiqini géstermistir (28).

Spesifik faktor inhibitor testleri

Spesifik faktor inhibitdrlerin tespiti ve mikta-
rinin belirlenmesi, ELISA gibi antijen-antikor
analizleri veya Nijmegen ve Bedhesda
analizleri gibi fonksiyonel ve pihtilasma
temelli yontemler kullanilarak gerceklestirile-
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bilir. Inhibitor seviyeleri Bethesda birimleri
(BU) cinsinden ifade edilir; bir BU, 37°C'de 2
saatlik inkiibasyonun ardindan plazmadaki
FVIII aktivitesinin %350'sini notralize etmek

Hemofili'de Laboratuvar
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icin gerekli olan FVIII inhibitérunun miktarmi
temsil eder. Pozitif sonug, FVIII icin >0.6 BU,
FIX icin ise >0.3 BU'tir. inhibitor testi icin
endikasyonlar Tablo 4'te belirtilmistir.

izole uzamis aPTZ

v

Preanalitik Hatalari kontrol et
Hemoliz

Lipemi

ikter

Pihtil 6rnek

Antikoagulan ile kontaminasyon
Kan/antikoagiilan oram (9/1 olmalh)
Hemokonsantrasyon (Hematokrit %55 iizeri dzellikle yenidoganda énemli)

v

Antikoagulan kullanimim sorgula

» | Varise dur

aPTZ karigim testi
Normal plazma havuzu (NPP) ile 1:1
0Oda sicakliginda inkiibasyon olmadan

aPTZ'de diizelme
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aPTZ karigim testi

37°C'de 2 saat inkiibasyon

(zaman bagiml inhibitérler; bazi FVII
inhibitérleri ve Lupus antikoagulanlan)

aPTZ'de diizelme
olmasi v

Spesifik Faktor Testleri
(FVIIL, 1X, XI, XI1, vWf)

|
v

FVIII eksikligi ise ayrici tanida vWf ekarte
edilmeli

aPTZ'de diizelme olmamasi

aPTZ'de diizelme olmamasi
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Spesifik Faktor inhibitor
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Bedhesta

(F VIIL, IX, X1, XI1)

Lupus antikoagiilan
icin tarama

Sekil 1. izole uzamis aPTZ'de karisim testi algoritmasi

Figure 1. Mixing Test Algorithm in Isolated Prolonged aPTT.

Tablo 4. inhibitdr Testi icin Endikasyonlar
Table 4. Indications for Inhibitor Test.

Inhibitor Testi isteminde Endikasyonlar

Baslangig faktOr replasman tedavisi sonrasi

Yogun faktor replasman tedavisi sonrasi; 5 giinden fazla her giin tedavi almu ...

Yeterli faktor replasman tedavisine ragmen tekrarlayan kanama veya eklem ici kanama

Faktor replasman tedavisine yanit alinamamasi

Faktor replasman tedavisi sonrasi beklenenden daha disiik yarilanma émru

Faktor replasman tedavisi sonrasi optimal olmayan Klinik veya laboratuvar yanit

Faktor replasman tedavisine ameliyat sonrasi istenen yanitin alinamamasi

Ameliyat 6ncesi
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Ipek Ongen B.

Bedhesda Testi

Hasta plazmasi imidazol tamponlu NPP ile bir
seri diliie edilir. Kontrol olarak, imidazol
tamponlu NPP, faktor eksik plazma ile 1:1
diliie edilir. 2 saat 37°C inkiibasyondan sonra
(FIX icin inkiubasyona gerek yok) diliie
Karisimlardaki faktor aktiviteleri Olguliur ve
kontrol reaksiyonununkine goére (%) hesap-
lanir. Rezidiiel aktivite (RA) hesabi =hasta
karisimi  faktor aktivitesi/kontrol Kkarisimin
faktor aktivitesi*100 olarak hesaplanir.
Gecerli RA'larin tanimlanmis aralidi %75'ten
%?25'e kadar sinirlidir, bu nedenle %50’ye en
yakin RA secilir (12,29). RA sonucunu
Bedhesda birimiyle iliskilendiren grafik insa
edilmistir (Sekil 2). Bu grafikten BU/mL
bulunur ve nihayi sonug dilisyon orani ile
carpilarak elde edilir. Ornegdin RA sonucu 60
olan bir Ornegin grafikten 0.74 BU/mL
oldugu bilinmektedir. Eger RA degeri 1/8
diliisyondan elde edildi ise sonug
0,74*8=5.92 BU/mL olarak verilecektir.
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Sekil 2. Rezidiiel Aktivite (RA) sonucu ile Bedhesda
birimi iliskisi
Figure 2. Relationship Between Residual Activity (RA)
Result and Bethesda Unit.
inhibitorlerin laboratuvar testlerindeki etkileri
ayni degildir. Cogu inhibitor (Tip 1) artan
dilusyonlarla rezidu FVIII aktivitesinde artis
gosterirken bazi inhibitorler ise bu artisi
gostermez (Tip 2). Tip 2 inhibitorlerinin
kalibrasyon edrisine paralelligi yoktur bu
nedenle titre edilmesi zor olabilir. Bunun
yaninda bazi FVIII inhibitorleri, FVIII klirensini

arttinnp  FVIIII aktivitesini etkilemez. Bu
notrlestirici  olmayan  FVIII  inhibitorleri
karisim testleri ile tespit edilemez ve
Bedhesta testlerinde saptanamaz. ELISA
testleri bu tur notrlestirici olmayan FVIII
inhibitorlerini saptamada kullanilabilir (12).

Nijmegen Modifiye Bedhesda Testi

Nijmegen modifiye bedhesda testi, analitik
tespit sinirina yakin sonucu olan 6rneklerde
ozgulliigu arttirir. Nijmegen modifikasyonlari,
dilisyonda kullanilan imidazole tamponunun
faktor eksik plazma ile degistiriimesi ve
NPPnin 7.4'e tamponlanmasi ile gercekles-
tirilir. Bu dedisiklikler sayesinde FVIII'in inki-
basyon sirasinda kaybinin azalmasi 6nlenmis
olur. NPP tamponlanmasi sayesinde pH artisi
Onlenir ve faktor eksik plazma ile diliisyon-
larin yapilmasi Orneklerin igindeki diger
protein  konsantrasyonlarmm  azalmasini
onler (12). Boylece Nijmegen modifikasyonu,
normal plazmayi tamponlayarak ve seyreltici
tamponu FVIillden yoksun plazmayla
degistirerek testin duyarliidi ve dzgullugiini
artirmis olur (4). WFH Hemofili hastalarinda
inhibitér izleminde Nijmegen modifiye
bedhesda testinin calisiimasini 6nerir (2).

SONUC

Farkli kanama bozukluklari ¢ok benzer
semptomlara sahip olabilir;, bu nedenle,
hastanin uygun tedaviyi almasini saglamak
icin dogru tani sarttir. Hemofili hastalarinda
dodru tami ancak kapsamli ve giivenilir
laboratuvar hizmeti ve uzman destegdi ile
yapilabilir. Bu durum laboratuvarda uygun
protokol ve prosedirleri takip ederek,
pihtilasma laboratuvar testlerinde bilgi ve
uzmanlik sahibi olunarak, dodru ekipman ve
reaktiflerin kullanilmasi ve Kkalite giivencesi
ile saglanabilir. Hemofili hastalarinda uygun
tani ve izleminin uygulanabilmesi laboratuvar
uzmant ile Klinisyenin surekli iletisim halinde
olmasi ile gergeklestirilebilir.
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