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B) OZET

COOMBS POZITiF OLGULARIN EPIDEMIiYOLOJIK  VERILERININ
RETROSPEKTIF DEGERLENDIRILMESI

Dr. Gékhan OZDEMIR
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilim Dali
35340 - inciralti/izmir

dr.gokhanozdemir@icloud.com

Giris ve Amag: Coombs testleri baslica hematoloji alaninda, transfiizyon tibbinda
veya organ transplantasyon alaninda kullanilir. Direkt Coombs pozitiflikleri her zaman
hemolizi desteklemez. Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Kan Bankasi’nda gesitli
sebeplerle calisilmis Direkt ve/veya Indirekt Coombs pozitifliklerinin geriye doniik taranarak,
etiyolojilerinin aydmlatilmasi, hemolitik anemi ve diger hastaliklarla olan birlikteliklerinin

irdelenmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: Ocak 2015 -Aralik 2018 tarihleri arasinda DEUTF kan bankasinda
Coombs testi pozitifligi saptanan ve I¢ Hastaliklarinda takip edilen 18 yas ve iizeri 485 olgu
calismaya dahil edildi. Olgularin demografik o6zellikleri ve etiyolojileri geriye donik
degerlendirildi.

Bulgular: Olgularin 244’0 kadmn (%50,3), 241°1 (%49,7) erkekti. Kadin/Erkek orani
1/1 olarak bulundu. Ortalama yas 60,85 (19-94), medyan yas 64+16,99 idi. Medyan 48 aylik
(+ 28,24 ay) izlem siiresi sonunda hastalarin 278’1 (%57,3) hayatta iken, 207’si (%42,7)
kaybedilmisti. Tiim hastalar i¢cin medyan sag kalim 30+16,74 ay (1-58) olarak tespit edildi.
Coombs pozitif olgularin sadece %8.4’line otoimmiin hemolitik aneminin eslik ettigi goraldu.
Diger tanilar arasinda en sik solid timorler (%15,2) ve MDS(%10) yer aliyordu. Bunlar

disinda ¢ok sayida immiin veya nonimmiin sebepler saptandi.

Sonug: Coombs pozitifligi OIHA igin yiiksek ongorii degerli bir test olsa da bashca
solid tlimorler, MDS, romatolojik hastaliklar gibi pek ¢cok durumda da pozitif olabilecegi
unutulmamahidir.  Bu  nedenle sadece Coombs pozitifligine  bakilarak  tedavi
uygulanmamalidir. Eglik eden hemoliz varligi da hastanin klinigi ve diger laboratuvar verileri
ile korele edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Direkt anti-globulin testi, Coombs testi, otoimmun hemolitik anemi
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C) SUMMARY

RETROSPECTIVE EVALUATION OF THE EPIDEMIOLOGICAL DATA OF THE
COOMBS POSITIVE CASES

Introduction and aim: Coombs tests are mainly used in hematology, transfusion
medicine, or organ transplantation. Direct coombs positivity does not always support
hemolysis. It was aimed to categorize the direct and / or indirect Coombs positivity of patients
which were studied for various reasons at the Dokuz Eylul University Hospital Blood Bank
according to their etiology, and to clarify association with hemolytic anemia or other diseases.

Material and Method: This descriptive study concerns about of etiology of 485
patients whose Coombs tests were positive between January 2015- December 2018, who were
followed-up in DEUTF Internal Medicine Department.

Results: Between 244 women (50.3%) and 241 (49.7%) men, the female / male ratio
was found to be 1/1. The mean age was 60.85 (19-94) and the median age was 64 + 16.99. At
the end of follow-up period of the median 48 months ( + 28.24 months), 278 (57.3%) patients
were alive, while 207 (42.7%) were deceased. Median survival for all patients was 30 + 16.74
months (1-58). It was observed that among these patients, coombs positivity due to solid
tumors (15.2%), MDS (10%) and autoimmune hemolytic anemia (8.4%) were dominant

findings. Apart from these, many immune or nonimmune causes have been identified.

Conclusion: Although Coombs positivity is a high predictive test for AIHA, it should
be kept in mind that it can be positive in many cases such as major solid tumors, MDS and
rheumatological diseases. When evaluating this positivity, it is important to establish a
correlation with the patient's clinic.

Key words: Direct anti-globulin test, autoimmune hemolytic anemia, Coombs test



D) GIRIS VE AMAC

Direkt antiglobulin (DAT) ve indirekt antiglobulin (IAT) olmak iizere 2 farkli
uygulama bicimi bulunan Coombs testi, 70 yili askin siiredir tip alaninda
kullanilmaktadir. Ik olarak 1908 yilinda Moreschi tarafindan tanimlanan bu yéntemler
klinige 1945 yilinda Robin Coombs tarafindan uyarlanmistir [1] AHG (Antiglobulin
testi, Coombs testi) testi; sensitize eritrositlerin goriiniir agliitinasyonunu olusturmak i¢in
kullanilir. Eritrositlerin yiizeyini kaplamis antikorlar DAT ile, serbest dolagan antikorlar

ise IAT ile gosterilirler.

Direkt antiglobulin testi (direkt coombs); eritrositlerin invivo sensitizasyonunu
gostermek i¢in kullanilir ve tek asamalidir. DAT; taze yikanmus eritrositte 1gG ve C3d
molekdllerini, antiglobulinler yolu ile aglutinasyon olusturarak gostermektedir [1]. DAT
baglica hemolitik transflizyon reaksiyonlari, yenidoganin hemolitik anemisi ve ilag
iliskili hemolizin tanimlanmasinda kullanilir [2]. Yalmizca DAT pozitifligi tanisal
degildir. Oykiide beraberinde ila¢ kullanimi, hamilelik ve transfiizyon sorgulanmalidir
[3]. Ciinkii yanlis pozitiflik ve negatiflik atlanabilir.

Indirekt antiglobulin testi (indirekt coombs); yabanci eritrositler ve hastaya ait
duyarlhilagsmis antikorlar arasindaki in-vitro reaksiyonlar1 gdstermek icin kullanilir ve
DAT’1n aksine iki asamalidir. Hastanin duyarlilagmig antikorlarimin yabanci eritrositlerle
antijen-antikor kompleksi olusturmasi saglandiktan sonra DAT’a benzer sekilde
antiglobulin eklenerek in vitro aglutinasyon olusturulur. IAT pozitif bulunan tiim
olgularda antikor tanimlanmalidir. Antikor tarama testi pozitif olgularda pozitiflige
neden olan antikorun hangi eritrosit antijenine veya antijenlerine kars1 gelistigi daha ¢ok
sayida test hiicresi kullanilarak tanimlanabilir. Kan grup antijenlerine karsi gelismis
antikorlar transfizyon Oncesi yapilan cross-match, reverse gruplama ve antikor tarama
testleri ile gosterilebilir.

Coombs pozitiflikleri her zaman hemolize eslik etmeyebilir. Cesitli nedenlere bagli
pozitiflikler olabilir. Bu nedenle laboratuvar parametrelerinin iyi degerlendirilmesi,
klinik ile korele edilmesi gereksiz tedavileri onleyecektir. Bu ¢alismada Dokuz Eylil
Universitesi Kan Bankasi’nda baska nedenlerle ¢alisilmis i¢ Hastaliklar1 Klinigi’'ne ait
Direk ve/veya Indirekt Coombs pozitifliklerinin geriye doniik taranarak, etiyolojilerinin
aydmlatilmasi, hemolitik anemi ve diger hastaliklarla olan birlikteliklerinin irdelenmesi

amagclanmstir.



E) GENEL BILGILER

Coombs testi klinik laboratuvarda kullanilan standart testlerden birisidir. Anemi ile gelen
hastalarda hemoliz lehine bulgular varliginda Coombs testi yapilmali, pozitiflik durumunda
olas1 immun etiyolojiler arastirilmalidir. Retikilositoz, hemoglobiniri, azalmis haptoglobin,
unkonjuge bilirubin yiiksekligi, laktat dehidrogenaz (LDH) yiiksekligi, periferik yaymada
sferosit goriiniimii eritrosit yikimi ile iliskilidir [3]. Bu bulgularin varliginda, otoimmin

hemolitik anemi icin Coombs testi tanisaldir.

Anemi dis1 hematolojik hastaliklarda, transfiizyon tibbinda veya organ transplantasyon

alaninda da Coombs testi kullanilir. Testin klinikteki kullanimi ¢esitlidir.

DIREK ve INDIREK ANTIGLOBULIN (COOMBS) TESTLERI
Anti-RBC antikoru

Anti-RBC antikoru, eritrositlerin yizeyinde yerlesen kan grubu ile iligkili proteine karsi
olusan antikorlardir. Anti-RBC antikoru, kisinin kendi eritrositine karsi olusabilecegi gibi
diger kisilerin eritrositlerine karsi olusan allo-antikorlar olarak da izlenebilir. Bu antikorlar
termal durumlardaki davraniglarma gore siniflandirilirlar. RBC’ler ile 37°C de reaksiyona
giren antikorlar sicak antikorlar, 4°C’de reaksiyona girenler ise soguk antikorlar olarak

adlandirilirlar.

Reaksiyona katilim 1gG, IgA ve IgM antikorlarmin hafif zincirleri ile gerceklesir. (Kappa
ve Lambda). Genellikle, 1gM antikoru RBC’ler ile reaksiyona girerek direk agliitinasyon
yapma yetenegine sahiptir (komplet antikor). Oysa IgG antikoru tek basina aglutine olamaz
(inkomplet antikor) ve agliitinasyonun olmasi i¢in kompleman proteinlerinin aktivasyonuna
ihtiya¢ duyar. 1gG’nin komplemana baglanma afinitesinin yiiksek olmasi gii¢lii agliitinasyona
ve kompleman aktivasyonu ile hemolize neden olur. IgG antikorunun komplemana baglanma
kapasitesi de 1gG sub-gruplarinda farklilik gosterir. En glcli baglanma kapasitesi 1gG3 te
olup ardindan IgG1 gelir.

Figir 1, RBC’lerin ve anti-globulinin reaksiyonunu gosteren sistematik bir modeldir.
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Figur 1: A. Eritrositler arasi uzaklik 35 nm. Her eritrositin ¢evresinde elektrik yiikli ¢ift
katman vardir. B. Coombs testinin prensibinde, eritrositlere bagli IgG-tip antikorlar kbpru-
baglar1 ile anti-globulin antikoru (Coombs antikoru) tarafindan baglanirlar. C. Soguk
aglutinin hastaliginda makroskopik agregasyon (CAD). Agregasyon kismi plazmada
yiiziiyor. D) Hemoliz ile DAT pozitifligi arasindaki iligkiyi gosteren sistematik model.
DAT pozitifligi olan olgularin sadece diisik bir yiizdesinde hemoliz izlenir. Klinik
otoimmuin hemolitik anemi tanili olgularin da %5-10 unda DAT negatiftir.

Direkt Antiglobulin testi (DAT) ve indirekt Antiglobulin testi

Immiin ve non-immiin hemolitik anemilerin ayiric1 tanisinin yapilabilmesi i¢in

hemoliz bulgular1 gosteren her hastaya direkt antiglobulin testi yapilmalidir.

Tim eritrositlerde IgG ve kompleman baglanma bolgeleri bulunmaktadir. DAT; taze
yikanmig eritrositte IgG ve C3d molekillerini, antiglobulinler yolu ile aglutinasyon

olusturarak gostermektedir. (Figur:2) Eritrositlerin yikanmasmin nedeni ¢evre plazma
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icerisindeki kompleman ve globiilinlerin uzaklastirilmasidir. Boylece testte uygulanacak
antiglobulinlerin nétralize olmasi (yanlis negatiflik) engellenmektedir. Bir antikorun Fc
parcasina baglanan antiglobulin molekiiliiniin Fab pargalar1 birbirine komsu ve antikorla
kapl iki eritrosit Uzerinde kOpri gorevi Ustlenerek agliitinasyona sebep olur. Aglutinasyon

miktar1 baglanan proteinin miktart ile orantilidir.

Ayrica Cl aktivasyonu i¢in gerekli kalsiyumun selasyonu ile in vitro

fiksasyonu engelledigi icin EDTA'l1 tiipler tercih edilmelidir [3].

Hicbir hemoliz belirtisi géstermeyen bazi kisilerde (bazi kan dondrleri gibi) direkt
antiglobulin testi pozitif bulunabilir (tablol). Saglikli popiilasyonda %70.007-0.1
pozitiflik, yatan hastalarda ise %0,3-8 pozitiflik hemolitik anemi olmaksizin bulunabilir.
(4,5). Bu nedenle klinik bulgularin degerlendirilmesi Onemlidir. 1gG ve kompleman
artigina ikincil, anemiden bagimsiz pozitiflikler de goriilebilir (3,5) (Tablo 2). Yalanci
negatif sonuglar olabilir. Klinik tablo israrla hemolizi diisiindiiriiyorsa ileri teknikler
kullanilabilir. Hastada otoimmun hemolitik anemi oldugu halde DAT negatif bulunabilir.
(tablo 3). Bu durumda IgG ve C3 dis1 antikorlar i¢in (IgA veya IgM gibi) mono-spesifik
aywraclar kullanilarak testler yapilabilir [4].
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Figur 2: DAT: Antiglobulin antikoru(yesil), hastanin eritrositlerine bagli anti RBC

antikorlarma (mavi) baglandiginda agliitinasyon gergeklesir.

IAT: Antiglobulin antikoru(yesil), hasta serumuna test eritrositleri eklenmesi

sonrasi hastaya ait anti RBC antikorlarina baglandiginda agliitinasyon gergeklesir.

Indirekt antiglobulin testi (indirekt Coombs); yabanci eritrositler ve hastaya ait
duyarlhilagmis antikorlar arasindaki in-vitro reaksiyonlar1 gdstermek icin kullanilir ve DAT 1n
aksine iki asamalidir. Hastanin duyarlilagmis antikorlarmin yabanci eritrositlerle antijen-
antikor kompleksi olusturmasi saglandiktan sonra DAT’a benzer sekilde antiglobulin
eklenerek in vitro aglutinasyon olusturulur. IAT pozitif bulunan tiim olgularda antikor

tanimlanmalidir (Figur:2).



Tablo 1: Hemolizin eslik etmedigi Coombs pozitiflikleri

Kompleman baglanmasia neden olan pihtili kan

Yiksek serum immunglobulin duizeyi

IVIG, monoklonal antikor yapisinda hedefe yonelik ilaglarm kullanimi

Antifosfolipid sendromu

Infeksiyonlar; HIV, Malarya

Yetersiz serolojik teknik

Tablo 2: 1gG veya kompleman yiiksekligine bagh Coombs pozitiflikleri

Orak hicreli anemi

B-talasemi

AIDS

Renal hastaliklar

Multiple myelom

Yiiksek serum globulin veya BUN degerlerine sebep olan diger durumlar




Tablo 3: Hemoliz olmasina ragmen Coombs negatifligi olan durumlar

Ciddi hemoliz,

IgA ve IgM antikorlar1 tarafindan olugsan hemoliz

Diisiik afiniteli antikorlar

Yetersiz serolojik teknik

Klinikte DAT, otoimmiin hemolitik anemilerin (OIHA), yenidogan hemolitik hastaligmin,
ilag-iligkili immiin hemolitik aneminin ve hemolitik transfiizyon reaksiyonlarinin
arastirtlmasinda kullanilir. DAT ayrica RBC’leri sensitize eden membrandz proteinin

tanimlanmasinda da kullanilir.

IAT metodu ise irregiiler antikorlarin tanimlanmasi, transflizyonlarda cross-match testi,
yenidogan hemolitik hastaliginda anne serumunun muayenesi ve Orneklerin elisyonundaki

RBC’lere baglanan antikorlarin tanimlanmasi i¢in kullanilir.

COOMBS POZITIiFLIGi OLAN HEMATOLOJIK HASTALIKLAR
OTOIMMUN HEMOLITIK ANEMILER (OiHA)

Otoimmiin hemolitik anemi (OIHA) eritrosit antijenlerine karsi olusan otoantikorlar
yoluyla eritrositlerin yikilmasi ve ortalama eritrosit omriiniin kisalmasi ile karakterize bir
hastalik grubunu tanimlar. Sicak ve soguk tip olmak iizere ikiye ayrilir. Sicak tip OIHA da
IgG tipinde, soguk tip OIHA da ise IgM tipte antikorlar olugmaktadir. Birgok otoimmiin
hemolitik anemide sicak tip antikor gortlmekte olup, soguk tip antikor daha az sikliktadir.[5]
Hemolitik anemilerde DAT pozitifligini %83 olarak gosteren seriler mevcuttur[3] Genellikle
IgG ve C3 tabiatinda sicak antikorlar nedeniyle olustugu icin kullanilan ayira¢ bu antikor ve
kompleman1 saptayacak polispesifik ayira¢c olmalidir. Testin sonucu “+, ++, +++, ++++”

seklinde verilir.[4]



a. Sicak tip OTHA

Sicak tip, %65-70 diizeylerindeki prevalansi ile immiin hemolitik anemilerin en sik
goriilen seklidir. Bu alt tipte; IgG kapl eritrositler retikiiloendotelyal sistem icerisindeki
makrofajlar tarafindan yikilirlar. Bu duruma bagli splenomegali sik gorilen bir bulgudur.
Otoimmun antikorlarlarin olusumunda; ¢ocukluk ¢agi viral enfeksiyonlar, SLE, skleroderma,
dermatomiyozit, Ulseratif kolit, romatoid artrit, yaygin degisken immiin yetmezlik (CVID),
non-hodgkin lenfoma (NHL), allojenik kan transflizyonu veya ilaglar: etiyolojik faktor olarak
gosteren yaymnlar bulunmakta veya antikorlar idiopatik olarak da saptanabilmektedir.
Yaklasim; altta yatan hastaligin tedavisi, glukokortikoidler, IVIG, rituksimab, immunsupresif
ilaclar (azatiopurin vb) ve destek tedavi olmalidir.[6]. Relaps/refrakter olgularda splenektomi
de guindeme gelmektedir.

b. Soguk tip OTHA

Soguk tip OIHA, eritrosit ylizeyindeki polisakkarit yapida antijenler ile reaksiyona giren
ve kompleman fiksasyonu ile intravaskiiler hemolize yol agan IgM antikorlarina bagli ortaya
cikar. Agglutinasyon bir IgM antikorunun birden fazla eritrosit ylizeyine baglanmasi ile
gerceklesir. Ancak IgA veya IgG ile de gelisebilir. Bu antikorlar genelde enfeksiyonlar ve
maligniteler ile iliskilidir [7]. Tedavi ise destek tedavisi, yatkinlik yaratict durumlardan

sakimmak ve altta yatan hastaligin yonetiminden olusmaktadir [6].

COOMBS POZITIiFLIGIi ILE SEYREDEN DIGER HEMATOLOJIK
HASTALIKLAR

Lenfoproliferatif hastaliklar ile otoimmun hastaliklar arasinda yakm bir iligki
bulunmaktadir. Otoimmun trombositopeni ve otoimmun hemolitik anemi lenfoid
malignitelerin bir 6zelligi olarak karsimiza ¢ikabilir. Hodgkin ve non Hodgkin lenfomalarda
otoimmin olaylar yaklasik %2 oraninda gorilmektedir. [8]

Otoimmin hemolitik aneminin en sik nedeni KLL olmakla beraber KLL hastalarinda

hemolitik anemi goriilme siklig1 yaklasik %7 dir. [9] Baska yayinlarda KLL de otoimmin

10



hemolitik aneminin gorilme sikligi daha yiiksek tanimlanmis olsa da yaymlarin ortak
noktasini  Coombs pozitifligi derecesinin prognozda belirleyici olabilecegi savi

olusturmaktadir.
COOMBS POZITIiFLIGI iLE SEYREDEN MALIGN HASTALIKLAR

OIHA ve buna ikincil saptanan Coombs pozitifligi solid tiimorlerde de karsimiza
cikabilir. Literatiirde anlamli sayida vaka bulunmakta olup steroid tedavisine direngli anemisi
olan hastalarda bile tiimor rezeksiyonu sonrasi kiir saglandig1 goriilmiistiir. [10][11]Ozellikle
Kaposi sarkom ve renal hicreli kanserlerde diger solid tiimorlere oranla bu durum daha
belirgindir.[11] Ayrica farkli tiimérlerde farkl tipte OIHA goriilebilir. Ornegin; GIS, meme,
akciger ve renal hiicreli kanserlerde sicak tipte, karsinoid tiimorlerde soguk tip antikorlar

izlenmektedir.[12]
COOMBS POZITIiFLIGI iLE SEYREDEN ROMATOLOJIK HASTALIKLAR

Otoimmiin hemolitik anemi romatolojik hastaliklarin tani kriterleri igerisinde yer
almaya baglamig bir bulgudur. SLE 2019 tani kriterlerinde otoimmiin hemoliz 4(dort) puanla
temsil edilmektedir. AFAS gibi lupus iligkili diger patolojilerde de DAT pozitifligi
gorulmektedir.[13] Skleroderma, RA, dermatomyozit ve Ailesel Akdeniz Atesi gibi

romatolojik hastaliklarda Coombs pozitifligine rastlanmaktadir.
COOMBS POZITIiFLIiGi iLE SEYREDEN ENFEKSiYOZ HASTALIKLAR

Brusella, klinik Ozelliklerinin yani sira agliitinasyon yontemleri ile tani konulan
enfeksiy0z bir patojendir. Standart tlp aglutinasyon sonucu negatif gelen ancak Kklinik
bulgular: brusellay1 destekleyen hastalarda aglutine olamamis antikorlarin varligini saptamak
icin Coombs kullanilir.[14]

Mycoplasma pndmonisi, infeksiyoz mononikleosis ve sifilizde Coombs pozitifligi
goralebilir.
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COOMBS POZITIFLIiGi iLE iLISKiLi iLACLAR
[laglarin Coombs testi pozitifligine yol agmas1 dért farkli mekanizma ile gergeklesir:
1-Ilag adsorbsiyonu(penisilin tipi)
2-Immiin kompleks formasyon(izoniazid)
3-Otoantikor Uretimi(alfa metildopa,daratumumab)
4-Nonspesifik protein adsorbsiyonu (sefalosporinler)[3]
Daratumumab:

Refrakter MM kullanilan Anti CD38 monoklonal antikorudur. CD38 transmembran
glikoprotein olup,hiicre adezyon ve sinyal iletiminde rol oynamaktadir. Ozellikle enzimatik
aktivitesiyle intraselliiler Ca mobilizasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Normalde prekiirsor
ve aktive T ve B hucrelerinde, myeloid hiicrelerde, NK hticrelerde, eritrositlerde,
trombositlerde ve plasma hiicrelerinde diisiik miktarda bulunmaktadir. Myelom hiicrelerinde

ekspresyonu arttig1 i¢in tedavide hedef molekiildiir.[15]

MM hastalarinda tranfiizyon dncesi testlerde daratumumuba bagl yanlis pozitiflikler
gorulmektedir. (Figur-3) Bu durum hastanin tedavisinde gecikmelere ve sapmalara neden

olabilecegi i¢in akilda tutulmalidir.
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Figlr 3: Refrakter MM da kullanilan Anti CD38 monoklonal antikoru daratumumaba bagli

yalanci IAT pozitifligi gosterilmistir.

Tablo- 4 de Coombs pozitifligi yapan ilaglar verilmistir.
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COOMBS POZITIiFLIiGi iLE SEYREDEN GASTROINTESTINAL HASTALIKLAR

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda anemi sik goriilen bir bulgu olup, daha c¢ok
kronik kan kaybina baglidir. Hemolitik anemi nadir bir komplikasyondur. Coombs pozitifligi,
sulfasalazinin yol ag¢tig1 oksidatif hasara bagli olabilecegi gibi otoimmiin reaksiyona da bagli
olabilir.  Ulseratif kolitte hemolitik anemi daha sik goriiliitken Crohn hastaliginda daha
nadirdir.[16]

COOMBS POZITIiFLIiGI iLE SEYREDEN NEFROLOJIK HASTALIKLAR

Solid organ nakillerinde DAT pozitifligi %70’leri bulmaktadir.[17] Bobrek nakilli
hastalarda; graft disfonksiyonu, yas, konak¢min komorbidleri, ACE inhibitéri kullanimi,
infeksiyonlar, azatiyopurin gibi antiproliferatif ilaglar immun hemolitik anemi etiyolojisinde
diisiiniilmektedir. Verici lenfositlerinin alict eritrositlerine karsi olusturdugu antikorlarm yol
actig1 PLS de Coombs pozitifliginin sebepleri arasinda gosterilebilir. Ayrica GVHD
reaksiyonu minér ABO uyumsuzluklar1 nedeniyle hemolize sebep
olmaktadir.[18][19][20][21]
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F) GEREC VE YONTEM

Calismaya Ocak 2015 -Aralik 2018 tarihleri arasinda DEUTF Hastanesi Kan
Bankasi’nda direkt ve/veya indirekt Coombs pozitifligi saptanmis ve I¢ Hastaliklar1 A.B.D

nda takip edilen 18 yas ve Uzeri hastalar dahil edildi.
Calisma icin DEUTF Etik Kurulu’ndan onay alind1.
Verilerin kullanimi i¢in Kan Bankasi sorumlu hekiminden izin alindi.

Hastalarin verileri geriye donuk Probel® sistemi Gzerinden taranarak; yas, cinsiyet,
tan1 anindaki hemogram ve biyokimya sonuglari, Coombs pozitifliklerinin dereceleri, indirekt
Coombs tarama ve antikor tanimlamalari, seroloji, ANA, retikiilosit, kan iriinii (eritrosit
siispansiyonu) transflizyon verileri, otoimmiin hemolitik anemi gelisenlerde almis olduklar1

tedaviler ve sag kalimlar1 SPSS 23.0 programina kaydedildi.
Kan bankasmda Coombs testleri (DAT ve 1AT) asagida anlatildig1 sekilde ¢aligildi.
Across jel ile monospesifik direkt coombs testi:

Kan bankasma gelen EDTA’l1 kan 6rnegi Across Liss ile diliie edilip %1’lik kirmiz1
kan hicresi stispansiyonu hazirlanir.10 mikrolitre eritrosit siispansiyonu i¢ine 1 ml Across

LISS eklenerek 10 dakika 920 devirde santrifiij edilir. Santrifiij sonucu ile degerlendirilir.

Bu testin prensibi, kirmizi kan hiicrelerindeki antijenlerin, reaktif, serum veya plazma
orneklerinde var olan ilgili antikorlar ile baglanmasi sonucu meydana gelen agliitinasyon

reaksiyonlarmin jel santrifllj ile gosterilmesine dayanmaktadir.

Across jel batun mikrotlplerde tampon ¢Ozelti igerisinde filtre gorevi yapan
polimerize dextran mikro (jel) icerir. Dextranlar, spesifik antikorlar, anti-insan globulin veya
bir tampon igeren bir reaktif ile karistirilmistir. Kartlarin santrifiijii sirasinda, boyutlarina bagli
olarak, kirmiz1 kan hiicresi agliitinasyonlar1 jel yilizeyinde ve kolon boyunca toplanir. Agliitine
olmayan kirmizi kan hiicreleri alt kismina ¢oker. Asagidaki tabloya gore derecelendirme

yapilir.
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Santrifiij edilen kartlarin hemen okunmas: tavsiye edilir [22][23].

Across jel ile Indirekt Coombs testi:

Kan bankasina gelen hasta numunesi serumu ile O kan grubu insan eritrositleri ile

karistirilarak yapilir.

Bu testin prensibi, kirmizi kan hiicrelerindeki antijenlerin, serum veya plazma
orneklerinde var olan ilgili reaktif antikorlar ile baglanmasi sonucu meydana gelen

agliitinasyon reaksiyonlarmin jel santrifiij teknigi ile tespitine dayanir

Her bir vial %0,8’lik koruyucu igeren bir tampon ¢ozelti icerisinde papainli veya
papainsiz O kan grubu insan eritrositleri i¢erir. Kirmiz1 kan hiicresi reaktifleri panelleri, ¢ogu
kan grubu sistemlerinin en 6nemli antijenik determinantlarini gosterir. Bu kirmizi kan
hiicreleri antijenik konfigilirasyon olarak farklidir; sik¢a ortaya ¢ikan ve klinik olarak 6nemli

olan antikorlarin tespitine yardimei1 olmak i¢in segilmislerdir [1].
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G) ISTATISTIK

Verilerin analiz asamasinda SPSS 23,0 istatistik paket programi kullanildi. Degerlendirme
sonuclarinin tanimlayici istatistikleri; kategorik degiskenler i¢in sayr ve yiizde, sayisal

degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, minimum, maksimum olarak verildi. Sag kalim igin
Kaplan-Meier testi kullanilda.
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H) BULGULAR

Calismaya Coombs pozitifligi olan ve i¢ hastaliklarinda takip edilen 485 hasta dahil
edildi. Olgularm sag kalim verileri Subat 2019 tarihinde gtincellendi.

Olgularin 244’0 kadin (%50,3), 241’1 (49,7) erkekti. Kadm/Erkek orani 1/1 olarak
bulundu. Ortalama yas 60,85 (19-94), medyan yas 64+16,99 idi. Medyan 48 aylik (+ 28,24
ay) izlem siresi sonunda hastalarin 278’i (%57,3) hayatta iken, 207’si (%42,7) kaybedilmisti.
Tiim hastalar i¢in medyan sagkalim 30+£16,74 ay (1-58) olarak tespit edildi. Tiim hastalarin
tan1 anindaki laboratuvar verileri beyaz kiire sayis1t (WBC), lenfosit sayisi, hemoglobin (Hb),
trombosit sayist (PLT), Ortalama eritrosit voliimii (MCV), eritrosit dagilim genisligi (RDW),
laktat dehidrogenaz (LDH), aspartat aminotransferaz (AST) degerleri, alanin aminotransferaz
(ALT), total bilirubin, indirekt bilirubin degerleri tablo 5’da 6zetlendi.

Tablo 5: Coombs pozitifligi olan olgularin tan1 anindaki demografik verileri

N=485 % Ortalama | Ortalama Ortanca£S.S
(Min-Max)

K/E 244/241

(1/1) 50,3/49,7
Yas 60,85 19-94 64 + 16,99
WBC (10%/pL) 13,74 0,2-372,1 6,80 + 31,90
Lenfosit (10°/puL) 5,58 0,10- 286,6 1,40 = 2254
PLT (10%/puL) 194,11 3-853 174,00 £ 148,51
Hemoglobin (g/dl) 9,02 2,8-15,4 8,80 £+ 214
MCYV (fL) 86,34 8,3-137 86,50 £ 13,00
RDW (%) 18,55 12,6-48,3 1750+ 4,33
AST (mg/dl) 40,88 4-862 24,00 £ 73,26
ALT (mg/dI) 35,4 3-1230 17 + 78,05
LDH (U/L) 399 46-10573 245,50 £ 719,54
Total Bilirubin (mg/dl) 1,92 0,27-62,06 0,89+ 445
ind Bilirubin (mg/dI) 1,18 0,05-22,73 0,67+ 1,99

TUm hasta gruplarinda medyan Hb:8,8 + 2,14 g/dl, LDH 245,5 + 719,54 U/L, Indirekt
bil.0,67 £ 1,99 mg/dl idi. Hemoliz olmayan grubun laboratuvar parametreleri
degerlendirildiginde medyan Hg 8,9 £ 2,14 g/dl, LDH 246 £ 719 UJ/L, indirekt bil. 0,56 +
1,99 mg/dl olup LDH yikseklikleri ve Hg diisiikliigii hemoliz ile iliskilendirilmeyerek eslik
eden hastaliklarina baglandi. OIHA grubunun laboratuvar verileri de tablo:6 verildi.
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Tablo 6: Otoimmiin hemolitik anemi tanisi olan olgularin demografik verileri

N=37 % Ortalama | Ortalama Ortanca£S.S
(Min-Max)
K/E 20/17 54.1/45.9
Yas 56 19-78 62+ 15
WBC (10%/pL) 9,71 3,6-27 8,4+ 5,11
Lenfosit (10°/puL) 2,43 0,40-6,7 2,25£1,29
PLT (10%/puL) 312,4 22-706 2951152
Hemoglobin (g/dl) 10,73 5,7-14,8 11+2,53
MCV(FL) 89,48 65,9-120,8 89,2+£12,69
RDW (%) 16,98 12,7-26,4 16,1+3,51
AST (mg/dl) 25,4 10-54 22+9,54
ALT(mg/dl) 34,91 9-330 22+52,82
LDH (U/L) 221,7 151-1361 275+269,83
Total Bilirubin (mg/dl) 1,98 0,42-7,39 1,471+1,58
ind Bilirubin (mg/dI) 1,52 0,24-5,10 1,15+1,27

Hastalar etiyolojik agidan degerlendirildiginde hem DAT + IAT pozitif grupta hem DAT
pozitif IAT negatif grupta hematolojik hastaliklarin basi cektigi goriildii.

20



Tablo 7: Coombs pozitifliklerinin ana bashklar altinda etiyolojik dagilim

DAT(+) VE Toplam
IAT(+) DAT(+) VEIAT (-) | DAT(-) VEIAT (+) \
Etiyoloji N N N
HEMATOLOJIK H. 63 136 a4 243
SOLID TUMORLER 2 37 34 73
ROMATOLOJIK H. 8 36 7 51
NEFROLOJIK H. 1 2 1 4
GASTROENTEROLOJIK H. 2 12 9 23
ENFEKSIYONLAR 1 1 0 2
ILAG ILISKILI 0 1 0 1
DIGER VE 4 50 34 88
TANIMLANAMAMIS
Toplam 81 275 129 485
Tablo 8: Coombs pozitif olgularin etiyolojiye gore dagilimi
DAT+ VE IAT+ | DAT+ VE IAT - DAT — VE IAT + Toplam
Etiyoloji N N N N
SOLID TUMORLER 2 37 34 73
MDS 13 24 12 49
OiHA+ EVANS 21 17 3 41
KLL 14 17 3 34
NONHODGKIN LENFOMA 4 19 1 24
PLAZMA HUCRE DiSKRAZI 2 21 11 34
SLE 4 21 3 28
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SiROZ 15
DIGER ENFEKSIYONLAR 12
RA 10
AML 10
KAPAK REPLASMANI 9
HODGKIN LENFOMA 7
ALL 7
COLD AGGLUTININ H. 4
KMPH 12
KMML 4
ORGAN NAKLI 4
OTOIMMUN HEPATIT 4

KML

iINFLAMATUAR BAGIRSAK
H.

ORAK HUCRELI ANEMI H.

ALFA TALASEMI

TALASEMI TASIYICI

AFiBRINOJENEMI

DERMATOMYOZIT

OSLER-WEBER-RENDU

FMF

SPONDILOARTROPATI

DEV H. ARTERIT

CASTELMAN

WALDENSTROM
MAKROGLOBULINEMI
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ITP 0 1 0 1
APLASTIK A. 1 0 0 1
TALASEMI MAJOR 0 0 1 1
SISTEMIK MASTOSITOZ 0 0 1 1
TMA 1 2 0 3
RH UYUSMAZLIGI 0 1 0 1
HEREDITER SFEROSITOZ 0 1 0 1
AFAS 0 0 1 1
GRANULOMATOZ ANJITIS 0 1 0 1
KR.GLOMERULONEFRIT 1 1 0 1
G6PDH 0 1 0 1
TBC 0 1 0 1
BEHCET H. 0 1 0 1
RETROPERITONEAL 0 1 0 1
FIBROSIS

IGA NEFROPATISI 0 0 1 1
GAVE 0 0 1 1
AL AMILOIDOZ 1 0 0 1
FEOKROMASITOMA 0 0 1 1
LEISHMANIA 0 1 0 1
TAKAYASU A. 0 1 0 1
KiSTiK FIBROSIS 0 1 0 1
RETINAL VEN TROMBOZ 0 1 0 1
ILAC (VEMURAFENIB) 0 1 0 1
TANIMLANAMAMIS 3 31 15 50
Total 81 275 129 485
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Tedavi olarak;

Yukarida belirtilen OIHA tanil1 32 hasta baslangic tedavisi olarak steroid almus, 3
tanesi steroid +1VIG ile takip edilmis ve 1 hasta ise steroid+ IViG izleminde splenektomi ile
tedavi edilmistir. 1 olgu tan1 konulmasindan kisa siire sonra vefat etmistir. Olgularin 10
tanesinin yukarida tanimlanan tedavilere de direngli oldugu goriilmiis; 5 olguya rituksimab
verilmis ,1 olguda splenektomi uygulanmis ve 4 olguya rituksimab tedavisi sonrasi
splenektomi yapilmistir.

Tablo 9: Otoimmiin hemolitik anemi olan olgularin Coombs pozitiflik derecesi;

Coombs pozitiflik derecesi OIHA( 37)
+ 5

++ 14

+++ 17

++++ 1

Coombs pozitifliginin malignite iliskisi;

Coombs pozitif olgularda izlemde goriilen hastaliklar geriye doniik degerlendirildi. 7
hastanin Coombs pozitifligi saptandiktan yaklasik 1 yil iginde malignite tanisi aldigi goriildii.
Bu hastalarin 2 tanesi primeri bilinmeyen kanser tanis1 almigken, 1 hastanin glomus
karotikum, 1 hastanin meme kanseri, 2 hastanin akciger kanseri,1 hastanin mide kanseri

oldugu goriildii.
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I)TARTISMA

Direkt ve indirekt Coombs testleri hematoloji alaninda, transfiizyon tibbinda veya
organ transplantasyon alaninda kullanilr. Otoimmin  hemolitik  anemilerinin
degerlendirilmesinde Coombs testi, klinik bulgular1 destekleyicidir. Bizim ¢alismamizda
hastalarm %7,6 smin etiyolojisinde OIHA bulunmaktadir.

Coombs testinin tanisal katkisinin yani sira, yanlis pozitif ve yanlis negatif sonuglarla
tanty1 giiglestirdigi durumlarin varhigi da géz oniine alinmalidir. Ornegin MM olan birgok
hasta normokrom normositer anemi ile karsimiza ¢iktig1 i¢in, tan1 konuldugunda Coombs testi
yapilip olasi hemoliz agisindan laboratuvar ve klinik korelasyonu yapilmalidir. [24] Ancak
MM tanili hastalarda Ig seviyeleriyle orantili yanlis pozitiflikler de goriilebilmektedir.[25]
Calismamizda 34 adet MM hastas1 bulunmakta olup literatiirdeki bu bilgiyi desteklemektedir.
Yanlis negatiflikler iginse; Bajpayee ve arkadaslarmin tanimladigi IgA pozitif hemolitik
anemisi olan vakada oldugu gibi, hemolizi olup Coombs negatifligi goriilen vakalarin varligi

unutulmamalidir.[26]

MDS de belirgin hemoliz olmaksizin allo- ve otoantikorlarin sebep oldugu Coombs
pozitifligi goriilmektedir. Novaretti ve arkadaglarinin 29 MDS hasta ile geriye doniik yaptigi
caligmada hastalarin % 58.6’sinda alloantikorlar, %34.4’{inde otoantikorlar goriilmiistiir.[27]
Bizim ¢alismamizda allo-otoantikor ayrimi yapilmamakla birlikte; hastalarimizin 49 unda
(vaklasik %10) MDS varligi izlenmekte olup 34 (%70) hastada hemoliz parametreleri
negatiftir.

Diinyada farkl etnik kokenlere sahip KLL hastalarinda yapilan farkli calismalarda
oranlar1 degismekle birlikte, KLL hastalarinda Coombs pozitifligi gorece sik bir bulgudur ve
prognostik onemi tartigilmaktadir. S.A.Abbas ve arkadaglarinin ¢aliymasinda % 23.3, A.
Quinqguenel ve ark. calismasinda %14.8 Coombs pozitifligi izlenmistir. Calismamizda ise bu
oran % 7 olarak hesaplanmistir.[28][29]

Diger etiyolojiler degerlendirildiginde, solid tlimorler c¢alismamizda gorilme
sikliginda ilk sirada yer alirken; 6zellikle hematolojik malignitelerin de eklenmesi ile malign
etiyolojilerin hasta grubumuzun yarisini olusturdugu gortlmektedir. Literatirde, Coombs
pozitifligine sebep olan anemilerin paraneoplastik olarak ortaya ¢ikmasmin yani sira, Coombs
pozitifligi olan hastalarda kanser gelisimi riskinin Coombs negatif hastalara gore artmis
oldugunu gosteren yayimnlar mevcut olup, Coombs pozitif olan hastalarin negatif olanlara

oranla izlemde 2.4 kat kanser gelistirme riskine sahip oldugu hesaplanmistir.[10] Bizim
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caligmamizda mevcut solid tiimor tanili 66 hastaya ek olarak 7 hastanin izlemde solid timor
tanis1 aldigr goriilmiistiir. Saymm az olmasi ve c¢alismamizda Coombs negatif hastalarin
dislanmas1 nedeni ile Coombs pozitifliklerinin maligniteler igin uyarici bir sinyal olup
olmadigma iliskin yorum yapmak mumkin degildir. Coombs pozitifligi ile maligniteler
arasindaki iliskilerin gosterilmesi i¢in olgu sayisi yiiksek, ileri g¢aliymalarin yapilmasina

ihtiya¢ vardur.

Giliniimiizde malignitelerin tedavisinde hedefe ydnelik giincel ajanlarmn ve antikor
tedavilerinin kullanimi gittikge artmaktadir. Bu tedaviler yalanci Coombs pozitifliklerine yol
agmakta, bu nedenle transflizyonlarda veya hastanin klinik hemolizinin degerlendirilmesinde
giicliikler yaratabilmektedir. Ornegin ipilimumab, nivolimumab,daratumumab gibi giincel
ilaglarin Coombs pozitifligi yaptig1 gorilmiistiir. Bizim calismamizda da vemurafenib
kullanim1 olan bir olgu saptanmustir. Ozellikle Coombs pozitifligi olan malignite hastalarda

bu ilaglarin kullaniminin sorgulanmasi gerekmektedir.[30]

Coombs pozitifligine sebep olan romatolojik hastaliklar icerisinde SLE ve RA Gne
cikmaktadir. Skare ve ark. yaptigi ¢aligmada SLE hastalarmin igerisinde DAT pozitifligi
%12,8 olup hastalarin yarisinda hemoliz oldugu belirtilmistir. Calismamizda SLE hastalarmin
orani %5.7 olarak hesaplanmig olup 3 hastada hemoliz varligi saptanmistir.[31] Literattrde
OIHA ile prezente olan RA olgular1 vardir.[32] Calismamizda 10 RA tanili olgu mevcuttur.

Ayrica Coombs pozitifligi saptanmis olgular icerisinde etiyolojinin tanimlanamadigi
olgularin bulunmasi da akilda tutulmasi gereken bir diger durumdur.[33] Calismamizda da 50
olguda Coombs pozitifligine sebep olan etiyoloji bulunamamistir. Ancak bu hastalarin
kayitlar1 incelendiginde; dis merkezden sadece Coombs testi i¢in yonlendirilme veya primer
basvurunun Hematoloji B.D olmamasi nedeniyle klinik ve laboratuvar incelemelerinin bu
baglamda yapilmadigi dikkat ¢ekmistir. Bu ¢alismamiz igin kisitlilik olusturmaktadir. Bu
caligma ile Oykiideki eksikliklerin hastalarn laboratuvar verilerinin degerlendirilmesinde

giicliik yarattig1 goriilmiistiir.
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Sonug olarak;

Coombs pozitifligi OIHA igin yiiksek 6ngérii degerli bir test olsa da baslica solid
timorler, MDS, romatolojik hastaliklar gibi birgok durumda da pozitif c¢ikabilecegi
unutulmamalidir. Coombs pozitifligi degerlendirilirken hastanin klinigi ile korelasyon
kurulmasi, ila¢ kullanimi, gebelik, transflizyon gibi durumlarin hassasiyetle sorgulanmasi ve
detayli notlarla takibi mutlak gerekli olup bu sekilde sadece Coombs pozitifligine yonelik

hatali tedavi yaklagiminin 6niine gecilmis olacaktir.
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