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'KISALTMALAR i
ITP: Idiopatik trombositopenik purpura
Gp: Glikoprotein
IL: Interidkin
IF: Interferon
IVIG: Intravensz Immunglobulin
TNF: Timér Nekrozis Faktor
RES: Retikiiloendotelyal sistem
FcRs: Fc reseptorieri
TPO: Trombopoetin
EPO: Eritropoetin
DNA: Deoksiniikleik asit
m RNA: Messenger Ribonikleik asit
PARP: Poli adenil riboz fosfat
d- UTP-FITC: Floresan isaretli deoksi-uridin trifosfat
PMkB: Promegakaryoblast
IAP: Apoptoz inhibitér protein
MHPP-CFC : “High proliferative potential colony forming cell’
BFU-Mk : “Burst-Forming unit-megakaryocyte”
CFC-Mk : “Colony Forming cell-megakaryocyte”
GM-CSF : “Granulocyte- Macrophage colony stimulating factor”
G-CSF : “Granulocyte colony stimulating factor”
M-CSF : “Macrophage colony- stimulating factor”
ICE: “Interleukin-1p converting enzyme”
HIV: “Human Immundeﬁciency virus’
FLIP: “Flice inhibitory protein”
TRAIL: “TNF related apoptosis inducing ligand”
FADD: “Fas associated death domain”



LIF: “Leukemia inhibitory factor”
TGF-B1: “Transforming growth factor -f1°
TUNEL: “Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) —mediated d-UTP —biotin nick
end-labeling”
FCS: Fotal calf serum
- PBS: Fosfat buffer saline
Pl: “Propidium iodide”
SCF: “Stem cell factor”
ASH: “American Society of Hematology”



1. GIRIS VE AMAC

Idiopatik trombositopenik purpura (primer immin trombositopenik purpura, ITP);
cocuk ve erigkin yas grubunda akkiz olarak gérilen, klinik bulgu olmadan sadece
trombositopeni ile seyreden, digér trombositopeni nedenlerinin ekarte edilmesiyle tani
konulabilen bir hastaliktir (1). ITP; ¢ocukluk yas grubunda akut trombositopeninin en
sik ‘nedenlerinden biridir (2). Cocuklarda gériilme insidansi erigkinlerden fazladir,
yilda milyonda 46 yeni vaka olarak bildirilmistir (3,4).

ITP; akut, kronik veya rekiirren olarak seyretmektedir. Akut formu siklikla gocuklarda,
kronik formu ise geng erigkinlerde gorilimektedir. Cocukluk ¢aginda ITP’nin % 80-90
oraninda akut seyrettigi, gegici bir kanama epizotu oldugu, bir ka¢ gin ile alti éy
icinde duzeldigi bilinmektedir. Trombositopeni alti aydan uzun siirerse kronik ITP
olarak adlandinimaktadir. Cocuklardaki kronik ITP erigkinierde gérilen Kklinik
Ozelliklere benzerlik géstermektedir. Cogunlukla belirgin bir klinik bulgu géstermeden
sinsi seyretmekte, adblesan yasta ve kizlarda daha sik goriilmektedir (5).
Trombositopeni ataklarinin araliklan (i¢ aydan daha uzun siirerse rekirren ITP olarak
adlandinimaktadir. Rekarren ITP; kronik ITP'nin bir formu olarak diiglinilmekte ve
ITP'li gocuklarin %1-4’tinde gérilmektedir (5,8).

ITP'de trombositopeninin bilinen sebebi trombositlerin erken yikiimasidir. Trombosit
ylzeyine karsi otoantikor olusumu, bu otoantikorlarla kaph trombositlerin
retikGloendotelyal sistem (RES)in makrofajlant {zerindeki Fc reseptorleri (FcRs)
tarafindan taninmasi ve fagositoz ile ortamdan uzaklastiriimasi ITP’nin bilinen temel
fizyopatolojisidir (2).

Yapilan galigmalarda ITP hastalarinin gojunda plazmalarinda ve trombositleri
Uzerinde Glikoprotein (Gp)libllla, GplbIX, Gplalla, GpV, GpIV ve diger spesifik
trombosit glikoproteinierine karsi IgG ve/veya IgM tipinde otoantikorlar tanimlanmigtir
(7-10). Ancak son yillarda gelistirilen ileri tekniklerle bile ITP’li hastalarin en az
%20'sinde halen anti-trombosit antikorlar tespit edilememektedir (11). Bu durum
fizyopatolojide baska mekanizmalar oldujunu dastndirmekte ve muhtemel
mekanizmalari aydinlatmak igin ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Ayrica ITP
patofizyolojisinde suglanan anti-trombosit antikorlarin ITP igin spesifik olmadigi,
trombositopeni ile giden aplastik anemi ve I6semi gibi ¢ok sayida hastalikta da



bulundugu bilinmektedir (12-14). Bu nedenle ITP’nin kesin tanisinda trombosit antikor
testlerinin kullaniimasi uygun gériimemektedir.

Trombositler gibi megakaryositlerin de maturasyon sirasinda yiizeylerinde Gplibllla
ve Gplb eksprese ettikleri gbsterilmistir. Plazmada bu glikoproteinlere kargi bulunan
antikorlarin megakaryositlere de baglandigi ve in vitro sartlarda megakaryosit
Gretimini azalttigr gosterilmigtir (15,16). Bu antikorlarin magakaryositlerin
¢ogalmalarini ve matiirasyonlarini bozabilecegi, hatta kompleman aktivasyonu veya
fagositoz ile erken yikilmalarina sebep olabilecegi diigiinlimektedir (17).

ITP'de artmis trombosit yikimi, megakaryopoezin stimiilasyonuna neden olmaktadir.
Yapilan galismalarda artmig megakaryosit koloni formasyonu gésterilmig, ancak bazi
caligmalarda ise megakaryosit progenitdrierinin gelisiminde supresyon ve/veya
maturasyon duraklamasi bildirilmigtir. Bu bulgular ITP patofizyolojisinde ineffektif
megakaryopoezisin de suglu olabilecegini géstermektedir (18).

Akut ve kronik ITP’nin insidanst, prognozu ve tedavisi farklilik géstermektedir. Uzun
zamandir akut ve kronik ITP’nin farkh hastaliklar olduguna inaniimakta ve bu iki klinik
tablonun bir sendromun iki spektrumu oldugu dustinmektedir (19). ITP’li hastalarda
hiicresel immunite ile iligkili ¢ok sayida patoloji tanimlanmigtir. Kronik ITPli
hastalarda T hiicre aktivasyonunu yansitan; Interlékin-2 (IL-2), interferon-gama (IFN-
Y) velveya IL-10'un artmig serum konsantrasyonlari bildirilmig, ancak akut ITP’li
hastalarda bu durum gésterilememistir. IFN-y, IL-2 ve IL-10'un serum diizeylerindeki
farkliliklar kronik ve akut ITP'nin patogenezinde farkii mekanizmalarin rol oynadigini
desteklemektedir (20,21).

Bu bilgiler; ITP patogenezinde heniiz bilinmeyen pek ¢ok mekanizmanin oldugunu,
akut ve kronik ITP’nin farkh mekanizmalar ile meydana geldigini diisiindirmektedir.
Bu ¢alismada akut ve kronik ITP’li gocuklarin kemik ili§i 6rneklerinde megakaryosit
apoptozunun ITP patogenezindeki roliniin arastirimasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER
2. 1. IDIOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURA

Idiopatik trombositopenik purpura (primer immiin trombositopenik purpura, ITP);
cocuk ve erigkin yas grubunda akkiz olarak gériilen, klinik bulgu olmadan sadece
trombositopeni ile seyreden, diger trombositopeni nedenlerinin ekarte edilmesiyle tani
konulabilen bir hastaliktir (1).

ITP'de trombositopeninin bilinen sebebi trombositlerin erken yikiimasidir. Trombosit
ylzeyine karsi otoantikor olusumu, bu otoantikorlarla kapli trombositierin RES’in
makrofajlar1 tzerindeki FcRs tarafindan taninmasi ve fagositoz ile ortamdan
uzaklastiriimasi ITP’nin bilinen temel fizyopatolojisidir (2).

ITP; gocukluk yas grubunda en sik akut trombositopeni nedenlerinden biridir (2).
Cocuklarda goériilme insidansi erigkinlerden fazladir, yilda milyonda 46 yeni vaka
olarak bildiriimistir (3,4). En sik g&rﬁlme yas! 2-4 yastir ve her iki cinsiyette de esit
oranda gériilmektedir (22,23). ‘
ITP bir grup hastalikla birlikte gérilebilmektedir. Enfeksiyonlar, kollajen doku
hastaliklart, kemik iligi transplantasyonu sonrasi trombositopeni, neonatal alloimmiin
trombositopeni, posttransflizyon purpura, ilaca bagli immiin trombositopenik purpura
seyrinde gérilen ITP, sekonder ITP olarak adlandiriimaktadir (5, 19).

ITP; akut, kronik veya rekirren olarak seyretmektedir. Akut formu siklikla ¢ocuklarda,
kronik formu ise geng eriskinlerde bildiriimektedir. Cocukluk ¢aginda ITP’nin % 80-90
oraninda akut seyrettigi, gecici bir kanama epizotu oldugu, bir ka¢ gin ile alti ay
icinde dlzeldigi bilinmektedir. Trombositopeni alti aydan uzun siirerse kronik ITP
olarak adlandinimaktadir. Cocukliardaki kronik ITP erigkinlerde gérilen klinik
6zelliklere benzerlik géstermektedir. Codunlukia belirgin bir klinik bulgu géstermeden
sinsi seyretmekte, adélesan yasta ve kizlarda daha sik g6riimektedir (5).
Trombositopeni ataklarinin araliklan ¢ aydan daha uzun siirerse rekirren ITP olarak
adlandinimaktadir. Rekdrren ITP, kronik ITP’nin bir formu olarak distnilmekte ve
ITP’li gocuklarin %1-4'Gnde goérilmektedir (5,6).



2.1. 1. PATOGENEZ

ITP'de klinik semptom ve bulgularin sebebi dalak, karaciger, kemik ili§i ve akcigerde
trombosit yikim hizinin artmasidir. Trombositopeninin dizeyi, megakaryositler
tarafindan trombosit retim hizi ile duyarli trombositlerin yikim hizlann arasindaki
dengeyi yansitmaktadir (5).

Akut ITP'nin patogenezinde siklikla bir enfeksiyon sonrasi uygunsuz immiin yanit
olugmas! suclanmaktadir. Spesifik olarak trombosit membranina kargi olusan
antikorlar ve primer veya hastalija bagh olusan immiin kompleksler, nonspesifik
olarak trombosit ylizeyine absorbe olmakta, opsonizasyona ve gen¢ trombositlerin
yikimina neden olmaktadir. [TP'de 5'Cr veya '"Indiyum oxine ile otolog veya
homolog isaretli trombositlerin dmrinin kisaldigi gbsterilmigtir (24-26).

2. 1. 1. 1. Trombosit Antijen ve Otoantikorlan
llk kez 1951'de ITP'li hastalarin transfer edilebilen plazma faktériine sahip oldugu ve
saglikli kisilere ITP’li hastalarin plazmasi verildiginde, onlarda da ITP gé6ziendigi
bildirilmigtir (27). Daha sonra Shulman ve ark. serolojik testlerie bu faktériin 1gG
oldugunu go6stermiglerdir (28). 1982 yilinda van Leeuwen ve ark. kronik ITP'li
hastalardan elde edilen antikorlarin, trombositlerinde glikoprotein (Gp) libllia
bulunmayan trombastenili hastalarin trombositlerine baglanmadigini gc“)stermislerdir
(29). Boylece ITP'de olusan antikorlann trombosit yiizeyindeki Gplibllla’'ya karsi
oldugu tespit edilmistir.
Bundan sonra yapilan calismalarda ¢odu ITP hastasinin plazmasinda ve
trombositieri {izerinde Gplibllla, GpibiX, Gplalla, GpV, GplV ve dijer spesifik
trombosit glikoproteinlerine karsi 1gG, IgA vel/veya IgM tipinde otoantikorlar
tanimlanmistir (7-10). Hastalarin %50-85'inde IgG tipi otoantikorlar, %50’sinde
siklikla diger tip antikorlarla birlikte 'IgA tipi antikorlar, gok kiiglk bir grupta ise yine
diger tip otoantikorlarla birlikte IgM tipi antikorlar tanimlanmigtir. Trombosit sayisi ile
en fazla korelasyon gosteren antikorlar IgM tipi antikorlardir (30,31). Trombosit
“tizerindeki Gplibllla veya GplblX kompleksleri, ITP ile ilskili antikorlann esas
baglanma yerleridir. Ayrica ITP’de bazi antikorlarin glikolipitlere de baglanabildigi
gosterilmistir (32).
1987'de hem tirombosit {(zerindeki hem de plazmadaki serbest otoantikorlari
belirleyebilen “immunobead assay” ve “monoclonal antibody- specific immobilization
of platelet antigens (MAIPA)” adinda iki 6lglim yéntemi gelistiriimistir (33,34). Ancak
4



bu yéntemlerle bile ITP’li hastalarin en az %20’sinde halen anti-trombosit antikoriar
tespit edilememektedir (11). Bu durum ITP fizyopatolojisinde baska mekanizmalar
oldugunu dastndirmektedir. Ayrica ITP patoﬁzyolojisinde suglanan bu anti-trombosit
antikorlarin ITP icin spesifik olmadigi, trombositopeni ile giden aplastik anemi ve
l6semi gibi cok sayida hastalikta da bulundugu bilinmektedir (12-14). Bu nedenle
ITP’nin  kesin tanisinda trombosit antikor testlerinin kullaniimasi uygun
goriimemektedir.

Trombositler gibi megakaryositlerin de maturasyon sirasinda yiizeylerinde Gpllbllla
ve Gplb eksprese ettikleri gbsterilmigtir. Plazmada bu glikoproteinlere‘ karsgt bulunan
antikorlarin megakaryositiere de baglandigi ve in vitro sartlarda megakaryosit
Uretimini  azalttigr gosterilmigtir (15,16). Bu antikorlarin magakaryositlerin
¢ogalmalarini ve matirasyonlarini bozabilecegi, hatta kompleman aktivasyonu veya
fagositoz ile erken yikilmalarina sebep olabilecegi distntimektedir (17).

Kontrollii  bir laboratuvar g¢aligmada, ¢ocuk ve eriskin kronik ITP’li hastalarin
trombosit ve plazma 6rneklerinde glikoprotein antikorlan aragtinimigtir (35). Orta
dizeyde otoantikor miktarina sahip, blyik olasilikla spontan remisyona giren,
trombosit sayisini 20-150X10%L arasinda tutan kompanze hastaliji olan cocuklarin
kucik yasta oldugu, yiksek otoantikor titresine sahip adélesan hastalarin ise erigkin
hastalara benzer sekilde dugik oranda spontan remisyon ve kompanzasyon
gosterdigi bulunmustur. Bu bilgiler gocukluk c¢aginda ITP'nin farkhi formlaninin
oldugunu géstermektedir.

Kronik ITP'de trombosit dretiminin azalmasi (viral enfeksiyon gibi bir nedenle) veya
artmis otoantikor Gretimi ve/veya trombosit tiketimi gibi faktdrlerin arasindaki
dengenin bozulmasiyla hastalarda rekirrens gériilmektedir. Bununla beraber
kompanze evredeki ITP’li bir annenin bebeginde neonatal trombositopeni riski
- bulunmaktadir (5).

Trombosit yikim mekanizmalan Sekil 1'de gésterilmektedir (36). Trombositlerin
yikimi; otoantikorlarin antijenik bolgeye veya immin komplekslerin trombosit
yluzeyindeki FcRs’ne baglanmasi sonucunda olmaktadir. Opsonize olmus bu
trombositler mononiikleer fagositik sistem hiicreleri tarafindan hizla
uzaklagtinimaktadir. Antikor titresi trombositopeninin derecesi ile korelasyon
gostermektedir (37). Trombositlerin fagositozu, monoklonal anti-Fc reseptor
antikorlari ile RES'i bloke eden in vitro ¢aligmalarla gosteriimistir (38). Komplemanin
rolii trombosit ile iligkili C4 ve C3 artisi ile ispatlanmistir. In vitro ¢alismalar hastanin
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tanimlanmigtir (41-44). HLA-DR molekiillerinin artmis serum diizeyleri gosterilmigtir
(45-46). Akut ITP’de IFN-y gibi proinflamatuar sitokinler tarafindan HLA-DR
molektilintin ylzey ekspresyonunda gegici bir artis tespit edilmektedir. Immin
aktivasyonun sonucu olarak IL-2’'nin serum dizeyinde artig, ITP gibi otoimmiin
hastaliklarda goézlenmektedir (20). Buna paralel olarak IL-10’'un ylksek serum
dizeyleri belirlenmektedir. IL-10, insan B htcreleri icin glela bir stimtlatérdlr. Ayrica
IL-10, T hiicreleri (Th1) ve monosit/makrofajlar tarafindan inflamatuar sitokinlerin
Uretimini azaltmaktadir (47,48). IL-2, IFN velveya IL-10'un artmis serum
_konsantrasyonlari in vitro T hicre aktivasyonunu yansitmaktadir, kronik ITP'li
hastalarda gézlenmekte, akut ITP'li hastalarda gézlenmemektedir (20,21). Kronik
ITP’li hastalardaki IL-2’'nin artmis serum konsantrasyonlari, trombositin stimile ettigi
T helper hiicreleri tarafindan in vitro IL-2 sekresyonu ile nemli di]zeyde korelasyon
gostermektedir (20).

IFN-y, IL-2 ve IL-10'un serum diizeylerindeki farkliliklar kronik ve akut ITP’nin
patogenezinde farkli mekanizmalarin rol oynadigini desteklemektedir. Akut ITP’nin
bir enfeksiyéz ajana karsi yénlendirilmis immin yanitin ¢apraz reaktivitesi nedeniyle
oldugu disuntlmektedir (49). Tersine kronik ITP’nin nedeni olarak, spesifik otoantikor
Uretiminin, T hiicre aktivasyonunun ve sitokin dretiminin artmasi ile HLA-DR’nin
stimiile ettigi sabit bir immiin yanit dugt‘mﬂlmektedir (5). Bununia beraber ITP’nin her
iki formunda da immiin yanitin sonlandiriimasi igin kritik bir feedback mekanizmanin
bozuklugu varsaylimaktadir.

2. 1. 2. KLINIK OZELLIKLER VE TANI

Cocuklarin ¢ofjunda enfeksiyéz bir hastaliktan 1-6 hafta sonra trombositopeni
gorilmektedir. roukluk cadindaki ITP’'lerde enfeksiyon Oykist %50-65 olarak
bildirilmektedir (2,5). Cogunlukia bakteriyal veya nonspesifik viral bir ajan gegirilen Gst
solunum yolu veya gastrointestinal sistem enfeksiyonuna neden olmaktadir. ITP
ayrica kizamikcik, kizamik ve sugicedi canli viris asilarindan sonra da
gorulebilmektedir. Kanama bulgulan trombositopeninin derecesine baghdir, siklikla
kolay morarma ve ciltte petesiler ilk bulgulardir ve trombosit sayisi 20X10%L’nin
altinda oldugu zaman gézlenmektedir. Trombosit sayisi 10X10%L’nin altinda oldugu
zaman ise agir mukozal kanamalar, hemattiri ve menoraji gériilmektedir. Intrakranial
kanama riski hastaneye yatirilan ITP’li gocuklarin %0.5-1'in de bildiriimistir ve bu
hastalarin tgte biri kaybedilmektedir. Intrakranial kanama riski trombositopeninin ilk
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plazmasi ve taze serumu ile trombositlerin inkilbbasyonundan sonra C4 ve C3
baglanmasinin trombosit lizisi ile sonuglandifini géstermektedir (39).

ITP’de artmis trombosit yikimi megakaryopoezis stimiilasyonuna neden olmaktadir.
Yapilan bir galigmada artmis megakaryosit koloni formasyonu goésterilmis, ancak
megakaryosit progenitérierinin  gelisiminde supresyon ve/ veya maturasyon
duraklamas:  bildirilmigti. Bu  bulgular ITP  patofizyolojisinde ineffektif
megakaryopoezisin de suglu olabilecegini géstermektedir (1 8)l. Bagka bir gal@méda
kronik ITP'de in vitro megakaryosit koloni formasyonunun azaldigi gosterilmistir (40).
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Antikor  Immiin kompleks

Sekil 1. ITP’de trombosit yikim mekanizmalar.

2. 1. 1. 2. immiin regiilasyon

Normal sartlarda immin yamt g¢ok iyi reglle ediimektedir. Antijlen sunan hicre
tarafindan baslatilan immun yanit, humoral ve hiicresel imminite, huicre-hiicre
interaksiyonlari ve lenfokin tretimi ile aktive edilmektedir. Sonugta; sitotoksik T
effektor hiicrelerin olusumu ve spesifik antikor sekresyonu gergéklegmektedir.
Muhtemelen T hiicre supresyonu ve anti-idiotipik antikorlarin olugsumu regilatuar
mekanizmalar olarak spesifik stimulusa immin yanitin siiresini ve derecesini
azaltmaktadir (5). ITP'de kendi kendine toleransin olusmasi ve effektif immin yanit,
inflamatuar islemin trombosit disinda diger hedef hicrelere yénlendiriimesi ile
saglanabilmektedir. ITP’li hastalarda hiicresel immunite ile iligkili gok sayida patoloji
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gunlerinde daha fazladir, ancak ITP’nin her déneminde gérillebilmektedir. Salisilat
iceren ilaglarin ve antihistaminiklerin kullanimi kanama riskini arttirabilmektedir
(5,50). ITP'li gocuklarda en stk 6liim nedeni intrakranial kanamalar olarak bildirilmistir.
Ikinci sirada ise splenektomi sonrasi sepsisler yer almaktadir (5,50).

Tedaviden ba§imsiz olarak, gocukluk ¢agindaki ITP'li hastalarin tam remisyon
olasilig! tanidan alti ay sonrasina kadar %80-90, tanidan 3-37 yil sonra ise %90’in
Gzerindedir. Cocukluk ¢adinda ITP'li hastalarin %3-5'1 kroniklesme géstermektedir.
Kronik ITP olan g¢ocuklarin ¢gofunun, tani aninda yedi yas ve izerinde oldugu
gosterilmigtir. Postenfeksiy6z ITP olanlarda kroniklegsme oIas1I|§|n|n disik oldudu
bildirilmigtir. Tanidan 2-4 hafta éncesinde var olan purpura 6ykiisi, kiz cinsiyet,
tanida trombosit sayisinin 20X10%L'nin Gizerinde olmasi, tanidan bir ay ve Gg¢ ay
sonra trombosit sayisinin normalin altinda olmasi kroniklesme igin riski arttiran
faktdrlerdir (5,51).

ITP'de hikaye, fizik muayene ve periferik kan incelemesindeki karekteristik bulgular
Tablo 1'de 6zetlenmistir (1). Tani igin hastalarda kanama ve trombositopeni diginda
anormal fizik muayene bulgusu olmamalidir. Tipik semptom ve bulgulari olan
hastalarda ITP tanisi icin kemik iligi aspirasyon incelemesine gerek olmadigi
bildirilmigtir (1). Bir calismada klinik olarak ITP tanisi almig 127 ¢ocuga kemik iligi
aspirasyonu yapilmis ve sadece 5 (%4) hastada ITP ile uyumlu olmayan anormal
sitolojik bulgular tespit edilmigtir. Bu bes hasta incelendiginde baslangicta atipik
bulgulari olduguna dikkat ¢ekilmistir (52). Bagka bir ¢aligmada tipik ITP bulgulari olan
322 gocuga kemik iligi aspirasyonu yapilmig, sadece bir vaka I6semi tanisi almigtir
(563). Pediatrik Onkoloji Grubunda tani almig 2239 akut lenfoblastik I6semili gcocuk
incelendiginde, tam kan sayimi ve periferik yayma bulgulari normal olan, sadece
trombositopeni ile bagvuran hasta olmadigi bildiriimigtir (54). ITP'de kemik ilidi
aspirasyon incelemesi; aciklanamayan anemi, anormal beyaz kire sayimi veya
periferik yayma bulgulan varliginda, hikaye ve fizik muayene ile kemik iligini tutan
hastaliklar dlUstndldaginde, steroid tedavisi veriimeden 6nce, intravenéz
immunglobulin (IVIG) tedavisine yanit ahnamamigsa ve kronik ITP’lerde yapiimalidir
(1,2).



Tablo 1. immiin trombositopenik purpura siiphesi olan bir gocukta hikaye, fizik
muayene ve periferik kan incelemesinde dikkat edilecek noktalar (1).

Hikaye

o Kanama semptomian

Kanamanin tipi

Kanamanin siddeti

Kanamanin siiresi

Daha énceki kanamalarin hikayesi

o Sistemik semptomlar

Son alti hafta iginde gegirilmis enfeksiyon veya agilanma hikayesi
Immin yetmezli§i disindarecek tekrarlayan enfeksiyon hikayesi
Otoimmiin hastalik semptomlari

o llaglar

Heparin, sulfanamidier ve kinidin/kinin trombositopeniye sebep olabilir
Aspirin kanamay arttirabilir

Human immundéﬁciency virus (HIV) enfeksiyonu riski (Maternal HIV dahil)

Trombositopeni veya kanama hastaliklarina yénelik aile hikayesi

Alt aydan kii¢lik infantlarda perinatal ve maternal 6yki

Kanama riskini arttirabilecek diger durumlar

Yasam sekli (travmatik aktiviteler vs.)
Fizik muayene

e Kanama bulgular

Kanamanin tipi (retinal kanama dahil)
Kanamanin siddeti

Karaciger, dalak ve lenf nodu palpasyonu

Enfeksiyon bulgulari

Konjenital hastaligi destekleyen dismorfik bulgularin bulunmasi (iskelet anomalisi)

]

Spesifik konjenital sendromlarin ekarte edilmesi
Fanconi aplastik anemisi

TAR sendromu (thrombocytopenia with absent of radii)
Wiskott-Aldrich sendromu

Alport sendromu ve varyantlari



Bernard-Soulier sendromu

May-Hegglin sendromu

Gri trombosit sendromu

Tam kan sayimi ve periferal kan incelemesi

o Trombositopeni (trombositler normal veya normalden biraz blyiik hacimde olabilir,
ancak eritrosit blylkligtne yakin dev trombositler olmamaiidir) '

Eritrosit morfolojisi normal olmalidir.

Retikilosit sayisi normal olmalidir.
Lékositoz veya Iﬁkbpe'ni olmamali, 16kosit morfolojisi normal olmalidir.

2. 1. 3. AYIRICI TANI

ITP’'nin trombositopeni ile seyreden difer kanama hastaliklarindan ayinci tanisi
mutlaka yapiimalidir. Ortalama trombosit volimintn azalmig olmasi kemik iliginde
trombosit Uretiminin azaldigini gbstermektedir ve Wiskott-Aldrich sendromunun
karekteristik bir bulgusudur. Anemi, lI6kositoz, I6kopeni veya anormal I6kosit
morfolojisi varsa akut I6semi, aplastik anemi, myelodisplazi, lenfoma ve metastatik
hastaligin ekarte edilmesi i¢in kemik iliji aspirasyon incelemesi yapilmasi gereklidir.
Otoimmiin hemolizden §ﬁphe ediliyorsa Coomb’s testi ile desteklenmelidir. HIV
enfeksiyonu icin risk faktéri varsa serolojik testler yapilmalidir. Hemoliz varhg,
mikroanjiopatik eritrosit degigiklikleri ve Coomb’s testi negatiflii ile trombotik
trombositopenik purpura ve hemolitik Uremik sendrom tanisi konulabilir. Yaygin
intravaskiller koagilasyon; trombositopeni ve koagiilasyon anormallikieri ile
karakterizedir. Splenomegalinin bulunmasi ise hipersplenizmi dustindtrmelidir.
Siétemik lupus eritematozisli hastalarin bir kismi izole frombositopeni ile
bagvurmaktadir. Bu nedenle kronik ITP’lerde kollajen doku hastaliklari ekarte
edilmelidir (1,2,5,11).

Kronik ITP'de ek laboratuvar tetkiklerle ayirici tani yapiimalidir. Bu durumda kemik
iligi aspirasyon incelemesi, tiroid fonksiyon testleri, idrar incelemesi, batin
ultrasonografisi, antiniikleer antikor, anti-dsDNA, direkt Coomb’s testi, lupus
antikoagilani, trombosit antijenlerine spesifik antikorlar, serum immingilobdilinler ve
imminglobdlin G alt gruplari, trombosit fonksiyon testi, koaglilasyon ¢aligmalari, HIV,
Cytomegalovirus, Ebstein Barr virus, Varicella-Zoster virus, Rubella, Parvovirlis B19
ve diger virtsler icin serolojik caligmalarin mutlaka yapilmasi gerektigi bildirilmigtir
(1,2,5,11).
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2. 1. 4. TEDAVI

Kanama bulgusu olan veya kanama riski yliksek olan ITP'li hastalarda tedavi mutiaka
gereklidir. Amerikan Hematoloji Grubu (ASH)'nun 1996'da yayinladigi ITP’li
gocuklarda evreleme sistemine gére tedavi énerileri Tablo 2'de 6zetlenmistir (1).
Trombosit sayisi 20X1 0%L’nin tizerinde olan ve kanama bulgusu olmayan hastalarda
tedavi 6nerilmemektedir. Trombosit sayisi 20X10%L’nin altinda olan ve mukozal
kanamas! olan c¢ocuklarda tedavi gerekli gérilmektedir. Trombosit sayisi
10X10%L’nin altinda olan ve g¢ok hafif kanamasi olan gocuklarda da tedavi
énerilmektedir. Tedavide amag trombosit sayisini 20X10%L’nin Gzerine gikarmak ve
kanamay! durdurmaktir. Trombosit sayisindan bagimsiz olarak siddetli kanamasi
olan tim hastalar hastaneye yatirilarak tedavi edilmelidir (5).

Tablo 2. ITP’li cocuklarda trombosit sayisi ve klinik duruma gore evreleme ve
tedavi dnerileri (1).

"Evre Trombosit sayis Semptom ve a Oneriler
(X10°/L) bulgular
1 50-150 Yok Izlem
2 20 Yok Kigisel tedaviler

(tedavi edici veya koruyucu)

3 >20 velveya <10 Mukozal kanama Hospitalizasyon ve
Minér kanama IVIG veya kortikosteroidler

‘lTP imminpatogenezindeki son yillardaki geligsmeler tedavide yeni ufuklar agmistir.
Immiin yanitin modilasyonunu saglamak igin IVIG, anti-Rh (D) imminglobilin ve a-
‘interferon, immin sipresif tedavi olarak da kortkosteroidler kullaniimaktadir.

ITP'de akut dénemde tedavinin gerekii olup olmadigini tartigan iki blylk serinin
sonuglarina bakildiginda; hastalarin ¢odunun tant aninda trombosit sayisi
50X10%L’nin altinda olmasina ragmen, vyaklasik %75inin tedavi almadigi
gorulmektedir. Tedavi edilimeyen 221 hastanin 2 (%0.9)’si kanama ile kaybedilirken,
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191 (%87)’inin trombosit sayisi 2-8 haftada normale ulagarak tam remisyona girdikleri
gosterilmistir (55,56). Bununla beraber tedavisiz birakilanlara gére glukokortikoid -
veya IVIG verilenlerde trombosit sayisinin daha hizh diizeldigi gosterilmig, ancak
bunun morbidite ve mortalite Gizerine etkisi bildirilmemigtir. Tedavi veriimesinin kronik
ITP geligim riskini azalthigi da ispat edilememistir (5).

ITP’li gocukta yasami tehdit eden akut ve siddetli kanama sirasinda trombosit sayisi
hizla arttinimalhdir. Bu durumda bir ka¢ rejim birden uygulanmalidir. Trombosit
transflizyonlari, yiksek doz parenteral glukokortikoid (30mg/kg/giin metilprednizolon-
3gin) ve IVIG (1g/kg/giin- 2gin) birlikte uygulanabilmektedir.

2. 1.'4. 1. Glukokortikoidler
ITP'de glukokortikoidlerin  etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir.
Muhtemelen glukokortikoidler antikor tagiyan trombositlerin fagositozunu inhibe
etmektedirler (57). Ayrica B lenfositlerinden antikor 0retimini siprese ettigi
gosterilmigtir (58,59). Kapiller integritenin saglanmasi ve vaskiler prostasiklin
“sentezinin inhibisyonu ile uzamig kanama zamaninin normalize edilmesi de diger
yararl etkilerindendir (60-63).
Randomize klinik ¢caligmalarda ¢ocukluk ¢agdi ITP vakalarinda glukokortikoid tedavinin
tedavi uygulanmayanlara gére trombosit sayisini daha hizli yikselttigi gosterilmisgtir
(64-66). Prednizolon (4mg/kg/giin- 7giin) tedavisi ile trombosit sayisini 50X10%L’nin
izerine ¢ikarmak i¢in gerekli median siire 4 giin iken, tedavisiz bu sire 16 gin
bulunmustur (66,67). Ancak glukokortikoidlerin morbidite ve mortalite izerine etkisi
gosterilememistir. Glikokortikoidlerin uygulama rejimleri {i¢ grupta toplanabilmektedir
(5):
o 1-2mg/kg/giin veya 60mg/m2/gt1n‘ prednizolon oral- 21glin
¢ 4mg/kg/glin prednizolon oral- 7giin
o 10-30mg/kg/glin metilprednizolon oral veya intravendz 3-7 giin
Cok yiiksek dozlarda (30-50mg/kg/gtin) metilprednizolon uygulamasinin trombosit
sayisini IVIG kadar hizla ylkselttigi gosterilmigtir (68-71).
Glukokortikoid ~tedavinin muhtemel yan etkiler; Cushing sendromundaki
hiperkortikolizmin semptom ve bulgularidir. Bunlar; ylzde sislik, fazla kilo alimi,
hiperglisemi, hipertansiyon, katarakt, davranis anormallikleridir. Cocuklarda biyime
geriligi riskini arttirabilmektedir. Yan etkilerin doz ve sire ile iligkili oldugu
gosterilmistir (72).
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2.1.4. 2. VIG

ITP’li hastalarda IVIG tedavisinin akut ve uzun dénemde géralen etkileri
bulunmaktadir. IVIG immiin sistem UGzerindeki akut etkisini, FcRs’nin baglandig:
membranin aktivitesinde degisiklik yaparak géstermektedir. Bu hipoteze gére; IVIG,
FcRs'ni bloke ederek trombositlerin fagositozla yikimini inhibe etmektedir. FcRs bazi
hacrelerin ylzeyinde eksprese edilmektedir ve trombositler gibi immiinglobuline
duyarl olarak fagosite edilen hiicreler igin fonksiyonel énemleri vardir. Anti-Rh (D)
kaph eritrositlerin émriinin IVIG tedavisi ile uzadiginin gosterilmesi bu hipotezi
desteklemektedir (5,73). IVIG tedavisi sirasinda l6kosit sayisinda ve dedisik lenfosit
alt gruplarinda azalma, trombosit sayisi ile ters orantili olarak bulUnmU§tur (74,75).
Bu galigmalar IVIG infiizyonu ile sadece mononiikleer fagositlerdeki FcRs'inin degil,
diger hiicreler izerindeki FcRs'inin de etkilendigini géstermektedir. In vivo sartlarda
humoral immun yanit hiicresel immiin yanit ile birlikte galigmaktadir. ITP'de IL-4, IL-2,
IL-10, IFN-Y ve TNF-B’nin artmig seviyeleri ¢calismalarda bildirilmistir (76,77). IVIG'in
FcRs tagiyan monosit ve lenfositlerden sitokin sentez ve serbestlesmesini etkiledigi
gésterilmigtir (78,79). In vitro IgG uygulamasi monositlerde IL-6, IL-2, IL-10, IFN-Y,
TNF-p ve aktive lenfositlerde IL-2 reseptér aktivitesinin azalmasina neden olmaktadir
(80,81). IVIG'in ayni zamanda kompleman aktivasyonunu inhibe edici etkisi de
bildirilmigtir (82).

IVIG anti-Gplibllla’ya karg! anti-idiotipik antikorlar icermektedir. Bu anti-idiotipik
antikorlar Gpllbllla’'ya karsi otoantikorlarin baglanmasini inhibe etmektedirler (83).
Anti-idiotip sistemi icindeki dengenin yeniden diizenlenmesi veya alternatif olarak
anti-idiotipik antikor sekresyonunun supresyonu IVIG'in uzun dénem etkilerindendir
ve ITP’nin 'uzun vadede dlizelmesine neden olabilmektedir (84-86). Tamamlayici
anti-idiotipik antikorlar donér havuz hacmine baglh olarak degisiklik géstermektedir
(87). .

Akut ITP’li gocuklarda IVIG tedavisi ile glukokortikoid tedavisi alan ve tedavi almayan
cocuklara gére frombosit sayisinin daha hizli arttigi gésterilmigtir (66). IVIG tedavisi
ile hastalarin gogunda trombosit sayisinin arttigi ancak bir kisminda yanit
alinamadidi bildirilmigtir (88-92). Kronik ITP'li hastalarda tekrarlayan ayhk IVIG
uygulamalan ile trombosit sayisi 20-30X10%L'de tutularak splenektomiden
kacinilabilmektedir. Ancak akut ve kronik ITP’li hastalarda IVIG tedavisi ile mortalite
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ve morbiditenin azaldi§i gosterilememigtir (5). IVIG rejimleri ¢ok farkli doz ve
siirelerde uygulanabilmektedir:

e 0.4g/kg/giin- 2- 5 giin

e 1g/kg/gin- 1veya 2 giin

Son yillarda 0.8g/kg tek doz IVIG uygulamasiyla daha ucuz maliyet ve daha az yan
etki ile ayni bagar elde edildigi bildirilmistir (67).

IVIG tedavisinin yan etkileri siktir, ancak genel olarak hafif seyretmektedir. Bag agrisi,
sirt agnsi, kusma ve ates en c¢ok gérillen bulgulardir (66). Aseptik menenijit,
alloimmiin hemoliz, hepatit C enfeksiyonu nadiren gérilebilmektedir (93-95). Viral
inaktive runler ile hepatit C enfeksiyonu taninlanmamusgtir.

2.1. 4. 3. Anti-Rh (D)

Anti-Rh (D)'nin monosit/fagosit sisteminde kompetitif inhibisyon yaparak etkili oldugu
dagunalmektedir (5).

Akut ITP’de baslangi¢ tedavisi olarak Anti-Rh(D)’yi IVIG ve glukokortikoidierie
kargilagtiran bir ¢alismanin sonuglarina gére; Anti-Rh(D) ile trombosit sayisinin
20X10%L ve 50X10%L’nin Gzerine gikmas! igin gerekli stre daha uzun bulunmustur
(67). Ancak Anti-Rh(D)’nin etkisini tedavi edilmeyen grupla kargilagtiran, morbidite ve
mortalite Gizerine etkisini aragtiran bir ¢alisma bulunamamistir. Yapilan ¢aligmalara
goére Anti-Rh(D), akut ve kronik ITP'li gocuklarin yaklasik %80’inde trombosit sayisini
arttirmakta, ancak yanit gegici olmaktadir (96-98). Median bes haftada bir
uygulanarak splenektomi ertelenebilmektedir.

Anti-Rh(D), sadece Rh(+) hastalara uygulanabilmektedir. Klinikte gériilen en énemili
yan etkisi alloimmin hemolizdir. Hastalarin %80’inde tedaviden sonra direkt Coomb’s
testinin pozitif olduju ve hemoglobin konsantrasyonun. bir iki hafta icinde yaklagik
0.5-2 g/dL dugtigu gosterilmistir (97).

2. 1. 4. 4. Splenektomi

Dalagin hem antikor sentez yeri, hem de antikor baglanmig trombositin fagositozla
uzaklagtinimasinda RES’in 6nemli bir komponenti olmasi nedeniyle ITP
patogenezindeki roli bliytktur. Dolayisi ile splenektomi sonucunda hem antikor
sentezi, hem de trombosit fagositozu azalmakta ve trombosit sayisi artmaktadir.

- Bir yildan uzun siiren kronik ITP’li hastalarda kanama sikayeti varsa, trombosit sayisi
10X10%L'nin altinda ise ve G¢ yasindan blylkse splenektomi 6nerilmektedir.
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Trombosit sayisi 10-30X10%L olan, kanama sikayeti bulunan ve sekiz yasindan
blylk gocuklarda da splenektomi tavsiye edilmektedir. Bunlarin diginda primer
tedaviye (glukokortikoid, IVIG ve/veya anti-D) sadece gegici olarak yanit veren,
kontrol edilemeyen kanamalarn olan ve cerrahi bir kontraendikasyon olmayan
hastalarda splenektomi &nerilmektedir (1,5). Elektif splenektomi sonuglarini bildiren
16 yayimin sonuglanna gére; 271 cocuktan %72'sinin tam remisyona girdigi
gdsterilmigtir (5). Yagami tehdit eden kanamalar sirasinda artmis 6lum riski nedeniyle
acil splenektomiden kaginiimasi 6nerilmektedir. Elektif splenektomilerde kanama
riskini azaltmak igin operasyon 6ncesi trombosit sayis! yukseltimelidir. Bunun igin
trombosit sayisi 10-X10%L'nin altinda ise IVIG, parenteral glukokortikoid ve anti-D;
trombosit sayisi 10-30X10%L arasinda ise IVIG tavsiye edilmektedir.

Splenektominin muhtemel yan etkileri operasyon sirasinda ve sonrasinda kanama ve
enfeksiyonlardir. Ozellikle bes yas altinda, splenektomiden sonra fatal seyreden
bakterial enfeksiyon riski 1/300-1000 hasta yili'dir (99). Bu nedenle elektif
splenektomiden en az iki hafta 6nce Hemophilus influenza tip b agisi, iki yag (izerinde
ise polyvalent pnomokok asisi ve quadrivalent meningokok polisakkarid asisi
uygulanmalidir (100). Splenektomi sonrasi penisilin profilaksisi uygulamasinin
bakterial enfeksiyon riskini 6nemli diizeyde azalttigi da gdsterilmistir.

Gocukluk ¢adinda kronik ITP riskinin diigtik olmasi, kronik ITP’li gocuklarda spontan
ve tam remisyon ihtimalinin ylksek olmasi ve splenektominin yan etkileri nedeniyle
gercek endikasyonu olmayan vakalarda splenektomiden kaginiimalidir.

2. 1. 4. 5. Diger alternatif tedaviler (101):

Siklofosfamid

Vinka alkaloidleri

Plazma degisimi

Antikorlarin protein A immiinoadsorpsiyonu

Azothioprine

Siklosporin

Danazol

Interferon-a

Askorbik asit

Kolsisin
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2. MEGAKARYOSITOPOEZIS

Megakaryositler; trombosit Ureten, normal olarak kemik ilijinde tim ¢ekirdekii
hticrelerin % 0.05- 0.1’ini olugturan, ortalama g¢aplari 20 -25 um, hacimleri 4700 £ 100
fL olan poliploid hiicrelerdir. Bir megakaryosit 1000- 3000 trombosit uretebilmektedir.
Normal sartlarda giinlik trombosit retimi yaklagik 2X10"" olarak bildirilmistir. Intiyag
arthi§i zaman alti kat daha fazla iretim olabilmektedir (102,103).

Son 20 yilda megakaryositik progenitérlerin in vitro klonlanmas, @retilen monoklonal
~antikorlarla megakaryositlerin spesifik olarak tanimlanmasi, trombopoetin (TPO)'in
saflagtiriimasi ve yeni molekiler tekniklerin kullanimi ile megakaryosit biyolojisine ait
bilgiler artmaktadir.

Matiir megakaryositler poliploid’tir. Normal diploid (2N) hlcrelere gére iki (4N) — 32
(64N) kat daha fazia DNA miktari icermektedirler. Insan megakaryositlerinin ortalama
ploidi sayisi 16N’dir. 'Megakaryosit diferansiyasyonunda, DNA replikasyonunun
olmasi, ancak hiicre bélinmesinin olmamasiyla karakterize “endomitozis” olarak
adlandinlan olay nedeniyle poliploidi gérulmektedir. Endomitoziste megakaryosiﬂer
mitoza girdikten sonra profaz, prometafaz, metafaz ve anafaz A evrelerinin
gerceklestigi, ancak anafaz B ve telofaz evresinin gergeklegsmedigi gésterilmistir
(102).

Trombositlerin cekirdegi ve kaba endoplazmik retikulumlart olmadigi igin ¢ok az
sayida protein sentezleyebililer. Bu nedenle sitoplazmik- 6zelliklerini
megakaryositierden almaktadirlar. Trombositler matlr megakaryositlerin trettigi
degisik proteinlerin bulundugu dé6rt farklh grantli (alfa, kaba, lizozomal,
mikroperoksizomal) icermektedirler (102-104).

Megakaryositler diger tim kemik iligi hicreleri gibi pluripotansiyel kék hiicreden
kaynaklanmaktadir. Megakaryositlerin gelisimi (megakaryositopoezis) ¢ok kompleks
bir olaydir, “megakaryositik mikrogevre® olarak bilinen hematopoietik biiyiime
faktérleri (degisik koloni stimiilan faktdrler, interibkinler, TPO), g¢evredeki
ekstraselitler molekiiller ve hiicreler tarafindan kontrol edilmektedir (103).
Megakaryositik mikrogevredeki hiicresel komponentler; parankimal hiicreler,
fibroblastlar, endotel hiicreleri ve makrofajlar gibi komsu stromal hicrelerden
olugmaktadir. Bu stromal hiicreler hem membran iligkili ve solubl sitokinler (biiylime
faktorieri), hem de megakaryosit fonksiyonu igin dnemli ekstraselliler molekiller
Uretmektedirler. Su ana kadar 25'den fazla hematopoietik bliyime faktori
tanimlanmis ve molekiiler olarak klonlanmigtir. Bunlar iginde; Interlékin 1-18, G-CSF,
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GM-CSF, M-CSF, LIF (leukemia inhibitory factor), c-kit ligand, EPO ve TPO yer
almaktadir (103).

Megakaryosit gelisiminin dolayisiyla trombosit Gretiminin primer yeri kemik iligi olarak
bilinmektedir. Etraftaki mikrogevre uygunsa ekstramediller dokularda da
megakaryositler geligsebilmektedir. Dalak ve akciferde megakaryositler gériimekte,
trombosit Uretimi olmaktadir (105,106). Bu organlarin total trombopoiezise katkisi
sadece %7-15 olarak bildirilmistir (106,107).

Son yillarda megakaryopoezisin hiicresel hiyerarsisi ¢ok iyi anlagiimigtir (Sekil 2)
(103). Megakaryosit gelisimi suni olarak (g evreye bélinmektedir:

1. Progenitor hiicreler

2. Immatir megakaryositler (promegakaryoblastiar) (PMkB)

3. Matlr megakaryositier

Megakaryosit progenitér hicreleri, megakaryosit sayisinin artigindan ve blylime
faktorlerine proliferasyon yanitindan sorumludur. PMkB’lar, progenitér hiicreler ve
daha matir postmitotik hilicreler arasinda kdpri oian, ge¢is agamasinda hlcrelerdir.
Matir megakaryositler daha fazla proliferasyon géstermezier ve trombosit
Uretmektedirler.

In vitro calismalar, megakaryosit progenitér hicrelerin dier serilerin progenitér
hiicreleri gibi gelisimleri sirasinda proliferasyon potansiyelini prgressif olarak
kaybettiklerini géstermistir. Bu serinin en ilkel progenitér hiicreleri “megakaryocyte
high proliferative potential colony forming cell” (MHPP-CFC)'dir. Diger progenitér
hiicrelerin gogundan farkh olarak bu hicreler in vitro proliferasyon gésterirler ve
bunlarin  kolonileri makroskopik olarak gériimektedir. “Burst-forming  unit-
megakaryocyte® (BFU-Mk), MHPP-CFC’den daha matardir ve daha az prolifer;atif
potansiyele sahiptir, koloni yapan hicrelerin burst'lerini olusturmaktadir. En matir
proliferasyon kapasitesine sahip hiicre “Colony-forming unit- megakaryocyte” (CFU-
Mk)'dir, cok sinirli proliferasyon kapasitesi gostermektedirler. MHPP-CFC'ler birkag
bin megakaryositten olusan koloniler Uretirler ve sekiz-on replikatif bélinmeye kadar
proliferasyon potansiyelleri vardir. MHPP-CFC proliferasyon i¢in minimum {i¢ farkl
mitojenik sinyale ihtiyag g6sterir. IL-3, protein kinaz C ve siklik adenozin monofosfat
(cAMP)-araciligtlyla olugan sinyal iletim yollarinin aktivasyonunu gerektirirler
(102,103).
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Sekil 2. Megakaryosit geligiminin hiicresel hiyerarsisi (103).
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BFU-Mk ylksek proliferasyon potansiyeline sahiptir, her biri 100-500 megakaryosit
olusturmakta ve 5-7 replikatif béliinme géstermektedir. BFU-MK'ler IL-3 ve GM-CSF
gibi biyime faktérlerine ihtiya¢ duymaktadir.

Megakaryosit progenitérierinden en diferansiye olani CFU-Mk'dir, sinirli proliferasyon

potansiyele sahiptir, her biri sadece 4-32 megakaryosit olusturabilir, 2-5 bélinme

gtstermektedir. Bu progentér hiicreler IL-3 ve GM-CSF gibi tek bir blylime fakt6riine

ihtiyag duymaktadir (103).

Megakaryopoiesis ve frombopoiesis regiilasyonunda bir takim fizyolojik prensipler

tanimlanmigtir (102, 108):

1. Kigilerin trombosit sayisi fizyolojik (gebelik) ve patolojik olaylar diginda yagsami
boyunca sabit kalmaktadir.

2. Normal populasyonda trombosit sayisi genig bir dagilim géstermektedir (150-
400x10/L). ‘

3. Normal trombosit sayisi ile ortalama trombosit hacmi arasinda ters bir iligki
mevcuttur. Bu dolasimdaki trombosit kitlesini sabit tutmaktadir (109,110).

4. Vicutta trombosit sayisi degil, toplam trombosit kitlesi sabit tutulmaya
caligiimaktadir. Normalde total trombosit kitlesinin tgte biri dalakta tutulmaktadir
(111).

5. Trombosit ihtiyacina yanit olarak megakaryositlerin sayisi, hacmi ve ploidisi
degdismektedir (112).

6. Akut trombositopeniye CFC-Mk yanit vermemekte, ancak matiir megakaryositier
yanit vermektedir (113).

TPO; trombosit liretiminin en gigli stimtlatéradar. lik kez 1994 yllmda saflagtiriimig

ve klonlanmigtir. Kromozom 3q27-28 béigesine lokalize TPO geni, 353 aminoasitlik,

36 kDa agiriginda bir énciil protein sentezlemektedir. Daha sonra 21 aminoasitlik

sinyal peptitin uzaklagtiriimasi ve glikolizasyon sonucunda 80- 90 kDa agirh§inda bir

glikoprotein olarak dolasima verilmektedir. Matiir TPO profeininin %23t EPO ile
homoloji gdéstermektedir. Ancak TPO ve EPO’nin birbirlerinin reseptérierine

baglanmadiklar gésterilmistir (102, 103,114).

TPO megakaryosit diferansiyasyonunun ve matiirasyonunun biitiin evrelerinde majér

etkiye sahiptir. Megakaryositlerin sayisini, hacmini ve ploidisini arttirmaktadir. Artmig

megakaryosit ploidisi TPO etkisinin en duyarll gdstergesidir. Muhtemelen hiicresel
matlrasyon hizini da arttirmaktadir. TPO megakaryosit {zerindeki reseptdrine
baglandidi zaman megakaryositlerde apoptozisi 6nlemektedir (115,116). CD34+ kdk
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hicrelere verildiginde hiicrelerin gogu megakaryositik seriye dogru farklilagsmakta ve
trombosit Gretimi artmaktadir (117). TPO, kék hiicre ve biitin serilerin erken 6ncil
hiicrelerini situmile etmektedir. Ancak megakaryositierde sadece ge¢ matirasyonu
stimlle etmektedir (118). Trombosit olugumunun soh evresinin TPO'ya bagl
olmadidi, hatta yiksek doz TPO ile inhibe oldugu gésterilmistir (119).

TPO; karaciger, bobrek, dalak ve akciger gibi degisik organlar tarafindan
sentezlenmektedir (114, 120-124). Bu organlar tarafindan TPO’nun Uretiminin sabit
olmasi nedeni ile TPO’nun serum seviyesinin trombosit ve megakaryositlerdeki TPO
reseptdriine badlanan TPO’'nun absorbsiyonu ve dolasimdan uzaklagtinimasiyla
reglle oldugu ileri sGrtlmektedir (sponge teorisi) (125). Trombosit Gretimi azaldig
zaman TPO tiketimi azalmakta ve serum TPO dizeyi yiikselmektedir. Bu feedback
mekanizma bagka bir hematopoietik biiylime faktériinde gérilmemektedir. Son
yillarda kemik ili§i stromal hicrelerinin yapisal olmadan TPO drettigi, trombosit
sayisina gbre ITP ‘li hastalarda normal kigilere gére daha yiiksek diizeyde TPO
mRNA bulundudu ve tedavi ile yiksek seviyelerin normale déndigu bildirilmigtir
(126).

IL-3, IL-6 ve IL-11 gibi sitokinler CFC-Mk’'nin biUyumesini ve megakaryosit
maturasyonunu stimule ettikleri, ancak endomitozisde etkilerinin olmadigi, in vitro
trombosit Gretimini arttirdiklan bildirilmistir (102).

IFN-o. ve IFN-B, CFC-MK'in blyUmesini inhibe ettigi, IFN-y'nin ise CFC-MK'in
blyamesini stimile ettigi gosterilmigtir (102).

TGF-B1 in vivo ve in vitro megakaryosit biyumesini ve trombosit tretimini inhibe
etmektedir (127-129). Bir calismada TGF-B1'in insanda megakaryopoezisin gergek
bir feedback regilatdrii oldugu gésterilmistir. TGF-p1 diger hematoregulatuar
sitokinler icinde kemik iligi stromal htcrelerinden TPO mRNA ekspresyonunu en gigli
sekilde arttiran sitokindir. TPO, midmegakaryopoetik evrede megakaryoblastlar
Uzerinde TGF-B reseptorieri | ve II' i indtiklemekte, béylece TGF-B1 bu evrede CFU-
MK'lerin matirasyonunu durdurabilmektedir. ITP’li hastalarda TGF-p1 ve stromal
TPO mRNA diizeyleri birbiriyle korele olarak artmigtir ve megakaryosit maturasyon
duraklamasi gdsterilmistir. Bu galigmadaki in vivo sonuglar daha 6nce elde edilen in
vitro sonuglari desteklemektedir ( 130).

ITP'de trombositlerin azalmasi, serum TPO dlzeyinde artisa neden olmakta bu da
megakaryositleri stimiile etmektedir. Bu hipotezi destekleyen caligmalarda trombosit
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Uretim hizinin altr kat arttigi ve trombosit yagsam stresinin kisaldigi gdsterilmistir
(107,131,132). Ancak daha sonra yapilan trombosit kinetik caligmalan ITP'de
trombosit artigini géstermemektedir. Bu caligmalarda ineffektif trombosit tretimi ile
ilgili bulgular elde edilmistir (133). '

ITP’de artmig megakaryosit koloni formasyonu gésterilmigtir, fakat bunlarin bir
kisminda megakaryopoezis ineffektiftir. Buradaki patofizyolojik yol bilinmemektedir.
Megakaryosit progenitérierinin  gelisiminde supresyon ve/veya maturasyon
duraklamasi oldugu distnilmektedir (18).
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3. APOPTOZIS

Organizmada homeostazin devami hiicre proliferasyonu ile hiicre élimiiniin denge
halinde olmasini gerektirmektedir. Hiicre 6limi baglica, nekroz ve apoptozis olmak
tzere iki gekilde meydana gelmektedir. Patolojik durumlarda, hiicrenin agir ve ani bir
travma ile kargilagmasi sonucu gérllen nekrozisin tersine, apoptozis programli ve
fizyolojik bir 6lim sekli olmasi nedeni ile bu dengenin sirdiriimesinde énemli rol
oynamaktadir. Yunanca bir kelime olan “apoptosis® sonbaharda yaprakiarin
doékllmesine benzetilmistir (134-138). Embriyonik hayatta yaygin olarak gériilmesinin
yaninda gelisimini tamamlamis organizmalarda, 6zellikle immiin regllasyonda kritik
6nemi gosterilmistir. Lenfositlerin negatif seleksiyonu veya pozitif seleksiyona
ugramamis lenfositlerin delesyonu ve immiin aktivasyon sonrast gelisen klonal
geniglemenin “baskilanmasi icin ¢ok sayida hiicrenin kendini feda etmesi
gerekmektedir (139). Bu fizyolojik dengenin bozularak apoptozisin azalmasi bazi viral
enfeksiyonlar, otoimmin hastaliklar, lenfoproliferatif hastaliklar ve kanserlerde
goriimektedir. Apoptozisin artmas! halinde ise dejeneratif hastaliklar ve organ
zedelenmesi ortaya ¢ikabilmektedir. HIV ve diger viral enfeksiyonlarda gérilen akkiz
immin yetmezlik tablosu da yine apoptozis artigi ile agikianmaktadir (140-143).
Baglica iki hiicre 6lum sekii olan nekroz ve apoptozisin morfolojik olarak belirgin
farkliiklart tanimlanmigtir. Ani ve agir travma ile karsilagsan ve nekroz ile élen
hiicrede sisme, membran gegirgenlijinde artma, ozmotik lizis; dokuda ise agir
enflamatuar zedelenme meydana gelmektedir. Apoptotik hiicrede nekrozisin aksine
en carpici degisiklik nikleusta gézlenmektedir (Sekil 3) (134). Hucre kigllmekte,
mikrovillus ve desmozomlarin kaybi sonucu komsu hiicrelerden uzaklagmaktadir.
Hicre yluzeyinde “bleb’ler (stoplazmik cikintilar) meydana gelmekte, stoplazmada
yodunlagma, asidifikasyon, kalsiyum dlizeyinde artma, hiicre dansitesinde artma,
kromatinde yodunlagma ve nikleer zarf (envelop) yakininda toplanma gérilmektedir.
Daha sonra tim nikleus kondanse olmakta ve DNA'nin yaklagik 180bp multimerleri
bilytkligiinde fragmantasyonu meydana gelmektedir. Hiicre her biri membranla kapl
bircok apoptotik partikile ayriimaktadir. Apoptotik hiicrelerde nekrozisin aksine
membran bitinliga bozulmamistir, ancak fagositozu kolaylastiracak membran
degisiklikleri erken evrede bile go6sterilmigti. Normalde plazma membraninin i¢
ylziinde lokalize olan fosfatidil serinin dis ylize ekspanze olmasi hiicrenin fagositler
tarafindan yutulmasi igin tanimlayici bir sinyal olusturmaktadir. Komgu hiicreler yada
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Ozel fagositler tarafindan membran kapli apoptotik partikiiller fagosite edilerek
dokudan hizla uzaklagtinidiy) igin enflamatuar reaksiyon g&rilmemektedir.' Bu
nedenle apoptozis sessiz bir 6lim seklini ifade etmektedir (134-138). Apoptotik
hiicrenin fagosite edilemedi§i bazi durumlarda ise nekrozu andiran membran
degisiklikleri ve sekonder nekrozis gorilebilmektedir. Bu durum in vitro hiicre
kalturlerinde, gland lumenine atilan epitel hlicrelerinde veya fagositoz defekti olan
durumlarda ortaya gikabilmektedir (135).

Apoptozis indlksiyonu baglica li¢c evreden olusmaktadir (144):

1. Hucre ile indiksiyon sinyalinin iligkisi

2. Olom sinyalinin biyokimyasal iletimi

3. Apoptozisin olugmasi

(e)

$ekil 3. Hiicrede apoptozis evrelerinin goriintiisii (134).

Hucrelerde apoptozisi uyaran gok sayida fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyanmin
ulaghg ortak nokta, hiicre iginde proteolitik olaylar (katabolik enzimler) zincirini
baglatmalan ve bunun sonucunda da hiicrede birgok esansiyel makromolekuliin
pargalanmasiyla apoptozis igin karekteristik biyokimyasal ve ultra-striiktiirel fenotipin
ortaya c¢ikmasidir. Bu proteolitik olaylar sonucunda yikima ugrayan baslica
molekdller; hticre iskeleti ve organizasyonunda rol alan aktin, fodrin, familyal
poliposis proteini, DNA tamir proteinlerinden DNA-PF, poli adenil riboz fosfat (PARP),
nikleer mitotik aparatus proteini olan NuMA; nikleer membran entegrasyonunu
saglayan laminler ve htcre siklusunda rol oynayan retinoblastoma proteinidir. Protein
yikimini saglayan proteolitik olaylar zinciri interiékin- 1B “converting” enzim (ICE) -
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benzeri proteazlarin (sistein proteazlar) harekete gegmesiyle baslatiimaktadir. Sistein
iceren aktif bolgesi olan ve dérll- AA motifinde aspartik asit reziduleri karboksi
terminal kisminda kesen bu sistein proteazlar CASPASES (sistein iceren asp-
ase'lar) (kaspazlar) olarak isimlendirilmektedir. Halen bilinen kaspazlardan énemlileri
kaspaz 1(ICE), kaspaz 3 (CPP32/YAMA) ve kaspaz 8 (FLICE/MACH)'dir. Bu
kaspazlar proenzim olarak sentezlenmekte, aktive olmalarn igin asp-x yerlerinde
proteolitik aktivasyon gerekmektedir. Boylelikle zincir reaksiyonu ile bir sonraki
proteaz aktive olmakta ve son {riin (substfatlann) yikimi ortayalglkmaktadlr. Kaspaz
3 (CPP32)'un apoptozis yolunda asaida (downstream) ve kritik bir noktada yer
aldi§i, DNA tamir proteinlerinden olan PARP’In yikimindan sorumiu oldugu
gbsterilmigtir (135,145-152). Boylece birgok dedisik stimulusun yol agtigi terminal
proteolitik olaylar hiicrede, niikleer kondansasyon ve DNA fragmantasyonu ile
karekterize apoptotik fenotipi ortaya ¢ikarmaktadir.

Apoptotik hiicrelerde erken degisikliklerden biri mitokondride goérilmektedir.
Transmembran potansiyelde azalma sonucu mitokondrial fonksiyonda bozulma
olmaktadir. Mitokondriden pro-apoptotik maddelerin (6rnedin sitokrom c¢)
salgilanmasi ise kaspazlarin aktivasyonuna katkida bulunmaktadir (153). Apoptozise
ugrayan hiicrelerdeki ylizey karbonhidrat ve diger membran degisikliklerinin fagosit
reseptorleri (fosfatidil serin, trombospondin, vitronektin) ve lektinler tarafindan
taninarak apoptotik hiicrenin ¢ok hizh ve etkili bir mekanizma ile ortadan
kaldinimasiyla apoptozis iglemi sonlanmaktadir (154).

Spesifik proteaz inhibitérleri terminal kaspazlari hedefleyerek hiicre 6limind bloke
etmektedirler. Apoptozis inhibitér ailesinin proteinleri (IAP) kaspaz aktivitesini iptal
ederek hiicre 6limiinG azaltabilmektedirler (155).

Apoptotik molekilller hiicrelerde yaygin olarak bulunurken, ayni zamanda apoptozis
inhibitéri genlerin aktive halde bulunmasi, apoptotik prosesi denge halinde
tutmaktadir. BCL-2 protein ailesinin apoptozis regiilasyonunda énemli bir role sahip
oldugu gdsterilmigtir. BCL-2 bu protein ailesinin bir prototipidir ve kendisi gibi BCL-X\,
BCL-w, MCL-1 ve A1 de anti-apoptotik 6zellik tasimaktadir. Tersine, artmig
ekspresyonlari hiicre 6limine neden olan BAX, BAK ve BAD proteinleri pro-
apoptotik 6zellik g6stermektedir. Hicrelerin apoptozise duyarliifi pro ve anti-
apoptotik BCL-2 protein ailesinin birbirine gére konsantrasyonu ile belirlenmektedir.
Ayrica BCL-2 ve bu gruptaki diger molekillerin mitokondrial fonksiyon
reglilasyonunda rol oynadi§i, sitokrom c serbestlesmesini inhibe ederek hiicreyi
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oksidatif zedelenmeden korudugu ve apoptozisi engelledigi de gdsterilmigtir (156-
161). p53 proteini; DNA zedelenmesinden sonra hiicre siklusunun duraklamasinda
ve apoptozis indiksiyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. p53 proteini, BAX
ekspresyonunu arttirarak apoptozisi indiklemektedir (144).
Yakin zamanda tanimlanmis bir molekl olan FLIP (Flice inhibitor protein) ise kaspaz
8'i inhibe etmekie ve hiicrede yaygin olarak bulunan proteolitik /apoptotik
mekanizmanin strekli aktivasyonunu engellemektedir (162). Hiicrelerde dogal olarak
bulunan bu anti-apoptotik molekillerin diginda bazi viruslar ise proteaz inhibitéril anti-
apoptotik genleri (CrmA, p35) sayesinde, enfekte ettikleri hiicrelerin apoptozisini
engelleyerek kendi yasamlan ve g¢ogalmalanm saglayacak sartlan temin
etmektedirier (135,140,145).
Onkogen c-myc normal ve neoplastik hiicre proliferasyonunda énemli oldugu gibi
ayn zamanda apoptozisin gigli bir indikleyicisidir. Ozel durumlarda bu genin iki
antogonistik etkisinden hangisini gosterecedi spesifik biyime faktorlerinin
bulunmasina baglidir (163).
Hematopoiezis sirasinda progenitér hiicrelerin yagami, proliferasyonunu ve
apoptozisi; sitokinler, biylime faktérleri ve adezyon molekillerinden olusan bir
kompleks tarafindan pozitif veya negatif yénde regiile ediimektedir (144).
Stem cell factor (SCF), Flt ligand, TPO ve IL-3'Un apoptozisi stprese ettigi, IL-6, IL-
11'in erken progenitorierin proliferasyonunu stimile ettiji, GM-CSF’in hem
apoptozisisi suprese ettigi, hem de proliferasyonu tetikledigi bildirilmigtir. TNF-a,, Fas-
ligand, “TNF-related apoptosis inducing ligand” (TRAIL), TGF-p ve IFN-ynin ise
uygun reseptérieri eksprese eden hiicrelerin apoptozisine yol acti§i gosterilmigtir
(163). TPO’nun apoptozisi suprese etmekte diger sitokinlere gére daha guglii oldugu
gosterilmigtir (164); Bir calismada in vitro olarak TPO yoklugunda immatdr
megakaryositlerin apoptozise gittigi gosteriimigtir (116). Sitokinler apoptozisin
onlenmesinde hedef hiicre agisindan segicilik gdstermektedir. SCF; primitif
hematopoietik hiicrelerde, IL-3; daha sonraki progenitérierde, Flt ligand; ise myeloid
seriye giden progenitérierde segici olarak apoptozisi 6nlemektedir.
Hicrelerde apoptozisi uyaran ¢ok sayida fizyolojik ve fizyolojik olmayan uyarim
vardir. Fas reseptér ve ligand interaksiyonu ile apoptozis indiksiyonu temel bir
mekanizmay olugturmaktadir.
Fas ve FasL molekullerinin etkilesimi sonucu, yizeyinde Fas bulunan hicrede
apoptozis méydana gelmektedir (165-168). Fas (Fas reseptérii; CD95; APO-1) 45
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kDa agiriginda, timér nekrozis faktér (TNF) reseptdér grubuna ait tip | membran
proteinidir (169). Bu gruptaki proteinlerin sisteinden zengin ekstraselliler,
transmembrandz ve intraselliler olmak zere (¢ kismi (domain) vardir. Fas ligand
(Fasl; CD95L) ise Fas molekilinin dogal ligandidir. Tip 1| membran proteini olup
kodlama sekansi molekilin ekstraselliler kisminda karboksi terminalindedir. Fas
ligandin kendi reseptéri olan Fas ile interaksiyonu sonucu apoptozis sinyali,
yizeyinde Fas molekdlt bulunan hiicrenin nilikleusuna iletimekte ve Fas
ekspresyonu olan hiicrede apoptozis ile 6lim meydana gelmektedir. FasL/ Fas
reseptér ftrimerizasyonu bu mesaj iletimi igin gerekmektedir. Reseptér
trimerizasyonundan sonra Fas molekilinin intrastoplazmik kisminda bulunan Death
Domain (DD; 6lim bdlgesi) intrastoplazmik bir molekil olan FADD (Fas associated
death domain) ile birlegmektedir. Bundan sonra sistein proteazlardan biri olan kaspaz
8 (FLICE/ MACH) aktive olmakia ve proteolitik olaylar zinciri baglamaktadir. Asagi
noktalarda yer alan kaspaz 3 (CPP32; YAMA) aktivasyonu da apoptotik hiicre igin
tipik sayilan PARP  proteolizine ve  apoptozise yol agmaktadir
(135,146,147,149,152,165-168).

Bir diger apoptozis indiiksiyon yolu; perforin/ granzim sistemidir. Sitotoksik T
lenfositlerle hedef hiicrelerin élduriilmesi, malign ve viriis ile enfekte hicrelere kargi
savunmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica transplant rejeksiyonu ve otoimmiin
hastaliklara neden olmaktadir. Sitotoksik T hiicre granﬂllerinde bulunan perforin ve
serin proteaz granzim A ve B'nin serbestlesmesinden sonra 6lim gerceklesmektedir.
Perforin; hedef hiicrenin plazma membraninda bir pore yaparak, granzim B’nin
sitozole girmesine izin vermektedir. Granzim B ise kaspaz sistemini aktive ederek
apoptozisi gerceklestirmektedir (170-172).

Apoptozisin Degerlendirilmesi (173)

1. Apoptozis indiiksiyonu igin teknikler

o Fas (CD95) araciligi ile hiicre 6lumu

e Camptothecin ile hiicre 6liim inditksiyonu
2. Apoptozis olayinin digliimesi

o Caspase’lar

e Annexin V 6lgimi

3. DNA Fragmentasyon &lgtimleri
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APO-BRDU™ Kit

APO-DIRECT™ Kit

. Apoptozis ile iligkili proteinlere kargi antikorlarin Slgliimesi
Bcl-2 Homologlari

Caspase’lar

CrmA

Sitokrom ¢

Fas Ligand

Sinyal molekdlleri

. RN ase Protection élgiimil
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. Hastalar

1 Eylil 2000 ile 1 Agustos 2001 tarihleri arasinda Dokuz Eylul Universitesi Tip
Fakliltesi Hastanesi, Tepecik SSK Hastanesi ve Behget Uz Cocuk Hastanesi'ne
bagvuran 1-16 yas grubunda akut ITP tanisi alan ve bu hastanelerde kronik ITP
tanisiyla izlenmekte olan hastalar g¢alismaya dahil edildi. Kronik ITP tanisi alan
hastalarda o6yki, fizik muayene ve laboratuvar tetkikleri (idrar tetkiki, bdbrek
fonksiyon testleri, antinlikleer antikor, anti-dsDNA, lupus antikoagilani, Coomb’s
testi) ile kollajen doku hastaliklar ekarte edildi. Alti aydan uzun siiredir izienmekte
olan, splenektomi yapilmamis, trombosit sayisi 150X10%L’nin altinda olan kronik
lTP’Ii hastalar c¢alismaya dahil edildi. Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakuitesi
Hastanesi Ortopedi ve Travmatoloji A.B.D.'da. skolyoz ameliyati olacak, 1-16 yas
grubunda, enfeksiyon, kan hastali§i ve kronik bir hastalii bulunmayan, tam kan
sayimi ve periferik kan incelemesi normal olan ve ailelerinden onay alinan hastalar
kontrol grubu olarak kabul edildi. Hasfa ve kontrol grubundan ayrintili hikaye alindi ve
fizk muayene yapildi. Tam kan sayimi istendi, periferik yayma ve kemik iligi
aspirasyon yaymasi incelendi. Akut ve kronik ITP’li hastalarin ve kontrol grubunun en
az bir aydir herhangi bir ila¢g tedavisi almamig ve enfeksiyon gegirmemis olmasina
dikkat edildi. Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri, klinik bulgulari, tam
kan sayimlari, periferik yayma ve kemik ilii aspirasyon yaymasinin inceleme
sonuglari, mononikieer hiicre sayisi, CD61 pozitif hiicre sayimi ve apoptozis analiz
sonuglari kaydedildi. Hasta ve kontrol grubundan 3-5 ml kemik iligi aspirasyon érnegi
EDTA'l tlpe alinarak bir saat i¢inde laboratuvara ulagtinidi.

Kemik iliji aspirasyon &rneklerinden; mononikleer hiicre izolasyonu, CD61
microbead'lar kullanilarak immtnmanyetik yéntemie megakaryosit izolasyonu, hiicre
fiksasyonu ve flowsitometrede TUNEL teknigi [ierminal deoxynucleotidyl transferase
(TdT) —mediated d-UTP -biptin nick end-labeling] ile kantitatif apoptozis analizi
yapildi.

3. 2. Yontem

3. 2. 1. Gerekli ara¢ ve malzemeler

1. Histopaque-1077, Sigma Diagnostics Inc./ Katalog no: 1077-1.

2. Pblipropilen dibi konik doku kiiltar tapil, Greiner Labortechnik /Katalog no: 164160.
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3. Beckman J6-Ml sogutmali santrifilj, Beckman Instruments, Inc.,CA 94304, USA.

4. PBS/BSAJEDTA sollisyonu; %0.1 BSA ve 2 mM EDTA ilaveli pH 7.2 fosfat buffer
saline (PBS)

. Manyetik hicre ayirici (MiniMACS) Miltenyi Biotec/ Katalog no: 421-02

. CD61 Microbead, Miltenyi Biotec/ Katalog no: 511-01

. Large cell separasyon kolonlari, Miltenyi Biotec/ Katalog no: 422-02

. 25¢cm? lik doku kultar flasklar, Corning/ Katalog no: 29100

. PBS’de %1’lik paraformaldehit

10. %70’lik etil alkol

11. Fétal calf serum (FCS)/ Biochrom KG/Katalog no: S0113)

12. RPMI-1640 medium /Sigma R6504

13. Pastér pipetleri

14. %0.4'luk trypan-blue soltisyonu (canlilik boyasi)

15. Mikroskop, lam, lamel ve enjektoér

16. APO-DIRECT™ Kit, Pharmingen/Katalog no:6536KK

17. Flowsitometre, Becton Dickinson, FACSCalibur / Seri no: E1914

18. Distile su

19. 37°C su banyosu

20. Buzdolabi

21. Buz paketi

22. 12x75mm’lik polystrene flowsitometri test tipleri, Falcon/ Katalog no:352052

O 0 ~N O O

23. Ayarlanabilir otomatik mikropipetler
24. Otomatik kan sayim cihazi, STKS-Coulter inc. /Seri no: $10180

3. 2. 2. Mononiikleer hiicre izolasyonu

Boyum tarafindan periferik kan ve kemik ili§i aspirasyonundaki mononiikleer
hticrelerin izolasyonu igin tanimlanan yénteme gére mononikleer hiicre izolasyonu
yapildi (174). Bu yoéntemde polisakkarit ve radiopak kontrast ortamin karigimiari
kullaniimaktadir. Histopaque-1077; polisukroz ve sodyum diatrizoat solisyonudur.
Antikoagllanli kemik ili§i aspirasyon materyali Histopaque-1077 (zerine
tabakaland‘mlmaktadw. Santrifigasyon sirasinda, eritrositler ve nétrofiller polisukroz
le agrege olarak hizla ¢6kmektedir. Bdylece mononikleer hiicreler plazma ve
Histopaque-1077 arasinda kalmaktadir. Trombositierin gogu ise yikama basamaklari
sirasinda digik devirde santrifiigasyon ile uzaklagtinimaktadir.
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Yoéntem;

1.

Dibi konik santrif(ij tlpline yaklasik 3-5 ml Histopaque-1077 konuldu. EDTA'li tiipe
alinan kemik iligi aspirasyon o6rnegi %10 FCS iceren RPMI-1640 ortami ile
sulandirildi. Sulandinlan kemik iligi ornegi dikkatli olarak Histopaque-1077
Uzerinde tabakalandinidi.

2. 400 x g'de 20°C’de 20 dakika santrifij edildi.
3. Opak interfazdaki mononikleer hiicre tabakasi dagitiimadan pastér pipeti ile

- W

aspire edilerek toplandi ve interfazdaki hicreler dibi konik yeni bir tiipe dikkatli
olarak transfer edildi. Uzerine yaklagik 8-10 ml %10 FCS iceren RPMI-1640 ortami
ilave edildi ve kanigtirildi.

. 300 x g'de 20°C'de 10 dakika santrifilj edildi. Dikkatli olarak sipernatant

uzaklastiriid: (yikama iglemi).

. Yikama iglemi bir kez daha tekrarlandi. Hiicre pelletine 10 ml %10 FCS igeren

RPMI-1640 ortami ilave edildi ve kanistirild.

2. 3. Adherent hiicre deplesyonu

. Elde edilen mononiikleer hiicrelerden adherent hiicreleri (stroma hiicreleri ve

fibroblastlari) ayirmak icin hticre pelleti 25cm? lik doku kuiltur flaskina aktarildi.
37°C’de, %5 CO; igeren nemli ortamda 1-2 saat inktibe edildi.

Daha sonra adherent olmayan mononikleer hiicreler santrifilj tipiine transfer
edildi. 200 x g'de 10 dakika santrifiij edildi, sipernatant uzaklagtirild:.

Yikama iglemi bir kez daha tekrar edildi. Hiicreler yakiagik 4-5 ml PBS/BSA/EDTA
sollUsyonunda resiispanse edildi.

Otomatik kan sayim cihazinda hiicre sayimi yapiid.

Trypan-blue sollsyonu ile canlilik kontrolli yapildi.

. ,2' 4. Megakaryosit izolasyonu (175)
Mononikleer hiicre stispansiyonu 200 xg'de 10 dakika santrifij edilerek

stipernatant uzaklagtinldi ve 1X10” htcre 80 pul PBS/BSA/EDTA solisyonunda
resiispanse edildi.

CD61 microbead soliisyonundan 20 pl ilave edilerek karigtirildi ve 4-8°C’deki
buzdolabinda 15 dakika inkiibe edildi.
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3. Inkiibasyondan sonra 1-2 ml PBS/BSA/EDTA sollisyonu ilave edildi, 200 x g’de 10
dakika santrifij edildi ve stipernatant atildi (yikama iglemi).

4. 500 ul PBS/BSA/EDTA sollisyonunda resiispanse edildi. Flow cytometry’de analiz
icin kiiglk bir érnek alindi.

5. Large cell seperasyon kolonu MiniMACS manyetik alanina yerlestirildi. Kolona
akim rezistéri (23 G igne) baglandi.

' 6. Kolonun Gzerinden 500 pl PBS/BSA/EDTA soliisyonu ilave edildi ve kolonun
icinden gegmesi beklendi.

7. CD61 microbead'larla isaretienmis mononikleer hiicre siispansiyonu kolonun
tizerinden akitildi. Hicre sispansiyonunun kolondan geg¢mesi beklendi ve
sonrasinda (¢ kez 500 ul PBS/BSA/EDTA solilisyonu ilave edildi. Kolondan akan
sollisyon CD61 negatif fraksiyon olarak kabul edildi.

8. Kolon manyetik alandan kaldinldi, akim rezistéri c¢ikarildi ve kolon yeni bir
toplama tiiptiniin tizerine yerlestirildi.

9. Kolona 1 ml PBS/BSA/EDTA sollisyonu itave edildi ve kolonun iticisi kullanilarak
basingl! bir sekilde kolona tutunan CD61 pozitif hiicreler (megakaryositler) tipe
akitild.

w

. 2. 5. Megakaryositlerin Fikzasyonu

1. 1-2X10°CD61 pozitif hiicre 0.5 ml PBS sollisyonunda restispanse edildi.

2. Hiicre sispansiyonuna 5 ml soguk (2-8°C) %1’lik paraformaldehit ilave edildi ve
15 dakika buz iizerinde bekletildi.

1. Bu karnsim 300 x g’de 5 dakika santrifilj edildi ve siipernatant atildi.

2. Hucreler 5 ml PBS iginde yikandi ve daha sonra sanrifiigasyon ile hiicreler pellet
edildi. Yikama ve santrifigasyon iglemi bir kez daha tekrariand..

3. Hiucreler 0.5 mi PBS’de resiispanse edildi.

4. Suspansiyona 5 ml soduk %70'lik etanol ilave edildi.

5. Hucre siispansiyonu buz (izerinde veya buzdolabinda en az 30 dakika bekletildi.

(Fikse edilen hucreler apoptozis degerlendirmesi igin -20°C'de aylarca

bekletilebilmektedir.)

3. 2. 6. TUNEL Teknigi ile kantitatif apoptozis analizi (115,116,176)
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3. 2. 6. 1. APO-DIRECT™ Kit (Pharmingen, Katalog no:6536KK)

APO-DIRECT™ Kit; flow cytometry ile apoptotik hucreleri saptamak igin DNA
kiriklarini igaretleme yéntemini kullanan tek basamakli bir boyama metodudur. Bu kit
‘hﬁcrelerdeki apoptozisi 6lgmek icin gerekli olan buttin reaktifleri icermektedir:

1. Reaktiflerin performansini degerlendirmek igin pozitif ve negatif kontrol hiicreleri

N

Testle her basamakta kullanmak izere yikama, reaksiyon ve yikama tamponlari

w

Terminal deoksiniikleotidil transferaz (Tdt) enzimi

»

DNA kiriklarint igaretlemek igin floresan igaretli deoksiuridine trifosfat niikleotidleri
(d UTP-FITC)

5. Total DNA'y1 boyamak i¢in Propidium iodide (Pl) /RNase soliisyonu
APO-DIRECT ™ Kit ile isaretleme sematik olarak Sekil 4‘de gésterilmektedir.

Tdt enzimi fikse edilmis hiicrelerdeki gift ve tek zincirli DNA'nin 3'-hidroksil uglarina
dUTP-FITC’larin bagimsiz olarak eklenmesini katalize etmektedir. DNA kirik bélgeleri
dUTP-FITC’lar tarafindan tanimlanmaktadir.

TdT +
FITC-dUTP

DNA zincir kirklan ~ DNA'nin 3'-OH uglarina dUTP-FITC'larin eklenmesi

Sekil 4. APO-DIREKT Kit ile igaretieme.
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APO-DIRECT™ Kit ile apoptozis 6lgiminde kullanilan basamaklarin akim semasi
Sekil 5 ‘de gbsterilmektedir.

Arastiricinin test hiicreleri

'

Test hiicrelerinin fikse ediimesi Fikse edilmis kit kontrol hiicreleri

Fikse edilen galisma hiicreleri

!

Hucrelerin yikanmasi

!

Hucrelerin boyanmasi

!

Hiicrelerin durulanmasi

!

PI /RN az ilave edilmesi

!

Flowsitometrede Analiz

Sekil 5. APO-DIRECT™ Kit ile apoptozis dlgiimiinde kullanilan basamaklarn

akim semasi.
APO-DIRECT™ Kit'deki pozitif ve negatif kontrol hiicrelerindeki apoptozisin
degerlendirilmesi icin agagidaki protokol tanimlanmaktadir. Arastinlacak olan hiicre
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orneklerindeki (megakaryositlerdeki) apoptozisin degerlendiriimesi igin de ayni

standart yéntem kullaniimaktadir

3.
1.

2. 6. 2. Hlicrelerin Boyanmasi:

Pozitif ve negatif kontrol hiicre siseleri déndiriilerek resiispanse edildi. Kontrol
hiicre stspansiyonlarindan 1 ml (1X10% hacre/ml) alinarak, 12X75mm santrifijj
tipline transfer edildi. 300 x g'de 5 dakika santrifiij edilerek aSpirasyonla %70’lik
alkol uzaklastirildi. Hicre pelletinin dagilmamasina dikkat edildi.

2. Her tipe 1ml yikama tamponu ilave edilerek hiicreler restispanse edildi. Santrifilj
edilerek slipernatant aspirasyon ile uzaklastinildi. Ayni igslem bir kez daha tekrar
edildi. |

3. Kontrol hiicre pelletlerinin her biri 50 ul boyama sollisyonunda resiispanse edildi.
Boyama sollisyonu agagida tanimlandigi sekilde hazirlandi.

Boyama sollisyonu ATest icin

Reaksiyon tamponu 10 pl

Tdt enzimi 0.75 ul

d UTP-FITC 8 ul

Distile su 32 pl

Total hacim 50.75 ul

(Bu sekilde hazirlanan DNA isaretleme solisyonu +4°C‘'de 24 saat akiif olarak
kalabilmektedir.)

4.
5.

© ©o NOo

Boyama soliisyonundaki hiicreler 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon zamaninin sonunda her bir tiipe 1 ml yikama tamponu ilave edildi ve
300 x g'de 5 dakika santrifiij edildi, aspirasyon ile siipernatant atildi.

Yikama islemi bir kez daha tekrar edildi.

Hicre pelleti 0.5 ml Pl /RN ase soliisyonunda resiispanse edildi.

Hicreler oda isisinda karanhk ortamda 30 dakika inkilbe edildi.

Inkibasyondan sonra P! /RN az soliisyonundaki hicreler (¢ saat iginde
flowsitometrede analiz edildi.
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3. 2. 6. 3. Flowsitometrede 6rneklerin analizi:

Bu testin galigiimas! igin 1g1k kaynagi olarak 488 nm argon lasere sahip bir
flowsitometre cihazi gereklidir. [ki boya kullaniimaktadir: PI; total DNA'yi, FITC- dUTP
ise; apoptotik hiicreleri boyamaktadir. Pl yaklasik 623 nm'de, FITC- dUTP ise 520
nm'de floresan vermektedir. X-ekseninde DNA-width ve y-ekseninde DNA-Area
sinyalleri ile tekli ve ¢ifti DNA dagihmini gbsteren standart géranti elde edildi. Bu
géranttden, tekli DNA dagilimi gésteren huicreleri igeren bir pencere alindi (Sekil 6a).
Pencere igine alinan tekli hiicrelerin x-ekseninde DNA (lineer kirmizi floresans) ve y-
ekseninde FITC-dUTP (log vyesil floresans) sinyallerinden olugan gorlntlsl
olusturuldu (Sekil 6b).

Positive Apoplotic Cells

in/“—plmso

@R
Non-Apoptotic

l
,ﬁ'”m . GY,S,AG2
l i Cells
| Kl S B St Tt Rt Rl R St

DNA Width DNA Aren

DNA Area

(a) ()
Sekil 6a ve 6b. Becton Dickinson Hardware igin ﬂowsitometrenin ayarlanmasi.
Apoptotik hticrelerin 3'OH DNA uglarina baglanan FITC- dUTP’nin yodunlugunun
hiicre sayisina gére dagilimi elde edildi. M1 olarak isaretienen pik apoptotik oimayan
hiicreleri, M2 olarak belirtilen pik ise FITC- dUTP ile yogun boyanan apoptotik
hticreleri gostermektedir. Pozitif ve negatif kontrol hiicrelerin flowsitometredeki
beklenen sonuglar S$ekil 7°’de gosterilmektedir.
Pozitif ve negatif kontrol hiicrelerdeki ve ¢aligma grubunda izole edilen
megakaryositlerdeki apoptozis oranlari yiizde olarak tespit edildi.
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Sekil 7. Pozitif ve negatif kontrol hiicrelerin flowsitometredeki beklenen

sonuglan.

3. 3. Istatistik yontemler

‘SPSS for MS Windows Release 8.0" istatistik programi kullanilarak sayisal

degiskenler icin gruplar arasi ikili kargilagtirmalar oncesi, farkhhgin 6nemliligi
"Kruskal-Wallis 1-way Anova” varyans analizi yntemi ile degerlendirildi. Sonrasinda
ikili kargilagtirmalar "Mann-Whitney U-Wilcoxon Rank Sum W Test’ ile yapildi.
Gruplar arasindaki yizde oranlarinin karsgilagtiriimasinda “Pearson Q Square Test’

ve beklenen degerlerden biri besten kiigiik oldugunda “Fisher’s Exact Test” kullanildi.
p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

1 Eylal 2000- 1 Agustos 2001 tarihleri arasinda 1-16 yaslarinda, akut ITP tanisi alan
15 hasta, kronik ITP tanisiyla izlenmekte olan 10 hasta ve kontrol grubu olarak 10
skolyozlu ancak dider yénlerden saglkli gocuk ¢alismaya dahil edildi. Akut ve kronik
ITP'li hastalarda 6ykdl, fizik muayene ve laboratuvar tetkikler ile diger trombositopeni
nedenleri ekarte edildi. Akut ve kronik ITP tanisi alan hastalarin kemik iligi aspirasyon
incelemesinde megakaryositler normal veya artmis sayida bulundu, patolojik bulgu
saptanmadi. Kontrol grubunun éyki, fizik muayene, laboratuvar tetkikleri ve kemik
iligi aspirasyon incelemesinde de patolojik bulgu tespit edilmedi. Tum olgularin 17’si
(%49) kiz, 18'i (%51) erkekti. 25 olgu (%72) Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakuiltesi
Hastanesi, bes olgu (%14) Tepecik SSK Hastanesi ve bes olgu da (%14) Behget Uz
Cocuk Hastanesi'nde izlenmekteydi. Akut, kronik ITP’li ve kontrol grubundaki tim
olgularin yaglari, hemoglobin, I6kosit ve trombosit degerleri Tablo 2 ‘de verilmektedir.

Tablo 2. Akut, kronik ITP’li ve kontrol grubundaki tiim olgulann yaslar,
hemoglobin, I6kosit ve trombosit degerleri.

Ortalama + SD Ortanca Min-Max
n=35 —
Yag (yil) 8.21 +4.50 7.30 1-16
Hemoglobin (g/dl) 12.13 £ 1.03 12.10 0.9-14.4
Lokosit (X10%/L) 8.10+2.45 7.30 4.6-14.7

Trombosit (X10%L) 101.0+ 131.0 24.00 1.0- 453.0

o oz

Akut ve kronik ITP'li hasta grubunda bagvuru sikayeti olarak bes olguda (%20)
doklntl, bes olguda (%20) morlukiar, 15 olguda (%60) ise dékiintl ve morluklar
bildirildi.

Tani aninda yapilan fizik muayenede dort hastada (%16) sadece petesiler, bir
hastada (%4) ekimozlar ve 20 hastada (%80) ise petesi ve ekimozlar tespit edildi.
Bunlara ek olarak alti hastada (%24) burun veya agiz mukozasinda kanama tespit
edildi. Higbir hastada izlem sirasinda intrakranial kanama gézienmedi.
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Hasta grubundan sekizine (%32) ITP tedavisi igin pulse metilprednizolon, Ugline
(%12) IVIG, besine (%20) pulse metilprednizolon + IVIG, lgiline ise (%12) pulse
metilprednizolon + IVIG + Anti-D verildi. Akut ITP’li alti olguya (%24) tedavi
verilmedi.

Akut ITP’li bir hastada (%4) tanidan alti ay sonra rekiirrens géziendi. Akut ITP
grubundaki iki hastada izlem sirasinda kroniklesme oldu. Kronik ITP grubundaki
hastalar 6rneklem sirasinda ortanca 14.5 ay (minimum 8, maksimum 50 ay)
(ortalama 17.6 ay £12.0) izlenmekte idi.

Akut ITP’li, kronik ITP’li ve kontrol grubundaki hastalarin yaglar, hemoglobin, |6kosit
ve trombosit degerleri Tablo 3‘de verilmektedir.

Tablo 3. Akut ITP, kronik ITP ve kontrol grubunun yasglari, hemoglobin, I6kosit
ve trombosit degerleri.

Ortalama  +SD - Ortanca  Min-Max
Akut ITP (n=15)
Yas (yil) 5.75 3.73 5.5 1-13
Hemoglobin (g/dI) 12.15 1.20 12.10 10.1-14.4
Lokosit (X10%L) 8.24 . 2.60 7.60 46-12.2
Trombosit (X10%L)  14.33 10.10 12.00 1.00-36.00
Kronik ITP (n=10)

" Yas (yi) 8.65 3.02 7.65 3.7-13
Hemoglobin (g/dI) 11.95 1.22 11.9 9.9-14
Lékosit (X10%L) 8.2 2.72 7.45 5.8-14.7
Trombosit (X10%L)  40.10 37.36 25.00 8.00-110.00
Kontrol (n=10)

Yas (yil) 11.46 487 13.45 4-16
Hemoglobin (g/dI) 12.28 0.86 12.25 10.9-13.5
Lokosit (X10%L) 7.80 2.14 7.20 5.6-11.4
Trombosit (X10%L)  291.9 77.90 277.00 194.00-453.00
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Akut ITP grubundaki 15 hastanin yedisi (%47) kiz, sekizi (%53) erkek idi. Kronik ITP
grubu bes (%50) kiz, bes (%50) erkek toplam 10 hastadan olugsmaktaydi. Kontrol
grubundaki 10 hastanin ise besi (%50) kiz, besi (%50) erkek idi. Gruplar arasinda
cinsiyet dagilimlari agisindan istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.981).

Gruplarin érneklem sirasindaki yas ortalamalan karsilastirildiginda; akut ve kronik
ITP gruplan arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.071), ayni sekilde kronik -
ITP ve kontrol grup arasinda da fark gésterilemedi (p=0.14). Akut ITP grubundaki
hastalarin yas ortalamasi kontrol grubuna gére istatistiksel olarak daha kiigik
bulundu (P=0.008).

Gruplarin érneklem sirasindaki hemoglobin ve I6kosit ortalamalar kargilagtinldiginda
¢ grup arasinda fark bulunamadi (p=0.795, p=0.835).

Her t¢ grubun 6rneklem sirasindaki trombosit sayilari kargilastinldiginda; akut ITP
grubunda ortalama trombosit sayisi kronik ITP grubu ve kontrol grubuna gére belirgin
olarak distk bulundu (p=0.043, p=0.000). Kronik ITP grubunun ortalama trombosit
sayisi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak belirgin dugtk bulundu (p=0.000).

Tam vakalanin kemik ili§i aspirasyon érneklerinde megakaryosit izolasyonu yapildi.
Megakaryositlerde apoptozis orani ylizde olarak bulundu.

Akut ITP, kronik ITP, kontrol grubu ve tim olgularinin megakaryosit sayisi ve
megakaryositlerdeki apoptozis oranlari Tablo 4'de verilmigtir.

Gruplar izole edilen megakaryosit sayilarinin ortalamalarina gére karsilagtiriidiginda
her Ug¢ grup arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.851).

Tam olgularin cinsiyetleri ile meQakaryo‘Sii apbptozis oranlaﬁ arasinda istatistiksel bir
fark bulunmadi (p=0.391).

Tum olgularin yaglari ile megakaryosit apoptozis oranlan arasinda bir korelasyon
bulunmadi (p=0.605).

Fizik muayenesinde agiz mukozasi ve/veya burun mukozasindan kanama bulgusu
olanlar, olmayanlar ile karsilagtirldiginda megakaryosit apoptozis oranlan farkl
bulunmadi (p=0.949).
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Tablo 4. Akut ITP, kronik ITP ve kontrol gruplarinin megakaryosit sayisi ve
megakaryositlerdeki apoptozis oranlari.

‘Ortalama +SD  Ortanca  Min-Max
Akut ITP (n=15)
Megakaryosit sayisi
(X108) 0.97 0.47 0.90 0.40- 2.20
Apoptozis orant (%) 8.96 7.09 7.60 0.60- 26.23
Kronik ITP (n=10)
Megakaryosit sayisi
(X108 1.04 0.38 0.90 0.60- 1.60
Apoptozis orani (%) 4.59 2.33 4.65 1.63-8.13
Kontrol (n=10)
Megakaryosit sayisi
(X108) 1.15 0.97 0.88 . 0.20- 3.60
Apoptozis orani (%) 9.79 9.67 6.21 0.83- 27.06
Toplam (n=35)
Megakaryosit sayisi
(X108) 1.04 0.62 0.90 0.20-3.60
Apoptozis orani (%) 7.95 7.19 5.41 0.60-27.06
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Tum olgularin 6rneklem sirasindaki hemoglobinleri, |6kosit sayilari ve trombosit
sayllan ile megakaryosit apoptozis oranlari arasinda korelasyon tespit edilmedi
(p=0.560, p=0.955, 0.649).

Tum olgularin izole edilen megakaryosit sayist ile.megakaryosit apoptozis orantari
arasinda bir korelasyon saptanmadi (p=0.174).

Akut ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptozis orani, kontrol grup ile
karsilastinidiginda aralarinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.782).

Kronik ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptozis orani, kontrol grup ile
karsilagtiriidiinda aralarinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.364).

Akut ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptozis orani, kronik ITP grubu ile
karsilagtiriidiginda aralarinda fark gériilmekle beraber, istatistiksel bir fark bulunmadi
(p=0.052); ancak sinirda bir deger elde edildi. Megakaryosit apoptozis oranlar ug¢
degerlerde olan iki vaka gruplardan ¢ikarildiktan sonra; kronik ITP grubunun ortalama
megakaryosit apoptozis oranit akut ITP grubuna gére istatistiksel olarak &nemli
diizeyde dusiik bulundu (p=0.030). )

Kronik ITP’nin siresi ile megakaryosit apoptozis oraniari arasinda da bir korelasyon
bulunmadi (p=0.842).

Akut ITP doneminde megakaryosit apoptozu degerlendirilen ve izlemde kroniklegen
iki olgunun akut dénemde elde edilen apoptoz oranlari (%8.40 ve %9.47) kronik ITP'li
hastalarin ortalama megakaryosit apoptoz oranina (%4.59 +2.33) gére yilksek
bulundu. Ancak hasta sayisi az oldudu igin istatistiksel degerlendirme yapiimadi.
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. SONUCLAR

1 Eylal 2000- 1 Agustos 2001 tarihleri arasinda 1-16 yaglarinda, akut ITP tanisi
alan 15 hasta, kronik ITP tanistyla izlenmekte olan 10 hasta ve kontrol grubu
olarak 10 skolyozlu ancak diger y6nlerden saglikh ¢ocuk ¢alismaya dahil edildi.
Tum olgularin 17'si (%49) kiz, 18'i (%51) erkekti. 25 olgu (%72) Dokuz Eylil
Universitesi Tip Fakltesi Hastanesi, bes olgu (%14) Tepecik SSK Hastanesi ve
bes olgu da (%14) Behget Uz Cocuk Hastanesi’nde izlenmektedir.
Akut ve kronik ITP'li hasta grubunda basvuru sikayeti olarak bes olguda (%20)
doékanti, bes olguda (%20) morlukiar, 15 olguda (%60) ise dékiintll ve morluklar
bildirildi.
Tani aninda yapilan fizik muayenede dért hastada (%16) sadece petesiler, bir
hastada (%4) ekimoziar ve 20 hastada (%80) ise petesi ve ekimozlar tespit edildi.
Bunlara ek 6Iarak alti hastada (%24) burun veya agiz mukozasinda kanama tespit
edildi. Higbir hastada izlem sirasinda intrakranial kanama gézlenmedi.
Hasta grubundan sekizine (%32) ITP tedavisi icin pulse metilprednizolon, Ggiine
(%12) IVIG, besine (%20) pulse metilprednizolon + IVIG, lgiine ise (%12) pulse
metilprednizolon + IVIG + Anti-D verildi. Akut ITP’li alts hastaya (%24) tedavi
veriimedi.
Akut ITP'li bir hastada (%4) tanidan alti ay sonra rekirrens gézlendi. Akut ITP
grubundaki iki hastada (%13) izlem sirasinda kronikiesme oldu.
Kronik ITP grubundaki hastalar érneklem sirasinda ortanca 14.5 ay (minimum 8,
maksimum 50 ay) (ortalama 17.6 ay £12.0) izlenmekte idi.
Akut ITP grubundaki 15 hastanin yedisi (%47) kiz, sekizi (%53) erkek idi. Kronik
ITP grubu bes (%50) kiz, bes (%50) erkek toplam 10 hastadan olugtu. Kontrol
grubundaki 10 hastanin ise begi (%50) kiz, besi (%50) erkek idi. Gruplar arasinda
cinsiyet dagilimlan agisindan istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.981).
Gruplarin 6rneklem sirasindaki yag ortalamalari kargilagtirildijinda; akut ve kronik
ITP gruplan arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.071), ayni sekilde kronik
ITP ve kontrol grup arasinda da fark gosterilemedi (p=0.14). Akut ITP grubundaki
hastalarin yas ortalamasi .,kor'ltrol grubuna goére istatistiksel olarak daha kiiglik
bulundu (P=0.008).
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Gruplarin  6rneklem sirasindaki hemoglobin ve lI6kosit ortalamalar
kargilagtinldiginda ii¢ grup arasinda fark bulunmadi (p=0.795, p=0.835).

Her G¢ grubun drneklem sirasindaki trombosit sayilan kargilagtiriidi§inda; akut
ITP grubunda ortalama trombosit sayis! kronik ITP grubu ve kontrol grubuna gére
belirgin olarak distik bulundu (p=0.043, p=0.000). Kronik ITP grubunun ortalama
trombosit sayisi kontrol grubuna gére istatistiksel olarak belirgin distk bulundu
(p=0.000).

Gruplar izole edilen megakaryosit sayllannnin ortalamalarina gére
kargilastiriidiginda her g grup arasinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.851).

Tum olgularin cinsiyetleri ile megakaryosit apoptoz oranlari arasinda istatistiksel
bir fark bulunmadi (p=0.391).

Tum olgulann yaslan ile megakaryositlerdeki apoptoz oranlar arasinda bir
korelasyon bulunmadi (p=0.605). |

Fizik - muayenesinde agiz mukozas! ve/veya burun mukozasindan kanama
bulgusu olanlar, olmayanlar ile karsilastiriidijinda megakaryosit apoptoz oranlar
farkli bulunmadi (p=0.949).

Tum vakalarin 6rneklem sirasindaki hemoglobinleri, I6kosit sayilan ve trombosit
sayilar ile megakaryosit apoptoz oranlari arasinda korelasyon tespit edilmedi
(p=0.560, p=0.955, 0.649).

Tam olgulann izole edilen megakaryosit sayisi ile megakaryosit apoptoz oranlan
arasinda bir korelasyon saptanmadi (p=0.712, p=0.174).

Akut ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptoz orani, kontrol grup ile
karsilastiriidijinda aralarinda istatistiksel bir fark bdlunmadl (p=0.782).

Kronik ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptoz orani, kontrol grup ile
kargilagtinidiginda aralarinda istatistiksel bir fark bulunmadi (p=0.364).

Akut ITP grubunun ortalama megakaryosit apoptoz orani, kronik ITP grubu ile
karsilastiriidiinda aralarinda fark goériimekie beraber, istatistiksel bir fark
bulunmadi (p=0.052); ancak sinirda bir deder elde edildi. Megakaryosit apoptoz
oranlart u¢ degerlerde olan iki vaka gruplardan gikarldiktan sonra; kronik ITP
grubunun ortalama megakaryosit apoptoz orani akut ITP grubuna gére
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde disiik bulundu (p=0.030).

Kronik ITP’nin siresi ile megakaryosit apoptoz oranlari arasinda da bir korelasyon
bulunmadi (p=0.842).
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Akut ITP déneminde megakaryosit apoptozu dederlendiriien ve izlemde
kroniklesen iki olgunun akut dénemde elde edilen apoptoz oranlan (%8.40 ve
%9.47) kronik ITP’li hastalarin ortalama megakaryosit apoptoz oranina (%4.59
12.33) gére ylksek bulundu. Ancak hasta sayisi az oldugu igin istatistiksel

degerlendirme yapilmadi.



6.TARTISMA

Akut ve kronik ITP’nin insidansi, prognozu ve tedavisi farklidir. Uzun zamandir akut
ve kronik {TP’nin farkli hastaliklar olduguna inaniimakta ve bu iki klinik tablonun bir
sendromun iki spektrumu oldugu daglintilmektedir (19,20). ITP’li hastalarda hiicresel
imminite ile iligkili cok sayida patoloji tanimlanmigtir (41-44,177,178). IFN-y, IL-2 ve
IL-10’un serum diizeylerindeki farkliliklar kronik ve akut ITP’nin patogenezinde farkli
mekanizmalarin rol oynadigini desteklemektedir. Akut ITP’nin patogenezinde siklikla
bir enfeksiyon sonrasi uygunsuz immn yanit olusmasi suglanmaktadir (49). Tersine
kronik ITP’'nin nedeni olarak, spesifik otoantikor tretiminin, T hlicre aktivasyonunun
ve sitokin {retiminin artmasi ile HLA-DR'nin stimiile ettigi sabit bir immin yanit
dasinilmektedir (5).

Cocuklarin gogunda enfeksiy6z bir hastaliktan 1-6 hafta sonra trombositopeni
gelismektedir. Coguniukla bakterial veya nonspesifik viral bir ajan enfeksiyona neden
olmaktadir. Gocukluk c¢agindaki ITP’lerde enfeksiyon o&ykisi %50-65 olarak
bildiriimektedir (2,5). Bu calismada apoptozis oranini etkileyebilecedinden son bir ay
icinde enfeksiyon éykiisi olan hastalar ¢aligmaya dahil edilmemistir. llag kullaniminin
da |ITP’ye neden olabilecedi bilinmektedir, ancak ilaglar apoptozu
etkileyebilecedinden, ilag kullanimi éykisi olan hastalar da ¢aligma dig! birakiimigtir.
Bu nedenle galismaya alinan hasta sayisi sinirli kalmistir.

ITP’de. kanama bulgulari trombositopeninin derecesine baglidir, sikiikila kolay
morarma ve ciltte petesiler ilk bulgulardir (5). Bu ¢alismada akut ve kronik ITP’li
hastalarin muayenelerinde, % 16'sinda sadece petesiler, % 4’Unde sadece
ekimozlar, %80’inde ise petesiler ve ekimozlar tespit edilmigtir. Trombosit sayisi
10x10%L'nin altinda oldugu zaman agir mukozal kanamalar, hematiiri ve menoraji
gérilmektedir (5). Bu ¢alismada % 24 vakada a§iz veya burun mukozasinda kanama
tespit edildi, bu vakalarin gogunda trombosit sayisi 10x10%L’nin altinda idi. ITP'li
cocuklarda en sik &lim nedeni intakranial kanamalardir, % 0.5-1 oraninda
bildirilmektedir (5,50). Bizim ¢alisma grubumuzda hig bir hastada intrakranial kanama
gorilmemistir.

Akut ITP’nin en sik gorilme yasi 2-4 yastir ve her iki cinsiyette de esit oranda
gorilmektedir (22,23). Bu calismadaki akut ITP’li hastalarin ortalama yaslart 5.75
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(£3.73), ortanca yaslari 5.5 (min 1-max 13) ve kiz/ erkek orant 7/8 olarak bulundu. Bu
bulgular daha 6nceki yayinlarla uyumlu idi. Akut ITP’li hastalarin ortalama trombosit
sayisi 14.33X10%L (+10.10X10%L), (min 1.0-max 36.0 X10%L) idi, kronik ITP ve
kontrol grubuna gére belirgin olarak diisiik bulundu.

Cocukluk gagindaki ITP'li hastalarin tam remisyon olasihgi tanidan alti ay sonrasina
kadar %80-90, tanidan 3-37 yil sonra ise %90'In Uzerindedir. Cocukiuk cagindaki
hastalarin %3-5'i kroniklesme géstermektedir (5). Bu ¢aligmada akut ITP grubundaki
15 hastanin ikisinde (%13) izlem sirasinda kroniklesme go6zlenmistir. Ancak
hastalarin bir kismi ¢alisma tamamlandijinda henliz alti aylik izlem stresini
doldurmadiklarindan bu veriler ile vakalarin kesin kroniklesme oranini sGylemek
dogru olmayacaktlr.

Kronik ITP’li hastalarin gogunun. tani aninda yedi yas ve Uzerinde oldugu, tani
anindaki trombosit sayisinin 20x10%L’nin Uzerinde bulundugu ve kiz cinsiyetin
cogunlukta oldugu bildiriimektedir (5,51). Bu g¢alismada kronik ITP’li hastalarin yag
ortalamasi 8.65 (+3.02), ortanca yaslari 7.65 (min 3.7-max 13) ve kiz/ erkek orani 5/5
olarak bulundu. Daha 6nceki yayinlarla uyumlu olarak, kronik ITP’li hastalarin yas
ortalamalar akut ITP’li hastalardan belirgin olarak daha biiylk saptandi. Kronik ITP’li
hastalarin ortalama trombosit sayisi 40.10X10%L (+37.36X10%L), (min 8.0-max
110.0X10%L) idi. Kronik ITP'li hastalarin ortalama trombosit sayilari, akut ITP
grubuna gére belirgin olarak yiiksek, kontrol grubuna gére ise belirgin olarak diigtk
bulundu.

ITP'de fizyopatolojiyi aydinlatmak i¢cin ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Yapilan
caligmalarda ¢odu ITP hastasinin plazmasinda ve i:rombositleri tzerinde Gpllbliia,
GplbIX, Gplalla, GpV, GplV ve diger spesifik trombosit glikoproteinlerine kars! 1gG
ve/veya IgM tipinde otoantikorlar tanimlanmistir (7-10). Ancak son yillarda gelistirilen
tekniklerle bile ITP’li hastalarin en az %20’sinde halen anti-trombosit antikorlar tespit
edilememektedir (11,33,34). Bu durum fizyopatolojide baska mekanizmalar oldugunu
dugindurmektedir.

Trombositler gibi megakaryositlerin de maturasyon sirasinda yizeylerinde Gpllblila
ve Gplb eksprese ettikleri g6sterilmigtir. Plazmada bu glikoproteiniere karg! bulunan
antikorlarin megakaryositiere de baglandi§i ve in vitro sartlarda megakaryosit
dretimini azalthgr gosterilmistir (15,16). Bu antikorlarin  magakaryositlerin
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cogalmalarini ve mattrasyonlarini bozabilecedi, hatta kompleman aktivasyonu veya
fagositoz ile erken yikilmalarina sebep olabilecegi dustinilimektedir (17).

ITP’'de artmig trombosit yikimi megakaryopoezis -stimillasyonuna neden olmaktadir.
Yapilan c¢aligmalarda artmig megakaryosit koloni formasyonu gosterilmig, ancak
megakaryosit progenitérierinin  geligiminde supresyon ve/veya maturasyon
duraklamasi  bildirilmigtir. Bu bulgular, ITP patofizyolojisinde ineffektif
megakaryopoezisin de etkili oldujunu géstermektedir (18). Baska bir ¢alismada ise
kronik ITP'de in vitro megakaryosit koloni formasyonunun azaldi§: gésterilmistir (40).
ITP'li hastalarda megakaryosit apoptozunu arastiran ¢ok az sayida calisma vardir.
Bunlardan birinde; ITP’li ve HIV pozitif trombositopenili hastalarda ve saglikli kisilerde
megakaryosit apoptozu calistimigtir. HIV pozitif trombositopenili hastalarda
megakaryosit apoptozu artmig bulunurken, [TP’li hastalarda normalden farksiz
bulunmustur (179). Bu ¢alismada hastalarin yaglari ve akut veya kronik ITP oldukiari
belirtiimemigtir.

Bugline kadar akut ve kronik ITP’li gocuklarda megakaryosit apoptozunu arastiran bir
caligma yapilmamigtir. Bu nedenle, bu galigmada gocukluk yas grubunda akut ITP'li,
kronik ITP’li hastalarda ve skolyozlu ancak diger y6nlerden saglikli kontrollerde kemik
iligi 6rneklerinde megakaryosit apoptozu arastirilmigtir.

Akut ITP tanisinda; 6ykd, fizik muayene veya periferik kan bulgulan anormal olan
hastalar diginda, steroid tedavisinden 6nce ve IVIG tedavisine yanit alinmamigsa
kemik iligi aspirasyonu yapiimasi &nerilmektedir (1). Bizim hastalarimizin go§una
steroid tedavisi baglandigi icin tedavi 6ncesi kemik iliji aspirasyonu yapilmigtir.
Kronik ITP’li hastalarda ise diger haStallklardan-ay|r|0| tanisinin yaptimasi igin kemik
iligi aspirasyonu gerekli gortimektedir (1). Kontrol grubunun kemik ili§i 6rnekleri ise
skolyoz operasyonu sirasinda operasyon bélgesinden alinmistir.

Bu caligmada, kemik iliginden izole edilen megakaryositierdeki apoptoz oranini
aragtirmak icin TUNEL metodu kullaniimigtir. Apoptoza bagli endoniikleazlarin
aktivasyonu sonucunda yogun bir sekilde DNA kiriimasi olmaktadir. Bu metodda,
DNA kiriimalan ile agiga ¢ikan 3'OH uglanina ekzojen Tdt ile katalize edilerek
floresan igaretli nukleotidlerin baglanmasi saglanmaktadir. Béylece flowsitometre’de
apoptotik hicre orani tespit edilmektedir. Bu ybntem ge¢ apoptoz bulgularin
saptayan ve gavenilirli§i yiksek olan bir yéntem olarak kabul ediimektadir (180).
TUNEL metodunu kullanarak megakaryosit apoptozunu arastiran ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur (115,116).
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Bu caligmada, kronik ITP’li hastalarin megakaryositlerindeki ortalama apoptoz orani,
u¢ degerler c¢ikarildiginda, akut ITP’li hastalara gbére belirgin olarak disuk
bulunmustur. Bir galismada akut ITP’li hastalarda, kronik ITP’li hastalara gére daha
fazla megakaryosit koloni formasyonu gésterilmistir (181). Bu bulgu, akut ve kronik
ITP'li hastalarda trombositopeninin farkli mekanizmalarla ortaya giktigini
disundirmektedir.

Kronik ITP’li hastalarda megakaryosit apoptozunun azalmasi, patofizyolojideki diger
mekanizmalara karsi koruyucu bir mekanizma olarak digunilebilir. Kronik ITP’de
saptanan azalmig koloni formasyonu ve ineffektif megakaryopoezise karsi, apoptoz
azaltilarak trombosit Gretimi arttirilabilir. Ancak azalmig apoptoz nedeniyle korunan
bu megakaryositlerin maturasyonlarinin olup olmadigi ve trombosit tretiminde etkili
olup olmadiklan bu ¢aligmada gésterilememistir.

ITP'de trombositlerin azalmasi, serum TPO dlzeyinde artiga neden olmakta bu da
megakaryositleri stimiile etmektedir. TPO megakaryosit {zerindeki reseptériine
baglandi§i zaman megakaryositlerde apoptozisi ©Gnlemektedir (115,116). Bir
caligmada ITP’li hastalarda in vivo olarak TGF-B1 ve stromal TPO mRNA dzeylerinin
birbiriyle korele olarak arttidi ve megakaryosit maturasyon duraklamasi oldugu
gosterilmistir (130). Son yillarda kemik iligi stromal hiicrelerinin yapisal olmadan TPO
arettigi, trombosit sayisina gére ITP ‘li hastalarda normal kigilere gére daha ylksek
diizeyde TPO mRNA bulundugu ve tedavi ile yiiksek seviyelerin normale déndugu
bildirilmigtir (126). Bu ¢aligmada kronik ITP’li hastalardaki azalmig apoptozun nedeni
serum TPO diizeylerindeki artiga bagli olabilir. Ancak vakalarda serum TPO dizeyleri
calisiimadigindan, megakaryosit apoptozu ile serum TPO dilizeyi arasindaki iligki
gdsterilememigtir.

Kronik ITP otoimmiin bir hastalik olarak kabul edilmektedir (19,20). Adélesanlarda,
geng erigkinlerde ve kizlarda sik gorilmesi, artmig IL-2 serum dizeyleri, diger
otoimmiin hastaliklar gibi kronik ITP'li hastalarda da gézlenmektedir. Fizyolojik
dengenin bozularak apoptozisin azalmasi baz viral enfeksiyonlar, otoimmiin
hastaliklar, lenfoproliferatif hastaliklar ve kanserlerde gériimektedir (140-143). Bu
¢alismada bulunan kronik ITP’li hastalardaki megakaryosit apoptozunun azalmasi,
kronik ITP’nin diger bazi otoimmiin hastaliklardaki trombositopeniye benzer yénleri
oldugunu distindGrmektedir.

Bu galismada kronik ITP’li grubun ortalama trombosit sayisi, akut ITP’li gruba gére
belirgin olarak daha ylksek bulundu. Ancak olgularin apoptoz oranlarinin trombosit
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sayisi ile korelasyon géstermedidi tespit edildi. Bu nedenle kronik ITP’li hastalarda
bulunan azalmig megakaryosit apoptozunun trombosit sayisindan badimsiz olarak
hastalijin patogenezi ile iligkili oldugunu disiinmekteyiz.

Megakaryosit apoptoz oranlarinin hastalarin yaglari, cinsiyetleri, hemoglobin
diizeyileri, l6kosit sayilan ve izole edilen megakaryosit sayisi ile korelasyon
gostermedigi bulunmustur. Yine hastalarda bulunan megakaryosit apoptoz oraninin,
kronik ITP’nin saresi ile de iligkili olmadi§i gosterilmigtir.

-~ Akut ITP doneminde drneklem yapilan iki hastanin izlem sirasinda kroniklestigi
gorilmastir. Bunlarin bunlann akut dénemde bakilan megakaryosit apoptozis
oranlari % 8.40 ve %9.47 bulunmustur. Bu sonuglar kronik ITP grubunun ortalama
apoptozis oranindan (%4.59 £2.33) farklidir. Bu nedenle tani anindaki megakaryosit
apoptozis oranlarinin daha sonraki dénemde kroniklesmenin bir g6stergesi olmadigi
digUncesindeyiz.

Kronik ITP’li hastalardaki azalmigs megakaryosit apoptozu, kemik iliginde
megakaryositleri apoptozdan korumak ig¢in anti-apoptotik molekillerin artmig
olabilecegini diustndurmektedir. Spesifik proteaz inhibitérleri terminal kaspazlari
hedefleyerek hiicre 6limini bloke etmektedir. Apoptoz inhibitdr ailesinin proteinleri
(IAP) artarak apoptozu azaltabilirler. Anti-apoptotik 6zellikleri olan BCL-2 ve onun
ailesinden bir protein artigi apoptozu azaltabilir. FLIP molekill, kaspaz 8'i inhibe
ederek hiicrede yaygin olarak bulunan apoptotik mekanizmanin slrekli
aktivasyonunu engellemektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizda kronik ITP’li hastalarin megakaryosit apoptoz oranlarinin
akut ITP’li olgulara gére belirgin disik oldugu gérildi ve kronik ve akut ITP’'nin
patogenezlerinin farkli olabilecedi distntldi. Bu konuda daha fazia hasta
populasyonunu kapsayan ileri calismalara ihtiya¢g vardir. Bu galismanin 1s1§inda;
cocukluk ¢agindaki kronik ITP’li hastalarda nigin megakaryosit apoptozunun azaldig:
ileri caligmalarla aragtinimali ve kronik ITP patogenezi daha iyi aydinlatimalidir.
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7. OZET

AKUT VE KRONIK iDIOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURALI GOCUKLARDA
MEGAKARYOSIT APOPTOZU

Idiopatik trombositopenik purpura (primer immiin trombositopenik purpura, ITP);
goéukluk yas grubunda akut trombositopeninin en sik nedenlerinden biridir.

ITP’de trombositopeninin bilinen sebebi trombositlerin erken yikilmasidir. Trombosit
ylzeyine karg! otoantikor olusumu, bu otoantikorlarla kapli trombositlerin
retikiloendotelyal sistem (RES)in makrofajlari tzerindeki Fc reseptérleri (FcRs)
tarafindan taninmasi ve fagositoz ile ortamdan uzaklagtinimasi ITP'nin bilinen temel
fizyopatolojisidir. Ancak ITP’li hastalarin en az %20’sinde haleh anti-trombosit
antikorlar tespit edilememektedir. Bu durum fizyopatolojide baska mekanizmalar
oldugunu dasindirmekte ve muhtemel mekanizmalari aydinlatmak igin ¢cok sayida
calisma yapilmaktadir. Son yillarda ITP'de kemik iliji calismalarinda ineffektif
megakaryopoezis ve megakaryositlerin maturasyon duraklamasi oldugu dikkat
cekmistir.

Bu caligmada akut ve kronik ITP’li gocuklarin kemik ili§i 6rneklerinde megakaryosit
apoptozunun ITP patogenezindeki roliniin arastiriimasi amaglandi.

Caligmaya 1 Eylal 2000- 1 Agustos 2001 tarihleri arasinda,1-16 yaglarinda 15 akut
ITP, 10 kronik ITP ve 10 skolyozlu ancak diger yonlerden saglikli gocuk dahil edildi.
Hastalarin dykd, fizik muayene ve périferik kan bulgulan kaydedildi. Tum vakalarda
kemik iligi érneginden CD61+ manyetik microbead’lar kullanilarak megakaryosit
izolasyonu yapildi. TUNEL metodu ile megakaryosit apoptozu calisildi.

Sonug olarak; ¢alismamizda kronik ITP’li hastalarin megakaryosit apoptoz oranlarinin
akut ITP’li olgulara gére belirgin diisik oldugu goérildii (p=0.030) ve kronik ve akut
ITP’'nin patogenezlerinin farkl olabileceéi dugiindldd. Bu konuda daha fazla hasta
populasyonunu kapsayan ileri galigmalara ihtiyag vardir. Bu galismanin isi§inda
cocukliuk cagindaki kronik ITP’li hastalarda nicin megakaryosit apoptozunun azaldigi
ileri caligmalaria arastinimali ve kronik ITP patogenezi daha iyi aydinlatiimalidir.
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8. SUMMARY
INVESTIGATION OF MEGAKARYOCYTE APOPTOSIS IN CHILDREN WITH
ACUTE AND CHRONIC IDIOPATHIC THROMBOCYTOPENIC PURPURA

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) is one of the most frequent causes of
thrombocytopenia in children.

The cause of thrombocytopenia in ITP is the premature destruction of platelets. The
widely accepted essential pathophysiological mechanism for ITP is the development
of autoantibodies directed against the platelet surface. These antibody-coated
circulating platelets are then recognised by the Fc receptor on the splenic
macrophages which ingest and destroy them. However, with the available
technological methods, anti-platelet antibodies remain undetermined at least for the
20% of ITP cases. Therefore, different mechanisms may play a role in the
pathophysiology of ITP. Several studies have been performed with an aim to search
the possible mechanisms.

Recently, bone marrow studies in patients with ITP demonstrated ineffective
megakaryopoiesis and arrest of maturation in megakaryocytes.

The aim of this study was to investigate megakaryocyte apoptosis in bone marrow of
children with acute and chronic ITP and the role of apoptbsis in ITP pathophysiology.

This study was performed between September 1, 2000 and August 1, 2001. Fifteen
children with acute ITP and 10 children with chronic ITP were included.

Ten children with skolyosis who have been healthy otherwise were studied to serve
as a control group. Medical histories, physical examination findings and periferic
blood findings of patients were recorded. in all children, megakaryocytes were
isolated from bone marrow samples using CD61+ magnetic beads and
‘megakaryocyte apoptosis was studied with TUNEL method.

In our study, the ratio of megakaryocyte apoptosis in patients with chronic ITP was
significantly lower than the cases with acute ITP (p=0.030). This result suggested
that the pathogenic mechanism for acute and chronic ITP may be different.

Further studies with a larger patient population should be performed to determine the
reason for decreased megakaryocyte apoptosis in pediatric patients with chronic ITP.
These future studies may also help to clarify the pathogenic mechanisms for the
development of chronic ITP.
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10.1. Hasta veri formu
10.2. Hastalarin klinik ve laboratuvar verileri

10.3. Hastalarin flowsitometredeki apoptoz sonuglan
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Cocukluk Caginda ITP’li Hastalarda Megakaryosit Apoptozu
Veri Formu

Form no:

Hastanin gelis tarihi:

Hastanin Adi ve Soyadi:

Yasi:

Hastanin izlendigi hastane:

Tanisi:

Tan tarihi:

Adresi:

Telefonu:

Sikayeti:

Oykude son alti hafta iginde gegirilmis enfeksiyon:
Oykiide son alti hafta iginde agilama:
Oykude son alti hafta icinde ilag kullanimi:
Fizik muayenedeki pozitif bulgular:
Hemoglobin:

Lokosit:

Trombosit:

Periferik yayma:

Kemik ili§i incelemesi:

ITP tedavisi:

Rekdrrens:

Kroniklesme:

Kemik iliginden elde edilen mononiikleer hiicre sayisi:
CD61+ hiicre sayisit:

Apoptoz orani:
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adsoyad | yas | cins | hastene | tani | sire yakinma kanama flzlkbul hb I6kosit pit
1/BB 25| kiz DEU | AKUT , MORLUK YOK EKIMOZ | 1041 | 11,600 | 12,000
2(BY 72| Kz DEU| AKUT| 120 MORLUK YOK | PETESHEKIM | 131 7,200 | 24,000
3|sT 30| Kz SSK | AKUT , | moriuk+ dékant YOK | PETESHEKIM | 122 10800| 9,000
+| HK 25| erkek SSK | AKUT , | morluk+ dakant YOK | PETESHEKIM | 116| 11,800 30,000
5| MD 6.8 | erkek DEU | AKUT , | morluk+ dokant VAR | PETESHEKIM | 116] 5000] 16,000
3| AT 130 | erkek DEU | AKUT .| DOKONTO YOK PETESI | 120| 7.200| 17,000
7| z6 14| kz| DEU| AKUT .| DOKUNTU YOK PETESI | 1041| 4600 16,000
3| MY 80| erkek | BUCH| AKUT , | moriuk+ dékant YOK PETES! | 132| 9500| 7,000
)| MT 125| kz| DEU| AKUT| 8.0 | moruk+ dokint VAR | PETESHEKIM | 121| 4900 - 5,000
)| EG 80( kz| DEU| AKUT , | moriuk+ deiant YOK | PETESHEKIM | 136| 6,100 7,000
ov 1.0 | erkek SSK| AKUT| ,| DOKUNTU YOK | PETESHEKIM | 11.1| ©900| 36000
' OA 76| kz DEU | AKUT , | morluk+ dekant VAR | PETESHEKIM | 130| 7300 1,000
VT 55| erkek | BUCH | AKUT .| DOKUNTU YOK | PETESHEKIM | 123 | 7,600 21,000
MS 3.0 | erkek SSK | AKUT , | morluk+ dekant YOK | PETESI+EKIM | 11.8| 7,800| 12,000
AK 43| erkek DEU | AKUT , | moriuk+ dakant VAR | PETESHEKIM | 144 | 12200 2,000
BG 122 | erkek DEU | KRONI | 18.0 | moriuk+ dokant YOK | PETESHEKIM | 136| 7,800 | 26,000
OK 37| erkek| DEU| KRONI| 150 | moriuk+dgkint|  YOK | PETESI+EKIM | 10.9| 10,900 | 19,000
BG 100| kz| DEU| KRONI| 50.0 | moriuk+ dekant YOK | PETESHEKIM | 99| 7300 80,000
TO 73| kz| DEU|KRONI| 160 MORLUK YOK | PETESHEKIM | 121 | 14700 8,000
NS 130 | erkek | DEU | KRONI | 130 MORLUK YOK | PETESHEKIM | 14.0| 5800 | 12,000
HA 64| liz| BUCH| KRONI| 14.0 | morluk+ deknt YOK | PETESHEKIM | 114 | 6,800 | 24,000
NAK 69| erkek | BUCH| KRONI| 120| DOKUNTU YOK PETESI | 123 | 5800 110000
FP 120 | erkek | BUCH | KRONI | 9.0 | moriuk+ dakant VAR | PETES+EKIM | 11.7| 8600 8,000
GD 70| kz| DEU|KRONI| 210 MORLUK VAR | PETESHEKIM | 11.3| 6,700 | 76,000
TK. 80| kz SSK | KRONI | 8.0 | morluk+ dokant YOK | PETESHEKIM | 123| 7700 | 28,000
YS 40| erkek DEU | KONT , , . .| 16| 9800| 373000
AA 130 | ki DEU | KONT . . . .| 132] 8100 337000
MC 50| erkek| DEU| KONT . , , .| 14| 7200| 292000
SG 160 | kiz DEU | KONT , . , .| 185] 11,400 248000
HA 150| Kz DEU | KONT . , . .| 108| 6000| 262000
BO 50| kz| DEU| KONT , , , .| 128| 10700 | 453000
cK 16.0 | erkek DEU | KONT , . , .| 131| 7200| 4194000
AY 150| kz| DEU| KONT , , , .| 123| 6300] 221000
A 139 | erkek | DEU| KONT , , , .| 122| 5600 241000
ol 1.7 | erkek DEU | KONT , , .| 11.8| 58600 288000
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tedavi rekiirren kronikle mnes cdé1 apoptoz

1 VG yok yok | 18000000 700,000 .60
2| metil prednizol yok var | 100000000 | 1500000 8.40
3 VIG+HMP yok yok | 36000000 | 1400000 9.45
4| metil prednizol yok yok | 64000000 800,000 22.59
5 verilmedi yok yok | 25000000 | 1000000 760
6 veriimedi yok yok | 48000000 800,000 324
7 veriimedi yok yok | 52600000 500,000 - 9.41
8 verilmedi yok yok 10000000 700,000 26.23
9 | MG+MP+Ant- yok var | 80000000 400,000 0.47
0| metil prednizol var yok 14400000 500,000 7.55
1 verilmedi yok yok | 88300000 ( 2200000 245
2| metl prednizol yok yok | 28000000 | 1100000 5.41
3 MG yok yok | 32000000 800,000 3.93
4 | metil prednizol yok yok | 38000000 | 1200000 12.98
5| metil prednizol yok yok | 16800000 900,000 5.04
5| metil prednizol yok var| 13000000 900,000 2.33
7 VIG+MP yok var | 37800000 900,000 8.13
3 VIG+VIP yok var 16000000 | 1600000 498
) MVIG+WP yok var | 1,000,000 700,000 5.89
)| metil prednizol yoK | - var 10500000 600,000 1.63
I | MIG+MP+Anti- yok var | 33000000 700,000 8.05
2 verilmedi yok var | 40000000 | 1200000 529
3 MG+MP yok var | 30000000 | 1600000 432
} MG yok var | 31600000 | 1400000 3.10
3 | MIG+MP+Anti- yok var | 8,600,000 800,000 215
j ) . ,| 150000000 750,000 1.42
' . , .| 13800000 | 600,000 7.28
} . . , 18000000 | 1400000 .83
| ) , , 5,400,000 3600000 4.79
) ' . , 7,600,000 | 1200000 5.14
. , , 6,400,000 400,000 14.08

! . . , 26400000 | 200,000 8.44
' , , , 7,600,000 | 1000000 26.19
' . , 10400000 700,000 27.06

, . \ , 8,200,000 | 1600000 267
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 19-Jul-1 CGate: G1
X Parameter: FL.1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 73.53
M2  26.27

Patient Name  :8-M.Y.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 26.23
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
Mt 20.58
M2 9.42

Patient Name :9-MT.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptetic Cells :% 9.47
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FLL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 92.54
M2 7.46

Patient Name :10 - E.G.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 7.55
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
Al 100.00
M1 97.50
M2 2.44
Patient Name :11-0.V.

Sample

Apoptotic Cells :%

2.45

: CD61(+) cells.
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 94.59
M2 5.42

Patient Name :12-0.A.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 5.41
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
Al 100.00
M1 95.96
M2 3.98
Patient Name :13-T.T.
Sample : CD61(+) cells.
Apoptotic Cells :% 3.93
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"Histogram Statistics

Acquisition Date: 18-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 . 87.21
M2 1295

Patient Name :14-M.S.
Sample : CD61 (+) cells.

Apoptotic Cells :% 12.98
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 1-Aug-1 Gate: G1
X Parameter: FL.1-H d-UTP FITC (Log)

Malker % Gated

Al 100.00
M1 94.91
M2 5.01

Patient Name :15-AK
Sample : CD81(+) cells.

Apoptotic Cells :% 5.04
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 97.58
M2 2.37

Patient Name :16 - B.G.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 2.33
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 91.83
M2 8.08

Patient Name :17 - O.K.
Sample : CD61(+) cells.

‘Apoptotic Cells :% 8.13
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

All  100.00
M1 94.97
M2 5.03

Patient Name :18-B.C.

Sample

Apoptotic Cells :% 4.98

: CD61(+) cells.
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Total Events: 20000
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 80.52
M2 -5.86

Patient Name :19-T.0.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 5.89
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
All  100.00
M1 92.78
M2 1.62
Patient Name :20-N.S.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 1.63
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FLL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

All © 100.00
M1 94.87
M2 5.18

Patient Name ;21 -H.A.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 5.14
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
All  100.00
M1 94.51
M2 5.38
Patient Name :22-NAK
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 5.29
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 ) Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
All  100.00
M1 95.51
M2 4.30
Patient Name :23 - F.P.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 4.32
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Histogram Statistlcs
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
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X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 96.80
m2 3.16

Patient Name :G.D.D.-24

Sample

Apoptotic Cells

: CD61(+) cells.
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 18-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL.1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
All 100.00
M1 81.33
M2 212
Patient Name :25-T.K.
Sample : CD61 (+) cells.

Apoptotic Cells :% 2.15
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated
All  100.00
. M1 98.57
M2 1.44
Patient Name 126 -Y.S.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 1.42
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Histogram Statistics
Acqulsition Date: 20-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL.1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated

Al 100.00
M1 91.25
M2 7.31

Patient Name 127 - AA.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 7.28
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 20-Jul-1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

‘Marker % Gated
All  100.00
M1 99.11
M2 0.90

Patient Name : 28 - M.C.

Gate: G1

Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 0.83
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 v Gate: G1
X Parameter: FL]-H d-UTP FITC (Log)
Marker %AGated
Al 100.00
M1 95.33
M2 4.70
Patient Name :29 - S.C.

Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 4.79
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 19-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00
M1 91.59
M2 8.17

Patient Name :30 - HA.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells

2%

8.05
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 18-Jul-1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

‘Al 100.00

M1 8578

M2 14.22
Patinet Name : 31-B.O.
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 14.08
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Gate: G1
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Histogram Statistics

Acquisition Date: 18-Jul-1
Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

All  100.00

M1 91.24

M2 8.54
Patinet Name :32-CK
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 8.44
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 20-Jul-1 Gate: G1
X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Cated
Al 100.00
M1 91.87
M2 8.20
Patient Name 133-AY.
Sample : CD61(+) cells.
Apoptotic Cells :% 8.20
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Histogram Statistics
Acquisition Date: 18-Jul-1 Gate: G1

X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)

Marker % Gated

Al 100.00

M1 7271

M2 2719
Patinet Name 1 34-Y.I
Sample : CD61(+) cells.

Apoptotic Cells :% 27.06
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X Parameter: FL1-H d-UTP FITC (Log)
Marker % Gated

Al 100.00
M1 97.36
M2 2.66

:35- 0.l
: CD61(+) cells.

Patient Name
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Apoptotic Cells :% 2.67
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