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1. OZET

Amag: idiopatik trombositopenik purpura (ITP), etyolojisi heniiz bilinmeyen, siklikla iyi
seyirli akkiz, otoimmin bir hastaliktir. Genetik zeminde cevresel faktorlerin etkisi ile ortaya
cikabilecegi diistinilmektedir. ITP patogenezini aydinlatmaya yonelik bircok genetik calisma
yapilmistir. Son yillarda yapilmis bir calismada kronik TP li hastalarda 6zellikle interferon-
gamma iliskili genler ile Toll-benzeri reseptdr genlerinin ekspresyonunun belirgin olarak
arttig1 saptanmustir. Bu da ITP nin genetik zeminde gelisen bir hastalik oldugu hipotezini
desteklemektedir.

Interferon-gamma immiinregulasyonda 6nemli rol oynayan bir proteindir. Ortamda
interferon-gamma yuksek iken onctl T lenfositler Tyl yoninde degismekte ve otoimmiin
hastalik gelisimine yatkinlik olusturmaktadir. Sistemik lupus eritematozis (SLE), romatoid
artrit ve kronik ITP gibi otoimmiin hastaliklarda T 1/Tw2 oramnin arttig: bildirilmistir. Ayrica
interferon-gamma ile iliskili genlerde olan bazi yapisal degisikliklerin tip 1 diyabet,
Hashimato tiroiditi, Graves' hastaligi, multiple skleroz, romatoid artrit ve SLE gibi otoimmiin
hastaliklarin gelisimine neden olabilecegi, interferon-gamma geninin ilk intronundaki
+874A/T polimorfizminin hastalik gelisimi ve klinik fenotipi etkileyebilecegi rapor edilmistir.

Bu bilgiler 1s13inda galismamizda interferon-gamma +874A/T polimorfizminin ITP
etyolojisindeki roltini ve hastaligin klinik seyri ve tedavi yamtindaki etkisini arastirmayi
planladik.

Hastalar ve yontem: En az 6 aycir ITP tamsiyla izlenen 35 akut, 40 kronik iTP'li gocuk
calismaya alindi. Kontrol grubunu 90 saglikli cocuk olusturdu. ITP tamst 6ykd, fizik muayene
ve laboratuvar bulgular: ile konuldu. Diger trombositopeni yapabilecek durumlar dislandh.
Hasta ve kontrol grubundan 2 ml kan Ornegi %0.1 EDTA’|1 steril tipe alinarak -20°C’de
depoland:. Tim kan numunelerinin DNA izolasyonu yapildi. Interferon-gamma +874A/T
polimorfizm sonugclar: real-time PCR ve LightCycler™ ile elde edildi.

Bulgular: Akut ITPli hagtalarin yaslar1 6 ay-15 yas (ortanca 7), kronik ITP'li hastalarin
yaslar: 6 ay-18 yas (ortanca 10,3) idi. Kronik ITP'li hastalarin yas ortalamasi anlaml: olarak
yiiksekti (p=0,01). Tam amndakronik ITP'li hastalarin trombosit sayilar: akut ITP'li hastalara
gore yuksekti, ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla 17,7+18,29,
12,51+17,37, p=0,2).

Tum ITPli hastalar arasinda 21 hastada AA (%28), 35 hastada AT (%44,8) ve 19
hastada TT (%27,2) genotipi saptandi. Kontrol grubunda ise 47 hastada AA (%52,2), 36
hastada AT (%40) ve 7 hastada TT (%7,8) genotipi vardi. ITP'li hastalar ve kontrol grubu
arasinda genotip agisindan anlaml: fark oldugu goruldi (p=0,001). Allel siklig1 agisindan



incelendiginde ITP'li hastalarda A alleli 78 hastada (%52), T dleli 72 hastada (%48)
mevcuttu; kontrol grubunda A alleli 130 hastada (%72,2), T alleli 50 hastada (%27,8)
saptandi. Aradaki fark anlaml: idi (p<0,0001).

Calismaya alinan cocuklar akut iTP, kronik iTP ve kontrol grubu olmak (izere g
gruba ayrildiginda gruplar arasinda AA, AT ve TT genotipi agisindan anlamli bir iliski oldugu
gozlendi (p=0,002). AA, AT, TT polimorfizmi genotip sikliklar: agisindan akut iTP grubu ile
kontrol grubu ve kronik ITP grubu ile kontrol grubu arasinda anlamili fark vard: (p=0,002,
p=0,008). Akut ITP ve kronik iTP hastalar1 arasinda anlaml: fark saptanmad: (p=0,285). Allel
sklig1 agisindan degerlendirildiginde akut ITP ile kontrol grubu ve kronik ITP ile kontrol
grubu arasinda anlamlx fark bulunurken, akut iTP ve kronik ITP gruplar: arasinda anlami fark
saptanmadh (sirastyla p=0,002, p=0,002, p=0,896).

Kanama semptomlarinin siddeti (hafif, orta, agir) ve interferon-gamma polimorfizmi
arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (p=0,09).
Ayrica kronik ITP'li hastalarin uzun dénem tedavi yanitlar: ile interferon-gamma +874A/T
gen polimorfizmi arasinda anlaml1 fark saptanmad: (p=0,568).

Sonug: interferon-gamma +874A/T polimorfizmi sikligi akut ve kronik ITP'li olgularda
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiksek bulundu ve diger otoimmin hastaliklardaki
literatlr verileri de gbz 6niine alindiginda +874A/T polimorfizminin bizim olgularimizda akut

ve kronik ITP etyopoatogenezinde bir risk faktorii olabilecegi diistiniildi.



2. SUMMARY

THE FREQUENCY OF INTERFERON-GAMMA GENE POLYMORPHISM IN
CHILDREN WITH IDIOPATHIC THROMBOCYTOPENIC PURPURA AND THE
INVESTIGATION OF ITSRELATIONSHIP WITH CLINICAL FINDINGS

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) is an acquired, autoimmune, and
frequently good prognosgtic disease in which the etiology is still unknown. It is suggested that
the disease occurs with the influence of environmental factors under a genetic basis. There are
many genetic studies which have been done to clarify the pathogenesis of ITP. A recent study
showed that expression of Toll-like receptor and interferon-gamma associated genes is
significantly increased in patients with chronic ITP. This study supports the hypothesis that
ITPisadisease occurring under a genetic base.

Interferon-gamma is an important protein which takes place in immunoregulation.
When the amount of interferon-gamma is high, Ty0 lymphocytes are converted to Tyl cells.
This leads a predisposition to the occurrence of autoimmune disorders. The ratio of THL/TH2
increases in many autoimmune disorders including SLE, RA, and chronic ITP. On the other
hand, structural changes in interferon-gamma related genes are also associated with the
development of autoimmune disorders, such as type 1 diabetes mellitus, Hashimato
thyroiditis, Graves disease, multiple sclerosis, rheumatoid arthritis, and SLE. +874A/T
polymorphism in the first introne of interferon-gamma gene is associated with the
development and clinical phenotype of these autoimmune diseases.

The aim of this study is to investigate whether interferon gamma +874A/T
polymorphism is a risk factor for the development of ITP, and whether it affects the clinical
course and response to the treatment.

M ethods

Thirty five patients with acute ITP and 40 patients with chronic ITP who were
followed for at least 6 months were included. Control group consisted 90 healthy children.
The diagnosis of ITP was established with history, physical examination and laboratory
findings. Other causes of thrombocytopenia were excluded. Two millilitres of blood sample
was taken into sterile tubes containing 0.1% EDTA from each child and all blood samples
were stored at -20 until analysis. DNA was isolated from blood samples and interferon
gamma +874A/T polymorphism was studied with real-time PCR and LightCycler™,

Results

The median age of patients with acute and chronic ITP was 7 years and 10.3 years,

respectively. The mean age of patients with chronic ITP was significantly higher (p=0.01).



The platelet counts of patients with chronic ITP a the time of diagnosis were higher
compared to patients with acute ITP, but thiswas not statistically significant (p=0.2).

Regarding all patients with ITP, 21 patients had AA, 35 patients had AT, and 19
patients had TT genotype. In the control group, 47 children had AA, 36 children had AT, and
7 children had TT genotype. There was a statistical difference between ITP and control group
regarding the genotype (p=0.001). The frequency of A and T alleles in ITP group was 52%
and 48%, respectively. The frequency of A and T aleles in control group was 72.7% and
27.8%, respectively. The frequency of allele distribution was statistically different between
the ITP and control groups (p<0.0001).

When the children were divided into three groups (acute ITP, chronic ITP and control
group), there was a statistical significant difference between the groups regarding the AA,
AT, and TT genotypes (p=0.002). There was a statistical significant difference between acute
ITP and control group regarding the frequency of AA, AT, and TT gene polymorphisms
(p=0.002). Similarly, there was a statistical significant difference between chronic ITP and
control group regarding the frequency of AA, AT, and TT gene polymorphisms (p=0.008).
There was no statistical difference between acute and chronic ITP groups (p=0.285). There
was a statistical significant difference between acute ITP and control group regarding allele
frequency (p=0.002). Similarly, there was a statistical significant difference between chronic
ITP and control group regarding allele frequency (p=0.002). There was no dstatistical
difference between acute and chronic I TP groups regarding allele frequency (p=0.896).

There was no correlation between interferon gamma +874A/T polymorphism and
severity of bleeding (mild, moderate and severe) (p=0.09). Again, there was no correlation
between interferon gamma +874A/T polymorphism and response to lon term treatment in
patients with chronic ITP (p=0.568).

Conclusion

In conclusion, there was a significant difference between patients with ITP and control
group regarding interferon gamma +874A/T polymorphism and in the light of recent data
involving other autoimmune disorders, we thought that interferon gamma +874A/T
polymorphism may be arisk factor for ITP in our patients.



3. GIRIS ve AMAC

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP) diisik trombosit sayisi ve mukokutantz
kanamalar ile karakterize, diger trombositopeni yapan nedenlerin diglanmasi ile tan konabilen
akkiz, otoimmiin bir hastaliktir (1,2). ITP siiresine gore akut, kronik veya rekurren olarak
adlandiriimaktadhr. Akut ITP, gegici bir kanama epizodu sonrasi alti1 ay icinde diizelirken,
kronik ITP de bu durum alt1 aydan uzun siirmektedir. iTP ataklar: arasindaki siire (ic aydan
uzun ise rekurren olarak adlandirilmaktadir. Cocukluk ¢aginda vakalarin %70-80'1 akut seyirli
iken geri kalam kronik seyirlidir (2-6). Yillik insidanst cocuklarda 100.000'de 2-8,
eriskinlerde 100.000'de 5, en sik gérulme yas1 cocuklarda 2-6 yas, eriskinlerde ise 15-40
yasdir (7-11).

ITP de trombosit glikoproteinlere (Gpllb/llla, Glb/IX, Gplalla, GpV, GplV) kars:
otoantikorlar gelismekte ve antikorlarla kapli trombositlerin Fc reseptorleri araciligi ile
dalakta yikilmasi sonucu trombositopeni gelismektedir. Bu ITP nin, 6zellikle akut ITP nin,
patogenezinde bilinen en 6nemli mekanizmadir (2,5,6,12). Akut iTP'de, bir enfeksiyon
sonrasi mikroorganizmalarin antijenik yapilarinin trombosit antijenleri ile ¢apraz reaksiyon
vermesi  sonucu trombositopeni  gelistigi  dustnilirken, kronik ITP'de immiinolojik
mekanizmalarin (T hicre disfonksiyonu, immin disregulasyon v.b) patogenezde dnemli rol
oynadig1 distnulmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi ITP gelisiminde en 6nemli
mekanizma trombosit glikoproteinlerine karsi otoantikor gelismesidir. Ancak hastalarin %30-
40'inda antitrombosit antikorlar: tespit edilememektedir. Bu durum fizyopatolojide baska
mekanizmalar oldugunu dustndirmekte ve muhtemel mekanizmalar: aydinlatmak igin gok
sayida ¢alisma yapilmaktadir. Thl/Th2 oraninda artma ve buna bagli olarak I1L-2, IFN-y, IL-
10 ve IL-15 gibi sitokinlerin artmasi, htcre aracilikli sitotoksisite anormallikleri ve
megakaryopoezin baskilanmas: gibi gok farkl1 patogenetik mekanizmalar ITP gelisiminde rol
alchgr distnilen diger imminolojik mekanizmalardir (1,2,12). Ancak ITPdeki immin
disfonksiyonun kesin mekanizmasi hentiz bilinmemektedir.

ITP nin gelisimi siirecinde hala pek ¢ok soru cevap beklemektedir:

1. ITPyi baslatan ve trombosit yikimina neden olan defekt nedir?

2. Nigin bazi insanlar tedavi ile hizla dizelirken bazilarinda bu sire¢ devam

etmektedir?

3. Farkl: hastalarda trombositopeni gelisiminde farkli mekanizmalar mi mevcuttur?

4. Nicin bazi hastalarda agrr klinik bulgular varken bazilarinda hastalik

asemptomatiktir?



5. SLE, Hashimato tiroiditi vb gibi diger otoimmin hastaliklardakine benzer bir

patogenez mi mevcuttur?

Yukaridaki birgok soruyu agiklayabilmek igin immunolojik mekanizmalar yamnda
farkli etnik gruplarda akut-kronik ITP gelisimini etkileyebilecek genetik faktorler
arastirilmaktadir. Insan I6kosit antijen (HLA) gen polimorfizmleri, Fcy reseptor gen
polimorfizmleri, transforming growth faktor beta-1 (TGF 1= megakaryopoiezis inhibitdrl)
gen polimorfizmleri ve insan trombosit antijen (HPA) polimorfizmleri ile ITP arasindaki iliski
arastirilmaktadir (13-15). Ayrica son zamanlarda mikroarray yontemle yapilan genetik bir
calismada, Ozellikle interferon ile iligkili genler ve Toll-benzeri reseptor 7 (TLR7) gen
ekspresyonunun ITP'li hastalarda belirgin olarak artmis oldugu gorulmistir. Bu nedenle
ITPnin  genetik yatkinlik  zemininde gelisen otoimmin bir hastalik  oldugu
dustnulmektedir (16).

Interferon-gamma (IFN-y), T lenfositler ve natural Killer (NK) hiicreleri tarafindan
salgilanan homodimerik yapida 34 kD agirliginda bir proteindir. Bu protein, lenfositler,
mononukleer fagositer hiicreler, endotel ve NK hticrelerinin ylzeyinde bulunan reseptorlerine
baglanarak stimile edici veya baskilayici genlerin aktivasyonunda 6nemli rol oynamaktadir.
Ayrica IFN-y, T ve B hicrelerinin diferansiyasyonu, Thy CD4" T hiicrelerin otoimmiin
hastaliklarda 6nemli rol oynayan Th; fenotipine doniismesi, CD8" T hiicrelerinin maturasyonu
ve B lenfositlerde immunglobulin alt gruplarimin degismesi gibi asamalarda ve immin
cevabin regulasyonunda kritik rol oynamaktadir (17-21). Tip 1 diyabet, Hashimato tiroiditi,
multiple skleroz, stemik lupus eritematozis ve juvenil idiopatik artrit gibi birgok otoimmtin
hastalikta oldugu gibi ITP de de Thy/Th, oram ve buna paralel olarak IL-2, IFN-y, IL-10 ve ll-
15 gibi sitokinlerin salinimimn arttig: bilinmektedir. Artmis IFN-y Thy CD4" T hiicrelerin Thy
fenotipine progresyonu kolaylastirmakta ve Thy hiicreleri de IFN-y salimmim artirarak bir
kisir dongu  olusturmaktadir. Bu da otoimmin sirecin  devaminda Onemli rol
oynamaktadir (22-25).

Bu arastrmada ITP ve diger otoimmiin hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynayan
IFN-y 874 A/T gen polimorfizminin cocukluk caginda ITP gelismesindeki rolii ve hastaligin
klinik seyri ve tedaviye yanittaki iliskisinin arastirilmas: planlanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1 IDIOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURA

4.1.1 Girig ve tamim

Idiopatik trombositopenik purpura (ITP), trombosit glikoproteinlerine kars: antikor
gelisimi ve trombositlerin dalakta Fc reseptorleri araciligi ile yikiminin s6z konusu oldugu,
kanamaya yatkinlik ile giden otoimmiin bir hastaliktir (1,2,26,27). ik kez 1700'li yillarda
Werholf tarafindan izole trombositopeni ile petesi ve mukokitantz kanamalari olan bir
hastada tammlanmis ve “morbus hemorajik maktilozis’ olarak adlandirilmistir. Daha sonrailk
tanimlayan kisinin ismine istinaden Werholf sendromu olarak adlandirilmistir. Gunimuizde
idiopatik, immin, otoimmiin trombositopenik purpura gibi isimler kullamlimakta olup altta
yatan bir neden bulunamadigi takdirde idiopatik trombositopenik purpura olarak
adlandirlaktdir. ITP alti aydan kisa siirerse akut, uzun siirerse kronik, ti¢ aydan fazla siiren
araliklarla ortaya ¢ikan atak varliginda rekirren olarak adlandirilmaktadir (1,2,12,28).

4.1.2 Epidemiyoloji

ITP cocukluk caginin en sk goriilen akkiz kanama diyatezidir. Cocuklar arasinda
yapilmis Avrupa galismalarinda insidanst 5,8/100,000, prevalans 4,6/100.000 dir. Cocuklarda
en sik 2-6 yas arasinda ortaya gikmakta olup kiz ve erkek cinsiyette esit oranda gértlmektedir.
Eriskinlerde ise prevalans 7,9/100.000 olup kadinlarda erkeklere oranla yaklasik iki kat fazla
gorulmektedir (29-31).

4.1.3 Patofizyoloji

ITP de klinik, semptom ve bulgularin sebebi retikiloendotelial sistemde ozellikle
dalakta otoantikor ile kapli trombosit yikim hizimin artmasidir. Megakaryositler tarafindan
trombosit Uretim hizi ile duyarli trombositlerin yikim hizlar1 arasindaki denge trombosit
sayisimt belirler. Bu da genellikle hastaligin aktif doneminde yikim>yapim iken, tedavi-
remisyon doneminde yikim<yapim seklindedir (5,27). Cocuklarda ITP nin patogenezinde,
ozellikle akut ITP'de, siklikla bir enfeksiyon sonrasi gelisen uygunsuz immun yant
suglanmaktadir. Spesifik olarak trombosit membraninda bulunan glikoproteinlere kars: olusan
antikorlar ve olusan immun kompleksler, nonspesifik olarak trombosit yiizeyine baglanmakta,
opsonizyona ve dalakta Fc reseptori araciligiyla trombositlerin yikimina sebep olmaktadir
(2,5,6,12,32). Bunun yaminda T hticre klonunun Thy yontnde farklilasmasi, T hiicre aracilt
sitotoksiste, trombosit glikoproteinlerine karsi olusmus antikorlarin megakaryositlerdeki
antijenlere baglanarak dismegakaryopoiezise neden olmasi gibi birgok patogenetik
mekanizma I TP gelisiminde ve kroniklesmesinde 6nemli rol oynamaktachr (26).



4.1.3.1 Antitrombositer antikorlar ve platelet yikim

ITP patogenezinde ilk olarak antitrombosit antikorlar aracilig: ile trombosit yikiminin
oldugu dustinilmistur ve bu hipotez hala gegerliligini korumaktadir. ilk kez 1950'li yillarin
basinda Harrington ve arkadaslar1 ITP li hastalardan elde ettikleri serumlar: saglikl insanlara
verdikleri zaman trombositopeni gelistigini gormisler ve ITP'den plazmada bulunan bir
faktorin sorumlu oldugunu distinmuUslerdir (33,34). Daha sonra 1965 yilinda Shulman ve
arkadaslar1 saglikli Kisilere artan dozlarda ITPli hasta serumu verdiklerinde doza bagimli
olarak trombositopeninin arttigini, splenektomili kisilerde aym oranda trombositopeni
saglamak icin  daha yiksek dozda ITPIli hasta serumu verilmesi gerektigini
gogermislerdir (35). Bu cgalismalar 1s1ginda imminglobulin G (1gG) niteliginde olan ve
trombositlere baglanan antikorlarin bu siirecte etkili oldugu ve iTP'li annelerin bebeklerinde
meydana gelen gecici trombositopeninin  de bu mekanizma ile agiklanabilecegi
disUntlmastdr. 1975 yilinda Dixon ve Rosse isimli arastirmacilar ilk kez trombosit iligkili
1gG'yi tammladilar. Baslangigta bu calisma cok ilging olarak karsilandi ve yapilan
calismalarda iITP'li hastalarin %85-90'1inda yilksek sensitivitede oldugu goruldi, ancak
spesifitesi dusuktl (36). Leeuwen ve arkadaslari, platelet imminofloresan test kullanarak
1982 de glikoprotein l1b/l11a ya karsi gelismis olan spesifik antikorlar: gosterdi. Bu ¢alismada
kronik ITPli hastalardan elde edilen antikorlar, trombositlerinde glikoprotein Ilb/llla
bulunmayan Glanzman trombastenili hastalara verildiginde trombositopeni gelismedigi
gorildu (37). Daha sonraki slrecte glikoprotein 1b/1X, 1&l1A, 1V, V ve diger trombosit
antijenlerine kars1 gelisen I1gA, 1IgM ve 1gG tipinde otoantikorlar saptanmistir (38-44).
1987’ de hem trombosit Uzerindeki hem de plazmadaki serbest otoantikorlar: belirleyebilen
“immiinobead assay” ve “monoclonal antibody- specific immobilization of platelet antigens
(MAIPA)” adinda iki yeni olglim yontemi gelistirilmistir (45,46). TUum bu tetkik yontemleri
ile birlikte bile halen antitrombositer antikorlarin sensitivitesinin %50-70, spesifitesinin %85-
90 civarinda oldugu gorilmustir (46).

Trombosit glikoproteinlerine karsi gelismis antikorlarla opsonize olmus trombositler,
retikiloendotelyal sistemde 6zellikle dalakta, Fc gama reseptdr (FcyR) tasiyan fagositoz ve
antijen prezentasyonundan sorumlu olan mononikleer fagositer hiicreler tarafindan hticre
icine alimir. Hiicre iginde pargalanan trombositlerin yizeyinde bulunan yeni antijenik yapilar
hiicre ylzeyine tasinir ve buradaki reseptorler araciligi ile T hicrelerine sunulur. T hicreleri
tarafindan bu antijenik yapilara kars1 otoantikor yapilmasi icin B hucreleri uyarilir. Bu
mekanizmaya “ITP de epitop yayilimi” denir (1,2,8,12). Sekil 1'de de (8) goruldugu gibi
glikoprotein llb/llla antijenleri otoantikorlarla kaplanmakta ve bunlar Fc reeptorlerine



baglanmaktadir. Fagositoz sonrasi hiicre icinde pargcalanan trombosit parcaciklart makrofa
yuzeyine tasinmakta ve burada CD154-CD40 etkilesimi sonucunda glikoprotein 11B/l11a'ya
kars1 birinci T hiicre klonu gelismekte ve bu da birinci B hiicre klonu araciligiyla daha ytiksek
oranda antiglikoprotein I1b/llla gelismesini saglamaktadir. Bunun yaminda yeni bir antijen
olarak glikoprotein 1b/1X ikinci T hiicre klonuna sunulmakta ve bu da ikinci B hticre klonu
araciligi ile yeni bir antikor gelismesini saglamaktadir. Ayrica bu reaksiyonlar sirasinda gesitli

sitokinlerin salgilanmasi da s6z konusu olmaktadir.
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Sekil 1: ITP patogenezinde epitop yayilimi (8)

ITPli hastalarin biiyiik bir kisminda son gelistirilen yontemlerle bile halen trombosit
otoantikorlar1 tespit edilememektedir. Bu durum fizyopatolojide baska mekanizmalar
olabilecegini dusindurmektedir. Antitrombosit antikorlarinin varliginin sensitivitesi %49-66,
spesifitesi %78-92, pozitif prediktif degeri %80-83 olarak bulunmus ve negatif degerin ITP
tasindan uzaklastirmamasi gerektigi bildirilmistir. Ayrica bu antikorlarin iTP icin spesifik
olmadigi, trombositopeni ile giden I6semi ve aplastik anemi gibi cok sayida hastalikta
bulundugu bilinmektedir (47,48). Trombositlere karsi olusan antikorlarin aym zamanda



megakaryositlerin Gzerinde bulunan Gpllb/llla ve Gplb gibi reseptorlere baglanarak
megakaryosit  Uretimini  azalttigi  gosterilmistir.  Bu antikorlarin  megakaryositlarin
proliferasyonunu, maturasyonlarint bozabilecegi ve erken sirede yikilmalarina neden
olabilecegi dusunilmektedir (49-55).

ITPde dalagin fonksiyonu ilk kez Avusturyali bir tip Ggrencisi olan Kaznelson
tarafindan 1916 yilinda incelenmistir. Kaznelson ve arkadaslar: tarafindan iITP li bir hastaya
splenektomi uygulandiktan sonra trombositleri hizla yikselmis ve kanama yakinmalari
tamamen gerilemis. Splenektomi sonrasi trombositlerin yikselmesi dalagin trombositleri
yikarak mi yoksa kemik iligine inhibisyon saglayan bir madde salgilayarak m etki ettigi
konusunda kafalarda soru isaretleri olusturmustur (56). Sonraki donemde Harrington
tarafindan otoantikorlarin saptanmasi ve Doan ve arkadaslar: tarafindan ITP'li hastalarin
splenektomi sonrasi yapilan incelemelerinde dalakta asirt miktarda sea blue histiosit
gorilmesi ve bunlarin trombosit pargalayici olarak adlandiriimas: dalagin kemik iligini
baskilayan bir maddeden c¢ok yikim fonksiyonunun On planda oldugunu
dustnddrmustar (33,57).

4.1.3.2. iTP'de Sitokinler ve T hiicrelerinin fonksiyonu

CD4'T hepler (Th) hiicrelerinin immiin sistemin en 6nemli kontrol mekanizmasi ve
diizenleyici komponentlerinden biri oldugu distinilmektedir. Th hticre klonlar1 sentezledikleri
sitokin ve hiicre fonksiyonlarina gore T helper 1 (Thl) ve T helper 2 (Th2) olmak tzere iki
farkli hiicre klonuna donusebilmektedirler. Thl hticre klonu interlokin 2 (IL-2), IL-10, IL-15,
tumor nekrozis faktor beta (TNF-B) ve interferon-gamma (IFN-y) gibi sitokinler salgilarkan,
Th2 klonu IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 gibi sitokinler salgilamaktadir (23-25).

Thl hicreleri, T hicreleri tarafindan gergeklestirilen hicresel  immunitenin
diizenlenmesinde gorev almakta, sitotoksisite, gecikmis tipte hipersensitivite reaksiyonlarinda
rol oynamakta, monosit aktivasyonu ile proinflamatuvar sitokinleri olusturmakta, hiicre igi
bakteriyel enfeksiyonlar ve disuk antikor yapimini gerektiren makrofajlarla saglanan
mikrobisidal aktivite ve kontakt dermatit gibi enflamatuvar reaksiyonlarin olusmasin
saglamaktadir (22-25).

Th2 hicreleri, B hucrelerinin gorev aldigi hiimoral bagisiklik sisteminde gorev
almakta, antikor olusumunu, eozinofil aktivasyonunu saglamakta, monositlerin aktivasyonunu
engelleyerek, anti-inflamatuvar sitokinleri olusturmakta, IgE gibi kalici antikor yapimim
gerektiren ve eozinofillerin goraldigt alerjik reaksiyonlar ve paraziter enfeksiyonlarin
patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (22-25).
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ITPli hastalarda, 6zellikle kronik TP de, %30-40'1nin serumlarinda antitrombosit
antikorlarin  saptanamamast nedeniyle bu hastalarda trombositopeni gelisimine farkl
mekanizmalarin katkida bulundugu distntlmusttr. Megakaryosit ve trombositlere kars: direk
olarak T hucre aracili sitotoksisite hastalarin biyuk kisminda trombositopeninin  ana
mekanizmasini olusturmaktadir. Olsson ve arkadaslarinin yaptigi calismada, ITP li hastalarda
hiicre aracili sitotoksisitede rol alan T hicrelerinin genlerinde up-regilasyon oldugu
gosterilmis ve T hiicrelerinin anahtar rol oynachig dustinilmiistir (58). CD8" sitotoksik T
hiicreleri ve CD4" Th hiicreleri ve bunlarin sekretuvar sitokinleri B hiicre klonunun
antitrombositer antikor Uretimini kontrol etmektedir. Ayrica iTP'li hastalarda Thl iliskili
sitokinlerin hakimiyetinin oldugu da bilinmektedir (Tablo 1)(12,59,60).

Tablo I: ITP de sitokin profili (12)

Th1 profil: artmus IL-2, I1L-10, IL-15, INF-y, TNF-B
Th2 profil: azalmis 11-4, IL-5, IL-6, IL-13

SIL-2R: artmigtir

TGF-p: azalmistir

M-CSF: artmustir

* |L: Interlokin, INF-y: Interferon-gamma, TNF-B: Tiimoe nekrozis faktor beta, slL-2R:
soluble interlokin 2 reseptdr, TGF-B: tranforming growth faktér beta, M-CSF. Monosit
koloni stimilan faktor

Daha 6ncede bahsedildigi gibi Th1/Th2 dengesi normal sartlar altinda immin sistemin
duzenlenmesi ve kontroliinde 6nemlidir. Bu dengenin Thl lehine artmasi 6zellikle otoimmiin
hastaliklarin gelisiminde kritik rol oynamaktadir. Juvenil idiopatik artrit (JIA), sistemik lupus
eritematozis (SLE), Hashimato tiroiditi, tip 1 diyabet gibi otoimmin hastaliklarin gelisim
siirectinde Thl hiicre orammnin baskin oldugu bilinmektedir. Bu hastalarda hastalik aktivasyon
doneminde Thl tarafindan salgilana sitokinlerin plazmada yiksek oranda bulundugu da
bilinmektedir (61-65).

ITPIli hastalarda Thl ve Th2 Karsilastirmas: ilk olarak eriskin kronik iTP
hastalarinda olmustur. Semple ve arkadaslarinin (66) akut ve kronik ITP'li hastalarda yaptig:
calismada HLA DR" T hiicreleri, soluble IL-2 reseptorii ve Thl aktivasyonunu dustindiren
IL-2, TNF-B, INF-y gibi sitokinlerde artma oldugu gdosterilmistir. Bu bulgular daha sonra
bircok arastirmaci tarafindan yapilan calismalarla desteklenmistir (60,67-69).  Ayrica
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remisyondaki ITP hastalar1 veya kontrol grubu ile karsilastinldiginda Thl aracilikli
sitokinlerin aktif hastalik doneminde yuksek oldugu bilinmektedir (2,66,70). Bu makale
sonuclarindan da anlasilmaktadir ki ITP'li hastalarda Thl ve onun salgilachg: sitokinler
yiiksek oranda bulunmaktadir ve ITP nin aktivasyon déneminde bu oranlardaki artis daha
belirgindir.

Trombosit glikoproteinlerine kars1 otoantikor gelisimi, Thl hicre yanitimin baskin
olmasi ve dalakta artris trombosit yikimi en sik karsilasilan patogenetik mekanizmalar
olmakla birlikte, kemik iliginde megakaryositlerde immin/nonimmin mekanizmalarla
trombosit Uretiminin azalmasi, kompleman sistemini aktivasyonu araciligi ile trombosit
yikiminin artmasi, Fas/FasL yolundaki disfonksiyonlar sonucunda artrmis trombosit yikimi da
son zamanlarda ITP patogenezinde karsimiza gikan ve arastirilan konulardir (2,71). iTP de
patogenetik mekanizmalar sekil 2'de dzetlenmistir (71).
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Sekil 2: TP de patogenetik mekanizmalarin sematik gortnimii (71)

4.1.4. 1TP deklinik bulgular ve tam
Akut ITPli hastalarin %50-85'inde kanama semptomlarinin baslangicindan 1-3 hafta
Once ust solunum yolu enfeksiyonu gibi bir hastalik gecirme yada canl: virus asisi (kizamik,
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kizamikcik, su gicegi) yapilma Gykisii vardir (6,27,71,72). Bu nedenle akut ITP en sk, lst
solunum yolu hastaliklar: prevalansiyla paralel olarak sonbahar ve kis mevsiminde gorulir.
Akut ITP daha gok cocukluk yas grubunun hastaligidir ve %80-90 oraninda 6-12 ay icerisinde
spontan remisyon gorulmektedir. Kronik ITP hastalar: ise daha cok eriskin hastalarda uzun
sireli purpura Oykisi veya asemptomatik iken rutin laboratuar incelemeleri sirasinda
saptanarak hastaneye basvururlar (1,2,26,73). Akut ve kronik ITP nin genel ézellikleri tablo
I1"de verilmistir (74).

Tablo I1: Akut ve kronik ITP de genel 6zellikler (74)

Ozellikler Akut ITP Kronik iITP
Y as 2-6 20-40
Cingyet farka Y ok K/E, 3/1
Enfeksiyon 1-3 hafta 6ncesinde Nadir
Baslangig Ani Y avas
Trombosit sayist < 20,000/mm? >20,000/mm?®
Sire 2-6 hafta, nadiren daha uzun Aylar-yillar
Spontan remisyon %80-90 Nadir

Cocuklarda ITP iki ana klinik formda gorulmektedir. Tamdan sonra alt1 ay iginde
diizelen formu akut iTP, tamdan sonra alt1 aydan uzun siiren formu ise kronik ITP olarak
adlandiriimaktadir. Kronik olgularin az bir kismu aralikli trombositopeni ataklar: ile
karakterize olup rekiirren ITP olarak adlandiriimaktadir. Kiz cinsiyet ve yasin 10 yastan
bilyiik olmasi kronik ITP gelisim riskini arttiran faktorlerdir (2,6,8,12).

ITP diger trombositopeni yapan nedenlerin cislanmasi ile tam konulan bir hastaliktir
(1,26) (Tablo 111). immiin trombositopeninin sekonder formlar:; sistemik lupus eritematozus,
antifosfolipid antikor sendromu, immun yetmezlikler (IgA eksikligi, yaygin degisken
hipogamaglobulinemi), lenfoproliferatif hastaliklar, HIV ve EBV gibi enfeksiyonlar ve ilag
(heparin, kinidin...) kullanimi sirasinda gorulebilir. Bunlar sekonder immtn trombositopenik
purpura olarak adlandirilmaktadir.

Ozellikle ic ayin altindaki cocuklarda pasif olarak gegen antikorlarin sebep oldugu
kazanilmig alloimmun ve otoimmun trombositopeni nedenleri dustntlmelidir. Kalitsal
nonimmun trombositopeni nedenleri de ITP'yi taklit edebilmektedir (1,8,26). Eger Oykiide
kicuk yastan beri mukokutantz kanama 6ykist alimyorsa familyal trombositopeniler, tip2

vonWillebrand hastaligi ve Bernard —Soulier hastaligi ayirici tamda hatirlanmalidr.
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Fizik muayenede genelde mukokutantz kanamalar (petesi, purpura, ekimoz, epistaksis
konjuktival kanama, ve diger mukokutanGz kanamalar) disinda bulgu saptanmamaktadir.
Hastalar kanama semptomlarina gore hafif, orta ve siddetli gibi gruplara ayrilabilmektedir
(75,76). Belirgin splenomegali mutlaka diger tanilari disundurmelidir. Ancak %10 gocukta
dalak lingulasi palpe edilebilir.

Tablo I11: ITP de ayirici tam (26)

Primer
Idiopatik trombositopenik purpura
Sekonder
Tlaglar (kinidin v.b)
Posttransflizyon purpura
Human immunodeficiency virus
Hepatit C virls
Enfeksiyoz mononukleoz
Sistemik lupus eritematozis
Crohn hastalig:
Antifosfolipit antikor sendromu
Kronik lenfositik 16semi
Lenfoma
Ig-A eksikligi
Y aygin degisken immuin yetmezlik
Sarkoidoz
Nonimmdin
Hipersplenizm
Myelodisplazi
Akut 16semi
Ilaglara bagl kemik iligi baskilanmasi (valproik asid, alkol)
Herediter trombositopeni (MY H-9 mutasyonu, Bernard-Solier, Glanzman)
Mikroanjiyopatik hemolitik anemi
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Tam kan sayiminda trombositopeni disinda diger hticre serileri yasina uygun normal
sinirlar igindedir. Periferik kan yaymasinin incelenmesi sonucunda psddotrombositopeni,
kalitsal iri trombosit sendromlar: ve diger hematolojik bozukluklar diglanmalidir. Buyukld-
kicuklt trombositler ve iri-immatir trombositler siklikla gordlebilir. Bu durum, aym
trombosit sayisina sahip kemik iligi yetmezligi hastalarinin neden iTP hastalarindan daha
fazla kanadiklarint da agiklamaktadir (1,8,26,27).

Atipik bulgular yoksa tani icin minimal laboratuvar degerlendirme onerilmektedir.
Tam sirasinda kemik iligi aspirasyonu yapilmasi gerekliligi en ¢ok tartisilan konulardan
biridir. Tedavi verilmeyecek veya IVIG verilecek olan hastalara eger fizik muayene ve
laboratuvar tetkiklerinde atipik bulgular yoksa 6nerilmemektedir. Zorunlu olmamakla beraber
birgok pediyatrik hematolog akut I6semi ayirici tamsi igin kortikosteroid tedavisi 6ncesinde
kemik iligi aspirasyonu yapilmasint 6nermektedir (27,77-80).

Akut iTP de hastaneye yatisin ekinligini degerlendiren ve kesin bir standardizasyon
getiren bir calisma yoktur. Amerikan Hematoloji Dernegi (ASH) onerilerine gbre trombosit
say1si kag olursa olsun ciddi kanamasi olan her hasta ve trombosit sayisi 20x10%/L‘ nin altinda,
mukoz membran kanamasi olan hastalar hastaneye yatirilarak tedavi edilmelidir (81).

4.1.5. ITP detedavi

Cocuklarda akut ITP nin tam: sirasindaki ilk tedavisi tartismalichr. Spontan remisyon
olmasi nedeni ile tedavi verilmeden de izlenebilmektedir (1,2,12,26). Ancak intrakraniyal
kanama ve fiziksel aktiviteye bagli beklenmedik kanama korkusu tedavi kararini
etkilemektedir. ITP de intrakraniyal kanama insidans: %0,4-3 arasinda degismektedir (9,82).
Literatiirde bildirilen 20 intrakraniyal kanama olgusu degerlendirildiginde hepsinin trombosit
say1s1 20x10%/L* nin altinda olup %80’ ininde 10x10°U/L’ nin altinda oldugu, sekizinde travma,
arterioven6z malformasyon, aspirin alum gibi risk faktorleri oldugu saptanmustir.
20x10%/L‘nin altindaki trombosit sayisi ve kanamay: kolaylastirici faktorlerin varhiginda
(antitrombosit ilag¢ kullammu, travma) intrakraniyal kanama riski artmaktadir (9,82).

Trombosit sayisi 20x10%L‘nin altindaki I TP li hastalarda trombosit sayisini giivenli
hemostatik diizeye en kisa sirede yukseltecek minimum tedavi uygulamas: ideal tedavi
yontemidir. Amerikan Hematoloji Dernegi’ nin 1996‘da yaynladig1 iTP'li cocuklarda tedavi
kriterlerine gore; trombosit sayisi 20x10%L’nin lizerinde olan ve kanama bulgusu olmayan
hastalarda tedavi 6nerilmemektedir. Trombosit sayisi 20x10%L’nin altinda olan ve mukozal
kanamas: olan cocuklarda tedavi gerekli gorulmektedir. Tedavide amag; trombosit sayisint
20X 10%/L’ nin tizerine ¢ikarmak ve kanamay1 durdurmaktir (81).
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ITP' de immunpatogeneze yonelik son yillardaki gelismeler tedavide yeni gorisler
ortaya gikarmustir. iTP de yeni tedavi modaliteleri gelistirilmesinde yol gosterici olmustur.

ITP detedavi segenekleri (Sekil 3)(8):
Trombosit klirensi inhibitorleri: Kortizon, IVIG, Vinka alkaloidleri, Danazol
Immunosupresif ilaglar: Azotiyopurin, Siklofosfamid, Siklosporin
CD20 ye kars1 antikorlar (Rituximab)
CD154 e kars1 antikorlar (IDEC-131)
Trombopoetin
Kemik iligi nakli

Stereid, iVIG, ®
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Sekil 3: ITP de tedavinin etki mekanizmalarinin sematik géruniimii (8)
Cocuklarda siklikla immiin yanitin modiilasyonunu saglamak icin iVIG, anti-Rh(D)
immunglobilin  ve immunstpresif tedavi olarak da kortikosteroidler kullamlmaktadir

(1,2,26,27).
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ITP de glukokortikoidlerin etki mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte;
antikor tasiyan trombositlerin fagositozunu inhibe ettikleri, B lenfositlerinden antikor
uretimini baskiladiklari, kapiller bitinligin saglanmasi ve vaskuler prostasiklin sentezinin
inhibisyonu ile uzamig kanama zamammin normale donmesinde etkili  olduklar
bildirilmistir (83-88).

ITPIli hastalarda 1VIG tedavisinin akut ve uzun dénemde gorilen etkileri
bulunmaktadir. IVIG immun sistem (zerindeki akut etkisini, Fc Reseptorinin (FcRs)
baglandigi membranin aktivitesinde degisiklik yaparak gostermektedir. Bu hipoteze gore;
IVIG, FcRs ni bloke ederek trombositlerin fagositozla yikimini inhibe etmektedir. FcRs bazi
hiicrelerin yizeyinde eksprese edilmektedir ve trombositler gibi immunglobuline duyarl
olarak fagosite edilen hucreler igin fonksiyonel ©nemleri vardir. Anti-Rh (D) kaplh
eritrositlerin -~ 6mrinin ~ IVIG  tedavisi  ile uzachgimn gosterilmesi  bu  hipotezi
desteklemektedir (71,89,90). ITP delL-4, IL-2, IL-10, IFN-j ve TNF-b’nin arttig1 ve IVIG'in
FcRs tasiyan monosit ve lenfositlerden sitokin sentezi ve serbestlesmesini  etkiledigi
gogterilmistir (91-96).

IVIG anti-Gpllblilaya kars: anti-idiotipik antikorlar icermektedir. Bu anti-idiotipik
antikorlar Gpllblllaya kars1 otoantikorlarin baglanmasin inhibe etmektedirler. Anti-idiotip
sistemi icindeki dengenin yeniden dizenlenmesi veya alternatif olarak anti-idiotipik antikor
sekresyonunun supresyonu IVIG'in uzun donem etkilerindendir ve ITP nin uzun vadede
duizelmesine neden olabilmektedir (93-97).

Dalagin hem antikor sentez yeri, hem de antikor baglanmis trombositin fagositozla
uzaklastirilmasinda retikiiloendoteliyal sistemin énemli bir komponenti olmasi nedeniyle iTP
patogenezindeki rolt buyukttr. Dolayist ile splenektomi sonucunda hem antikor sentezi, hem
de trombosit fagositozu azalmakta ve trombosit sayisi artmaktadir (6). Kronik iTP'li
hastalarda splenektomi endikasyonlarin: iki faktor etkilemektedir: kronik iTP'li gocuklarda
1/3 veya daha fazlasinda spontan remisyon olabilecegi ve postsplenektomi enfeksiyon riskinin
bulunmasidir. Bu nedenle gocuklarda splenektominin mimkiin olan en geg sirede yapilmasi
onerilmektedir. Bir yildan uzun siren kronik ITPli hastalarda kanama sikayeti varsa,
trombosit sayisi 10x10%L'nin altindaki 3-10 yastaki cocuklara ve trombosit sayisi 10-
30x10%/L olan, kanama sikayeti bulunan ve 8-12 yasindaki cocuklara  splenektomi
onerilmektedir (71,81,89,98,99). Bunlarin disinda primer tedaviye (glukokortikoid, 1VIG
velveya anti-D) sadece gecici olarak yanmit veren, kontrol edilemeyen kanamalar: olan ve
cerrahi bir kontrendikasyon olmayan hastalarda splenektomi onerilmektedir (5,27,81).
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Ritiksimab spesifik olarak normal ve maliyn B lenfositlerin tizerinde ekspresse edilen
CD20 antijenine kars1 gelistirilmis kimerik insan/fare monoklonal antikorudur (100,101). Etki
mekanizmasin kompleman aracili sitotoksisite ve hticre aracili antikor bagimli sitotoksisite
sonucunda artmis B lenfosit apopitozu ile gosterir (102). Ik kez CD-20 pozitif Non Hodgkin
lenfomal1 hastalarda basar: ile kullamilmugtir (103). Daha sonra ITP, faktor VIIII'e Kars:
inhibitor varligi, erigkin tipi trombotik trombositopenik purpura, otoimmin hemolitik anemi,
sistemik lupus eritematozis, romatoid artrit gibi B lenfositlerin rol aldigi birgok otoimmuin
hematolojik ve romatizmal hastalikta kullamlmis ve basarili  sonuglar  elde
edilmigtir (104-111).

ITP de ritiiksimab ilk kez eriskin hastalarda kullamlmis ve basarili sonuclar elde
edilmistir. Perotta ve arkadaslar1 altisi splenektomili 10 eriskin kronik ITP'li hastada
ritiksimab kullanmis ve besinde tam cevap, birinde kismi cevap elde etmistir. Hastalarin
cevap siiresi bir ay ile 14 ay arasinda olmustur (112). Bu galismadan sonra eriskin ITP
hastalarinda ritiksimab ile ilgili bircok calisma yapilmistir. Arnold ve arkadaslar: (113)
MEDLINE, EMBASE, Cochrane ve Amerikan Hematoloji Dernegilnin kongre
kitapgiklarinda yer alan ozetleri tarayarak 2006 yilina kadar olan eriskin kronik ITP de
rittksimab kullamlan galismalar: degerlendirmis ve kriterlere uygun 19 (313 hasta), givenli
29 (306 hasta ) calisma bulmuslardir. TUm yayinlar gézontine alinciginda tam cevap oran
(trombositlerin >150.000/mm® olmasi) %43,6 (%95 Cl %29,5-57,7) ve kismi cevap oran
(trombositlerin >50.000/mm® olmasi) %62,5 (%95 Cl %52,6-72,5) olarak bulunmustur.
Hastalarin tamamina yakinina ritiksimab oOncesinde steroid ve diger tedavi segenekleri
kullanms, %53,8' ine splenektomi uygulanmistir. Bu makaleye alinmis ¢calismalarin tamamina
yakininda ritiiksimab 375 mg/m? dozunda haftada bir kez dort hafta siireyle uygulanmustir.

Cocukluk cag1 kronik ITP'sinde ise ritilksimab kullamm ilk kez 2003 yilinda
Bengston ve arkadaslar1 (114) tarafindan bildirilmistir. Yaygin petesi ve trombositopenisi
mevcut olan U¢ aylik bir bebekte, kemik iligi aspirasyonunda artrms megakaryositlerle birlikte
diger trombositopeni yapacak nedenler dislanmis ve ITP tamisi konmus, steroid, IVIG ve anti-
D tedavisine kismi yanit elde edilmis, ancak steroid kesildikten sonra tekrar trombositopenisi
ve ciddi gastrointestinal kanamasi gelismesi nedeniyle splenektomi yapilmis, cevap elde
edilememistir. Bunun Uzerine ritiksimab baslanan hasta tedaviye ¢ok iyi cevap vermis ve
ikinci haftadan sonra tam cevap elde edilmistir. Ayni yil Zaja ve arkadaslar1 (108) 16 yasinda
kronik ITP li bir hastada ritiiksimabr kullanmislar ve basarili sonug elde etmislerdir.

Cocukluk caginda kronik ITP de ritiksimab ile tedavi edilmis ilk genis seri sonuclari
Shenoy ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir. Bu ¢alismada diger tedavilere direngli 20
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kronik ITP hastasina 375 mg/m?hafta 4 doz veya 750 mg/m?hafta 3 doz seklinde ritiiksimab
verilmistir. Y Uksek dozlarda bile herhangi bir yan etki gozlenmezken %70 vakada kismi veya
tam cevap elde edilmistir (115). Daha sonraki yillarda birgok dergide gocukluk caginda
kronik iTP de ritiksimab kullanimu ile ilgili calismalar yayinlanmustir. 2007 yilinin sonuna
dogru Franchini ve arkadaslari kronik ITP nedeniyle ritiksimab kullanmis cocuklarin
sonuclarini derlemistir. Bu doneme kadar ingilizce literatirde yayinlanmis makalelerde
toplam 150 kronik iTP'li gocuga ritiiksimab kullanildig: bildirilmistir. olgularin hemen hepsi
oncesinde steroid, IVIG, anti-D ve splenektomi gibi tedavi seceneklerinden bir veya
birgogunu kullanmustir. 90 (%60) hastada kismi veya tam cevap elde edilmis, bunlardan 29/90
tanesi (%32) rekirrens gosterirken, 61/90 tanesi (%58) sirekli remisyonda kalmistir. Bu
bilgiler 1s131nda 6nceki tedavilere direncli kronik ITP vakalarinda yaklasik %50 oramnda
cevap amnabildigi gorulmektedir (116).

Ritiksimab genelde iyi tolere edilen bir ilagtir, ancak inflizyon sirasinda halsizlik, ates,
anaflaksi ve sitokin salinimina bagli bazi akut yan etkiler ortaya cikabilir. Siklikla bu yan
etkiler ilk inflzyon sirasinda ortaya ¢ikar ve sonraki inflizyonlarda daha azdir. Bu nedenle
inflizyon 6ncesi premedikasyon yapmak gerekebilir. Bunun disinda degisen oranlarda serum
hastaligi, interstisyel pndmoni bildirilmistir. En 6nemli yan etkilerden birisi de humoral
immunitenin  uzun sure baskilanmasidir. Ritiksimab aracili B hicre sayisinda ve
immunglobulin seviyelerinde baskilanma aylarca sirebilir. Bu nedenle bu dénemde hastalar
ciddi bakteriyel ve viral hastaliklarla karsi karsiya kalabilmektedir (100,101).

Son yillarda rekombinan insan trombopoietini, pegylated rekombinan insan
megakaryosit blyume ve gelisme faktori, AMG 531 (trombopoezi uyarici protein),
eltrombopag (SB-497115-GR) ve AKR-501 gibi megakaryositlerdeki trombopoetin reseptori
veya postreseptor yolak aktivasyonunu saglayarak trombosit yapimini artiran ilaclarla ilgili
calismalar artmaktadir. Bunlardan rekombinan insan trombopoietini, pegylated rekombinan
insan megakaryosit blylme ve gelisme faktorine karsi vicutta otoantikor gelistigi ve
etkinligini azalttigu bildirilmistir. Diger ajanlara kars1 herhangi bir otoantikor mevcut olmayip
ciddi bir yan etki ve toksisiste bildirilmemistir. Bununla ilgili calismalar halen devam
etmektedir (117).
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4.1.6. ITP de genetik calismalar

Idiopatik trombositopenik purpurada hangi faktorlerin hastalarda akut veya kronik ITP
gelismesinde rol oynayabilecegi ya da tedaviye verecegi yanmtin gostergesi olabilecek
calismalar yeni arastirma konularinm olusturmaktadir.

Birgok otoimmun hastalik ile HLA antijenleri arasindaki iliski bilinmektedir. Kronik
ITPde otoimmunitenin nedeni tam olarak anlasilamamakla birlikte HLA antijenleri ile
antijenik peptitlerin baglanmasinda anormallik de sorumlu tutulmaktacdir, ancak HLA klas |
veya DR antijenleri ile kronik ITP arasindaki iliski ile ilgili calismalarda celiskili sonuclar
bildirilmistir (8,118-120). Belli etnik gruplarda HLA-DRW?2 ve DRB1*0410 allelleri siklig1
ITPli hastalarda yilksek bulunmustur (8). Anti-Gpllbllla antikorlar: ile DRB1*0410 alleli
arasinda korelasyon bulunmamis ancak steroide iyi yanit veren hastalarda HLA-DR4 ve
DRB1*0410 belirgin olarak az saptanmustir. Benzer bulgular Hong Kong'lu Cin'lilerde
gogerilememistir (8,121). HLA-DRB1*1501 ise splenktomiye kotu yanit ile iligkili oldugu
gosterilmistir (8). Bu bulgular ITP de genetik faktorlerin roliini vurgulamaktadir; ancak etnik
farkliliklar da g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Fc reseptorlerinin trombositlerin klirensinde 6nemli rolii bulunmaktadir (38). Ug tip
Fecy reseptort vardir: Fey RI monomerik 1gG’ye guclu affinite gosterir, Fcy RIl ve Fey R
immun kompleks formunda 1gG’ye sadece efektif olarak baglamir. FcRIl grubu U¢ gen
(NA,IIB,IIC) ve FcRIII grubu ise iki gen (II1A ve 111B) tarafindan kodlanir. Antikorla kapli
trombositlerin  makrofajlardaki Fcy reseptorleri ile dolasimdan uzaklastirimas: ITP de
trombositopeninin baslica nedeni oldugundan, Fcy genotipleri ve ITP arasindaki iliskinin
arastiriichgr calismalarda Fey RINIA genotiplerinden 158 F/F kronik iTP' li hastalarda kontrol
grubuna gore daha dusuk bulunmus ve 158V/V medikal tedavi ile komplet remisyona giren
hastalarda belirgin olarak yuksek saptanmistir (14,122). Dusuk affiniteli iki FcyR'G FeyRITTA
ve IIIB ile proinflamatuar sitokinler TNF ve LTA (lenfotoksin alfa)’nin gen 8
polimorfizmlerinin cocukluk cag1 kronik ITP'li olgular: ile birlikteligi gosterilmis ve artmus
proinflamatuar veya Thl immun yanitin, kronik ITP de antikor olusumuna kars: koruyucu
oldugu ileri surtlmustdr (123).

HPA sistemleri ile ilgili polimorfizmler ile ITP'li hastalar arasinda iliski arastirilmis
ve HPA-5b alleli tasiyanlarin akut ITP igin artmus risk tasichiklar: bildirilmistir (124,125).
Diger bir calismada da kronik refrakter ITP ile HPA-2 arasinda iliski bildirilmistir (13,124).
Ancak bu polimorfizmlerin rolt farkli etnik gruplarda degiskenlik gostermektedir. Bundan
dolay: her etnik grup hastalik igin kendi populasyon galismalarim yapmalar: gerekir.
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4.2. SITOKINLER ve OTOIMMUNITE

Sitokinler, dogal ve adaptif immtnitede rol alan hiicreler tarafindan salgilanan 6nemli

proteinlerdir. Herhangi bir mikroorganizma veya antijenik uyar: sonrasinda salgilanan pek

cok farkli sitokin immin sistem regulasyonu ve inflamasyonda dnemli rol oynamaktadir.

Hematopoetik sistemde de hticrelerin diferansiyasyonu ve otoimmin hematolojik hastaliklarin

gelisimi sirasinda sitokinler etkili bir sekilde gorev yapmaktadir. Tablo 1V’ de hematopoezde

rol alan sitokinlerin yap1 ve fonksiyonlar: gorulmektedir (20).

Tablo I'V: Hematopoietik sitokinler (20)

Sitokinler Buyukluk Hucre kaynag Hedef hiicre Etkiledigi hicre
poptlasyonu

Stem cell 24 kD Kemik iligi Pluripotent kbk | TUmi
faktor stromal hiicreleri hicre
Interlokin-7 | 25kD Fibroblast, kemik | Immatir lenfoid | B ve T lenfositler

iligi stromal onculler

hicreleri
interlékin-3 | 20-26 kD | T hicreleri Tmmatiir onciller | TUmii
Granilosit- | 18-22kD | T hiicreleri, Immatir veara | Granlilosit ve
monosit makrofajlar, oncil htcreler, makrofajlar, makrofg
koloni endotel hucreleri, | matur makrofajlar | aktivasyonu
stimilan fibroblastlar
faktor
Monosit Dimer Makrofaj, endotel | Araoncul Monositler
koloni halinde hicreleri, kemik hiicreler
stimilan 70-90 kD, | iligi htcreleri,
faktor 40 kD’luk | fibroblast

alt uniteler

Granilosit 19 kD Makrofaj, Ara oncul Grantilositler
koloni fibroblast, endotel | hiicreler
stimilan hicreleri
faktor
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Otoimmuinite insanlardaki pek ¢ok organ sistemini etkileyen hastaliklarin gelisiminde
Oonemli role sahip olup, Amerika'da insanlarin %1-2'sini etkiledigi dustintlmektedir (22).
Otoimmun hastaliklarin patogenezi ve genetigi hakkinda son iki dekatta olan gelismeler bu
hastaliklarin aydinlatiimasina 6nemli katkida bulunmustur ancak bu konuda hala pek ¢ok
bilinmeyen noktalar vardr.

Otoimmiin hastaliklarin patogenezinin irdelenmesi stirecinde birkag 6nemli goris

Onem arzetmektedir (22):
1. T lenfositler, B lenfositler veya her ikisinde normal immin sistem cevabinda self
tolerans mekanizmalarimin bozulmas veya yetersizligi sonucu otoimmunite gelisir.
Lenfositlerin normal gelisimi sirasinda insanlarin kendi vicut antijenleri (self antijen) igin
spesifik reseptorler olusmaktadir. insanda meveut olan self-tolerans mekanizmalar: sonucunda
self-antijenik yapilara baglanan bazi lenfositlerin maturasyonu baskilanmakta, bazilarinin ise
yok edilmesi veya inaktive edilmesi ile otoimmuin sirecin gelismesi 6nlenmektedir. Self-
tolerans mekanizmasimin kaybi sonucunda bu antijenik yapilarla baglanan lenfositler
antijenleri antijen sunan hicrelere sunmakta ve otoimmin sirecin gelisimine katkida
bulunmaktadir.

Son zamanlarda iki temel nedenden dolay: otoimmiunitede T lenfositlerin roline

odaklamImaktadir. Birincisi Th hicreler tim immiin cevabin regulasyonunda anahtar rol
oynamaktadr. Ikincisi birkag otoimmiin hastalikta major histocompatibility kompleks (MHC)
ile ilgili genetik yatkinlik gosterilmistir. MHC molekillerinin fonksiyonu T hiicrelerine
antijen sunmaktir. Bu iki durumdan dolayr T hicre tolerans mekanizmalarinda olan
bozuklugun otoimmun hastalik gelisiminde en 6nemli mekanizma olduguna inanmilmaktadir. T
hticre tolerans mekanizmalarindaki bozukluklar sonucunda hiicre aracili immun reaksiyonlar
gerceklesmektedir. Ayrica Th hicre anormallikleri sonucunda ise otoantikor Uretimi soz
konusu olabilmektedir.
2. Otoimmunite gelisim srecinde genetik yatkinlik zemininde enfeksiyon gibi cevresel
faktorler major rol oynamaktadir. Yatkinlik olusturan genler varliginda enfeksiyon gibi
cevresel faktorlerin  etkisiyle self-tolerans mekanizmalarin  bozulmast stz  konusu
olabilmektedir. Ayricaenfeksiyon otoreaktif T lenfositlerin dokuya gocuini ve aktivasyonunu
saglamakta, bunun sonucunda doku hasarlanmast olmaktadir. Enfeksiyon ve doku
hasarlanmasi sonucunda ortaya c¢ikan antijenik yapilarla otoimmunitenin gelistigi doku
antijenleri arasinda benzerlik olabilmekte ve self tolerans mekanizmalarinin  bozulmasi
kolaylasabilmektedir. Bu stire¢ sonrasinda otoimmunite gelisimi kolaylasabilmektedir.
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3. Otoimmiin hagtahiklarin her biris organ veya sisteme spesifik olabilir. Ornegin
sistemik dolasimda self antijen ve spesifik antikordan olusan immin kompleks varliginda
SLE gibi sistemik hastaliklar olusmakta iken, otoantikor veya self antijene T hiicre cevabi
varliginda myastenia graves, tip 1 diyabet, multiple skleroz gibi tek organ hasar: ile giden
organ spesifik durumlar cikabilmektedir. idiopatik trombositopenik purpurada, Gzellikle
kronik ITP de, otoantikor gelisimi ve self antijene kars: T hiicre cevabr sdzkonusudur.

4. Degisik otoimmin hastahklarda doku hasarlanmas igin farkli mekanizmalar
sbzkonusudur.

5. Otoimmin reaksiyonlar doku hasarlanmasi sonucunda ortaya ¢ikan tek bir self antijene
kars1 gelismektedir. Daha sonraki stirecte bu antijenik yapinin MHC tarafindan T hiicrelerine
sunumu sirasinda yeni antijenik yapilara karsi da otoantikor gelisim olmaktadir. Yani
otoimmiinite bir kez basladiginda kisir dongii halini alabilmektedir. Bu fenomen “EPITOP
YAYILIMI” olarak adlandiriimakta olup 6zellikle kronik ve refrakter otoimmin hastalik
gelisiminde etkilidir. Daha 6ncede bahsedildigi gibi TP gelisiminde de epitop yayilim
Onemli rol oynamaktadir (1,8,22). Sekil 4’te otoimmin hastalik gelisiminde self tolerans
mekanizmalari, genetik yatkinlik ve enfeksiyon gibi gevresel etkenlerin rolt gorulmektedir

(22).
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Sekil 4: Otoimmunite gelisiminde patogenetik mekanizmalarin sematik géranima (22).
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Y ukarida da bahsedildigi gibi ITP patogenezinde pek gok ve kompleks mekanizma rol
oynamaktadir. Ancak oOzellikle T hicre self tolerans mekanizmasinda bozulmalar, Thl
yanitinin ve ona ait sitokinlerinin baskin olmasi en énemli roli oynamaktadir. Bu siregte ise
Thl gelisiminde en dnemli fonksiyonu lenfositlerden salgilanan ortamdaki interferon-gamma
mevcudiyeti belirlemektedir. Bu nedenle interferon-gamma ve onunla iliskili genlerde olan
polimorfizm, genetik yatkinlik gibi durumlarda gevresel faktorlerin etkisi ile ITP gelisiminde
kolaylasmakta olabilir.

4.2.1. interferon-Gamma

Interferon-gamma, CD4" Thl lenfositler, CD8" T lenfositler, natural killer (NK)
hiicreleri tarafindan salgilanan 34 kilodalton (kD) agirliginda homodimerik yapida bir
polipeptidir (17,18). Bir miktar antiviral etkisi oldugu kabul edilse de temelde antiviral
degildir ve immiin cevapta etkili bir sitokindir. Interferon-gamma primer olarak makrofaj
aktivasyonu yapan bir sitokin olmakla birlikte dogal ve adaptif immunite regllasyonunda
Onemli fonksiyonlara sahiptir. Ayni zamanda tip Il interferon olarak da adlandirilmaktacr
(20).

4.2.1.1 Fonksiyonlari

Interferon-gamma  etkisini hedef hiicre yiizeyinde bulunan dimer yapida olan
reseptorleri araciligi ile yapmaktadir. Bu reseptorler siklikla mononukler fagositer sistem,
endotel hiicreleri, NK hiicreleri ve lenfositlerde bulunmaktadir (17-19). interferon-gamma’ nin
immin sistem reguilasyonu sirasindaki onemli fonksiyonlar: bulunmaktadir (Sekil 5) (20). Bu
fonksiyonlar asagida 6zetlenmistir (20):

1. Interferon-gamma, temelde makrofajlar: aktive eden bir sitokindir. NK hiicreleri ve T
lenfositlerden salgilanan interferon-gamma makrofaj aktivasyonu yaparak intraselltler
yerlesen mikroorganizmalarin  oldiriimesinde onemli rol oynar. Bu etkisini
makrofajlarda reaktif oksijen radikalleri ve nitrik oksid salgilanmasim artirarak yapar.
Bu fonksiyonu 0Ozellikle tlberkiloz gibi intraselliler mikroorganizmalarin yok
edilmesinde 6nemlidir. Interferon-gamma eksikligi veya disfonksiyonu durumunda
yaygin sistemik tutulumlu veya tedaviye direncli tUberkiloz vakalar1 ortaya
Gikabilmektedir.

2. Antijen sunan htcrelerde bulunan MHC | ve MHC Il miktarim artirarak T hiicrelerine
antijen sunumunu kolaylastirmaktadir. Bu sayede yeni antijenik yapillarin T
hicrelerine sunumunu artirarak “epitop yayilliminad’ katkida bulunmakta ve yeni
otoantikor yapimini kolaylastirabilmektedir.
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3. Doga CD4" T lenfositlerden Thl gelisimini kolaylastirmakta ve Th2 gelisimini inhibe
etmektedir. Bu da daha 6nce birgok otoimmiin hastalikta ve iTP de gosterildigi gibi
Th1/Th2 oramm artirmakta, bunun sonucunda otoimmin hastaliklarin gelismesini
kolaylastirmaktadir.

4. B lenfositlerde bazi immiinglobulin G subgrublarinda degisiklik yapmaktadhr. Ornegin
farelerde yapilmis deneysel calismalarda IL-4 bagimli IgE ve IgGl sentezini
azaltmakta, 1gG2a sentezini artirmaktadir.

5. Ndtrofilleri aktive etmekte ve NK hlicrelerinin sitolitik aktivitesini artirmaktadir.

Antijen sunan hucre

Makrofaj (APC)
| interferon-y ' ~E, S
IFN-y
Ly =W 4 <
A A X - i
g 1 . %
;ﬂwn:; makrofaj : :}m MHC
syonu, L 5 yonu,
e (k| e
mikrobisidal : i -
| aktivite I ¥ =
- TH1 effektor hacre

geligimi

La |

Antikorlarn kompleman |
fik sasyonu ve izotip |
degisimi

.“4,-?;-‘"]’

L

Sekil 5: Interferon-gammanin fonksiyonlarinin sematik gorinimi. interferon-gamma
makrofa) aktivasyonu sonucunda mikrobisidal aktivite, B lenfosit stimulasyonu sonucunda
antikor Uretimi, antijen sunan hicrelerin uyariimast sonucunda immin sistemin aktive
edilmesi gibi 6nemli fonksiyonlar1 yaninda, otoimmiin hastaliklarin gelisiminde gok onemli
bir asama olan saf CD4" (Tx0) hiicrelerden Ty1 gelismesinde de rol alir (22).

4.2.1.2. Genetik
Immiinolojik olaylarda kavsak noktada bulunan ve 6nemli fonksiyonlarda rol oynayan
interferon-gamma’ nin kromozomu 12qg24.1 lokalizasyonunda bulunmaktadir. DOrt ekzon ve
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Uc intron icermektedir. 1lk intronda 1349 ve 1373 bolgeler arasinda yilksek oranda CA
mikrosatellit tekrarlari bulunmaktadir. Bu allellerdeki CA tekrari ile farkli miktarlarda
interferon-gamma Uretimi  arasinda iliskili oldugu dustnulmektedir. Bunun da immidn
hastaliklarin kisiden kisiye degisebilen klinik seyri ve siddetini agiklayabilecek 6nemli bir
nokta oldugu dusunilmektedir. Bir ¢alismada allel 2'de yiksek oranda (12 adet) CA tekrari
ile in vitro olarak ylUksek interferon-gamma tretimi ile arasinda iliski oldugu gosterilmistir
(126,127). CA tekrar polimorfizmleri yamnda ilk introndaki +874. pozisyondaki tek nikleotid
polimorfizminin de (Adenin/Timin, A/T) degisik oranlarda interferon-gamma Uretimi ile
iliskili oldugu bulunmustur. In vitro olarak 874. pozisyonda AA mevcudiyetinde disiik, AT
mevcudiyetinde orta, TT mevcudiyetinde yiksek oranda interferon-gamma Uretimi oldugu
gogterilmistir (128,129).

Interferon-gamma geninde mevcut olan CA tekrar ve +874 A/T polimorfizmleri ile
salgilanan interferon-gamma miktarlar1 arasinda ki iliskinin gosterilmesi ve interferon-
gamma nin otoimmin hastalik gelisiminde 6nemli rolunin bilinmesi nedeniyle ¢esitli
otoimmun hastaliklarda interferon-gamma gen polimorfizminin etkisi merak konusu olmustur.
Bu iligki juvenil idiopatik artrit, multiple skleroz, tip 1 diyabet, Hashimato tiroiditi, sistemik
lupus eritematozis gibi bircok otoimmin hastalikta arastirilmistir (61-65).

Goris ve arkadaslar tarafindan Almanya, italya, Sardunya ve isveg gibi genis bir
aanda yasayan multiple sklerozlu (MS) hastdar arasinda yapilan ve CA tekrar
polimorfizminin irdelendigi bir ¢alismada tim hastalar ile kontrol grubu ile arasinda anlaml1
fark saptanmamustir. Hastalar etnik kokenine gore ayri ayr irdelendiginde sadece Isvegli
hastalarda MS ve CA polimorfizmi arasinda anlaml1 bir iligki saptanirken, Alman, italyan ve
Sardunyal1 hastalarda anlaml1 bir iliski saptanmamustir (130). Otoimmun tiroid hastaliklarinin
en dnemlisi olan Hashimato ve Graves hastaliklari ile interferon-gamma +874 A/T tek gen
polimorfizmi iligskisini irdeleyen bir calismada, yiksek interferon-gamma dretimi ile iliskili
TT genotipinin Hashimato tiroiditli hastalarda anlaml1 sekilde daha fazla oldugu goralirken,
dusuk interferon-gamma Uretimi ile iliskili olan AA genotipinin ise Graves hastalarinda
anlamli sekilde daha fazla oldugu saptanmistir (131).

Y Uiz otuz alti sistemik lupus eritematozis (SLE) hastasini iceren ve ilk introndaki CA
tekrar polimorfizminin irdelendigi bir calismada ise hasta ve kontrol grubu arasinda
istatistiksel fark saptanmamustir (64). Aym sekilde 207 tip 1 diyabetli Japon ¢ocukta bakilan
CA tekrar polimorfizminde, tipl diyabet ve CA tekrar1 arasinda anlamli bir iliski
saptanmamistir (132). Buna karsin diger bir tip 1 diyabetli hasta populasyonunda ise saglikl
kontrollere gore IFNG geninde allel 3'de anlamli sekilde artmug CA tekrar polimorfizmi
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saptanmustir  (133). Bu calismalara benzer sekilde JA’de de interferon gamma gen
polimorfizmi ile klinik siddet arasinda anlamli ve anlamsiz iliski oldugunu bildiren calismalar
mevcuttur (65,134).

Bu calismalar isiginda hastaliklarin gelisiminde rol oynayan genetik fakttrlerde
bolgesel farkliliklarin oldugu hipotezi gu¢ kazanmaktadir. Polimorfizmler toplumlara gore
degiskenlik gosterdiginden her toplumun gesitli hastaliklarda kendi polimorfizmini ¢alismasi
saglikli olacaktir. Biz kendi klinigimizde ITP tans: ile izlenen hastalarin interferon-gamma
+874A/T polimorfizmi ile hastaligin seyri (akut-kronik), Kklinik siddeti ve tedaviye cevap
arasindaki iligkiyi incelemek istedik.
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5. HASTALAR VE YONTEM

Bu calisma icin Dokuz Eylul Univeristesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu ndan onay aldi (No: 230/2007). Projenin mali destegi Dokuz Eylil Univeristesi T1p
Fakultesi Arastirma Fonu’ ndan karsiland: (Proje talep no:2007190).

5.1. Cahsma Gruplari

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji kliniginde en az 6 aydir iTP
tanisi ile izlenen hastalar calismaya alindi. interferon-gamma +874 A/T gen polimorfizminin,
akut ve kronik ITP gelismesi, hastaligin olusmasi, klinik seyir ve tedaviye yamttaki rolini
arastrmak icin hastalar 3 gruba ayrild:

Grupl: Akut iITPtansi ile en az 6 aydir diizenli olarak izlenen,
Grup2: Kronik iTP tams ile en az 6 aydir izlenen hastalar,
Grup3: Kontrol grubu

Kontrol grubu olarak kronik bir hastaligi olmayan, ITP gegirmemis, otoimmin bir
hastaligi olmayan, tam kan sayimi ve periferik kan incelemesi normal olan saglikli gocuklar
calismaya alindi.

Akut ve kronik ITP tansiyla izlenen hastalarin yas, cinsiyet, basvuru yakinmasi,
tamdaki trombosit sayisi, uygulanan tedaviler, tedaviye yanit, hastalik siiresi, kroniklesme,
gecirdigi enfeksiyonlar ve asilanma 6ykusii dosyalarindan retrospektif olarak elde edildi. iTP
tamisi, deri ve mukoza kanamalar ile birlikte trombositopeninin varligi: ve trombositopeniye
neden olabilecek diger hastaliklarin diglanmas: ile kondu. Hastalarimizin Gykusiinden ve
laboratuvar 6zelliklerinden kollajen vaskiler hastalik veya trombositopeni yapabilecek diger
hematolojik hastaliklar dislandi. Atipik bulgular1 olan veya steroid ile tedavi edilecek
hastalara tedaviye baslamadan dnce tany: dogrulamak icin kemik iligi aspirasyonu yapildi.

Tedaviye yanit kriterleri olarak; trombosit sayisi tedavisiz > 100X10%L ise tam
remisyon (TR), trombosit sayisi tedavi ile > 100X 10%/L cikiyorsa kismi yanit (KY), trombosit
sayist <100x10%/L ve tedavi ile > 20X10%/L oluyorsa mindr yanit (MY), trombosit sayis
<100x10%L olup tedavi ile <20X/10%L ise yanitsiz (Y) olarak kabul edildi(81). Kronik ITP'li
hastalarin tedaviye yanitlar1 bu kriterlere gore belirlendi.

Hastalar kanama siddetlerine gore 3 gruba ayrild::

- Hafif siddette kanamal grup; mukoza kanamasi olmaksizin petesi, purpura ve

ekimozu olan hastalari,
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- Orta siddette kanamah grup; mukoza kanamasi (epistaksis, dis eti kanamasi,
menoraji ) olan hastalari,

- Agrr siddette kanamah grup; vicudun herhangi bir yerinde derhal midahale veya
kan transflizyonu gerektiren hayati tehdit edici kanama ve/veya intrakranyal kanamasi
olan veya gastrointestinal ve Uriner sistem kanamasi olan hastalar1 i¢erdi (75,76).

Hasta ve kontrol grubundan 2ml kan 6rnegi %0.1 EDTA’ |1 steril tipe alinarak -20 C°*
de depolandi. Orneklerin toplanmasi tamamlandiktan sonra kan orneklerinden DNA
izolasyonu yapildi. IFNG geni icin gen polimorfizmi (+874 A/T) analiz sonuglar kaydedildi.

5.2 Yontem
5.2.1 DNA izolasyonu:

DNA izolasyonu 6ncesinde —20 C°’de saklanan kan ¢rnekleri oda isisinda eritildi.
Genomik DNA Nucleospin Blood DNA ektraksiyon kiti (Macherey-Nagel) kullanilarak elde
edildi.

1- 200m kan ornegine 25m Proteinaz K ilave edilerek 1,5 ml mikrosantriflij tuplerine
konuldu.

2- 200 M B3 buffer eklenerek 10-20 sn vortex ile karistirildhi.

3- 70 C de 15 dk inkibe edildi.

4- 210 m %96-100 etanol ileve edildive tekrar vortex ile mix edildi.

5- Ornekler NucleoSpin Blood kolonlara aktarildi ve 8500 rpm de 1 dak santrifiij edildi. Altta
supernatan bulunan toplama tipu atild.

6- NucleoSpin Blood kolon yeni bir 2ml lik tipe konulurarak 500 mi BW ilave edildi ve 2dk
full speed santrifij edildi.

7- NucleoSpin Blood kolon yeni bir tupe konularak 600m B5 ilave edilerek 1 dakika full
speed santrifj edildi.

8- Slpernatan atilarak yeni bir tipe konuldu ve 1dk full speed santrif(jj edildi.

9- NucleoSpin kolon 1,5 mi2lik santrif(jj tipine konularak 100 m 70C’ de inkiibe edilmis BE
ilave edildi. 1dk odaisisinda inkiibe edildikten sonra 1dk full speed santrif(ij edildi.
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Izolasyonlar1 gergeklestirilen kan orneklerinin DNA safliklart ve miktarlar: %1’ lik
0,5mg/ml etidyum bromidli jelde 10V/cm olacak sekilde yuritalda. Ultraviyole 1sik altinda
fotografi gekildikten sonra DNA’larin saglam ve PCR igin uygun oldugu belirlendi (Resim 1).

-------“-—------

Resm 1: %1'lik etidyum bromidli agaroz jelde yuratulmis DNA 6rnekleri.

5.2.2 Kullamilan geregler, kimyasal maddeler ve solusyonlar
5.2.2.1 Gerecler
1. Elektroforez ekipman (Hoffman mini jel)
LightCycler 2,0
Guc kaynag: ( Pharmacia Biotech)
Santriftij (Heaus)
Sogutmali santrifiij (SorvallRMC 14)
Su banyosu (Grant)
Manyetik karistirict (NUve)
Tart1 (Chyo)
Otomatik pipetler 0,2-200m (Gilson)
20-200m (Gilson)
100-1000m (Gilson)

© o N o g b~ w DN
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5.2.2.2 Kimyasal maddeler

Agaroz ( Sigma Kat.N0:A9539)

Borik asit (Sigma Kat.No:6768)

Brom fenol blue (Sigma Kat.N0:5525)
Interferon gama A874T Toolset for Lightcycler
Etanol ( Carlo ERBA Kat N0:414608)

Etidyum bromid (Sigma Kat.No:7637)

Fast Start DNA Master SYBR Gren 10x
Trisma-Base ( Sigma Kat.No:T8524)

O N o o b~ w0 NP

5.2.3. Interferon gamma 874 (A&T) polimorfizminin degerlendirilmes

Elde edilen ve PCR ile cogatilan DNA’larda 874 (A&T) polimorfizminin
saptanmasinda ticari olarak mevcut olan interferon gamma A874T ToolSet™ for
LightCycler™ kiti (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) kullanildi. LightCycler™
(Roche Diagnostics) isimli aletle real time PCR ve melting curve analysis (erime egrisi
analizi) yapilarak A874T genotipi belirlendi.

iki mikrolitre izole genomik DNA ile 18 mikrolitre reaktif karisim ve pozitif-negatif
kontroller dnceden sogutulmus LightCycler™ cam kapiller tipiine pipetlendi. Kapatilan
kapiller tipler santrifij edildi ve LightCycler™ pervanesine yerlestirildi. IFN-y geninin
amplifikasyon profili 95 °C’ de 10 dk DNA denatirasyonu ve FastStart enzim aktivasyonunu,
20 saniye sireyle 95°C, 5 sn 60°C’ primer baglanma sicakligi, 72 °C sicaklikta DNA
amplifikasyonunu, 45 siklus olarak tamamlandi. 90 saniye siireyle 40-95 °C arasinda degisen
melting curve analysisi, 30 saniye sireyle 40 °C'ye kadar disen sogutma slrecini iceren
siklus programi sonlandirildi. Bu siklisler sirasinda 1sitma ve sogutma islemleri meydana
gelirken amplifiye edilmis DNA'mn 874. pozisyonunda mevcut olan spesifik baz ile
reaksiyona giren reaktorlerin belirli 1silarda olusturdugu floresansin (1s1ma) LightCycler™
aletinin sensorleri tarafindan algilanmast ile olusturulan melting curve analysis ile 874.
pozisyonda hangi bazin (allelin) ve genotipin mevcut oldugu saptandh.

Sekil 6'da interferon-gamma geninin 874. pozisyonundaki olasi genotipin melting
curve analysisi (erime egrisi analizi) gorilmektedir. Burada mavi ile gorulen egri saglikl
kisilerde gorilen homozigot AA 874 genotipini, yesil egri heterozigot A874T genotipini,
kirmiz1 egri homozigot 874 TT genotipini, siyah egri DNA icermeyen kontrol sollisyonunu
simgelemektedir. Burada 78.6 °C’ de yogun 1sima olmasi durumunda belirgin sekilde kirmizi
egri (874 TT), 85.8 °C’de yogun 1s1ma olmasi durumunda belirgin sekilde mavi egri (874 AA
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genotipi), hem 78,6 °C ve hem de 85,8 °C'de hafif egri olusmasi durumunda yesil egri
(A874T) meydana geldigi gorildi. Burada daha 6nceden numara verilerek kaydedilmis hasta
ve kontrol grubu hasta sonuclar: tek tek yorumlanarak kaydedildi.

IFNg 874T  A874

AB74T f\

i

FLORASANS —d(F1)/dT

A a " T30 4’ " ] - B el - =i R

ISI°C

Sekil 6: Interferon-gamma geninin 874. pozisyonunda bulunan olasi genotipin melting curve
analysis ile sematik olarak gorunim.

5.3 istatistiksel degerlendirme

Tum istatistiksel degerlendirmeler bilgisayarda “SPSS for MS Windows Relese 11,0”
programi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasinda sayisal degiskenlerin karsilastirilmasinda
“independent samples t tests’ kullanilmustir. Coklu grup ortalamalarinin karsilastirilmasi
“Pearson ki-kare” testi ile veya beklenen degerden biri <5 ise “Fisher's Exact Test” ile
yapilmistir. Istatistiksel anlamlilik icin p<0,05 kabul edilmistir.
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6. SONUCLAR
Calismaya 1 Ocak 2000 ile 1 Eylul 2007 tarihlerinde tam almis 35 akut, 40 kronik
ITPIli hasta alinmistir. Kontrol grubu daha 6nce tammlanms olan dislama kriterlerini

karsilayan 90 saglikl1 cocuktan olusmustur.

6.1. Akut ve kronik ITP'li hasta gruplarinin ézellikleri:

Akut ve kronik ITPli hastalarin yaslari, cinsiyet ve izlem sireleri, tam amndaki
hemoglobin, beyaz kiire ve trombosit sayimlari tablo V'’ de 6zetlenmistir.

Kronik ITP'li hastalarin yas ortalamas: ve beyaz kiire sayisinin akut iITP'li hastalara
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksek oldugu gordldi (sirasiyla p=0,01, p=0,04).
Kronik ITP'li hastalarin tam amndaki trombosit sayilar: akut ITP' li hastalara gore yiiksek idi
(srasiyla 17,77£18,29, 12,51+17,37), ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,2). Her iki grup arasinda cinsiyet, hemoglobin ve izlem siresi agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmad: (sirasiyla p=0,4, p=0,41 ve p=0,1) (Tablo V).

Tablo V: Akut ve kronik ITP' li hastalarin demografik ve laboratuar 6zellikleri

Akut ITP Kronik iTP p
(n=35) (n=40)
Yas (y1l)* 7,75+3,83 10,36+4,7 0,01
(0,5-15, median 7) (0,5-18, median 10,25)
Cinsiyet (E/K) 15/20 21/19 0,4
Hemoglobin (g/dL)* 11,7+1,12 11,4+1,15 0,41
(9,3-13,4, median 11.9)  (9,4-13,2, median 11,4)
Beyaz kiire (x10%/L)* 8,371+2,830 10,047+4,076 0,04
(4,4-15,2, median 7,5) (4,6-23,3, median 8,7)
Trombosit (x10%/L)* 12,51+17,37 17,77+18,29 0,2
(1-98, median 7) (0-90, median 12,5)
izlem siires (ay)* 31,5+21,8 44,6+41,96 0,1
(6-90, median 22) (6-156, median 30)

* Degerler ortalamatstandart sapma (minimum-maksimum, median) olarak verilmistir.

33



Tum ITPli hastalarin 36'sinde (%48) Onceden gegirilmis (st solunum yolu
enfeksiyonu oykisil, 4'Unde (%5) as1 0ykusl vardi. 35 hastada (%47) 6ykide herhangi bir
ozellik yok idi.

Kanama semptomlarinin siddetine gére hastalarin 59'u (%78,7) hafif, 10'u (%13,3)
orta, 6's1 (%8) agir grupta yer aimakta idi. Agir grupta yer alan hastalarin birinde santral sinir
sistemi kanamasi, ikisinde gastrointestinal sistem kanamasi ve tgtinde makroskopik hematri
mevcut idi. Hafif veya orta grupta yeralan hastalarin ¢cogu petesi-purpura, ekimoz veya
epistaksis-oral mukozal kanamasi gibi mukokitantz kanamalar ile basvurmustu.

Tant aninda 38 hasta (%50,7) sadece steroid, 18 hasta (%24) sadece IVIG ve 12 hasta
(%16) geroid+VIG ile tedavi edilirken 7 hasta (%9,3) tedavisiz izlenmisti. Akut ITP'li 35
hastanin 18'i steroid (%51,4), 9'u IVIG (%25,7), besi steroid+IVI1G (%14,3) ile tedavi edilip,
UGl (%08,6) tedavisiz izlenirken; kronik ITP'li 40 hastanin ise 20'si steroid (%50), 9'u IVIG
(%22,5) ve 7'si steroid+IVIG (%17,5) ile tedavi edilmis, dordi (%10) tedavisiz izlenmisti.
Akut ve kronik ITP'li hastalarda baslangic tedavi secenegi agisindan istatiksel anlamli fark
saptanmadh (p=0,984). Baslangi¢ tedavisine cevap oranlar1 incelendiginde, tedavi verilen 68
hastanin 54’ inde (%79,4) tam yant, 9'unda (%13,2) kismi yant, 5'inde (%7,4) ise minor
yanit-yanitsizlik gézlendi. Akut iTP li hastalarin baslangi¢ tedavi yamit: 31/32’ sinde (%96,8)
tam yanit iken, 1/32'sinde (%3,2) kismi yanit idi. Kronik iTP'li hastalarda ise baslangic
tedavi cevaln 23/36 (%63,9) hastada tam yanit, 8/36 hastada (%22,2) kismi yant ve 5/36
hastada (%13,9) mindr-cevapsiz yanit seklinde idi. Her iki grup arasinda baslangi¢ tedavisine
cevap agisindan anlamli fark saptand: (p=0,003).

Uzun donem takip sonuclar: incelendiginde, kronik iTP'li hastalarin 14’ tinde (%35)
tam yanit, 14’ tnde (%35) kismi yanit ve 12'sinde (%30) yamtsizlik-min6Gr yanit saptand.
Kronik ITP' li hastalardan 7' sine (%17,5) splenektomi uygulanmust1. Bes hastada (%71,5) tam
cevap elde edilirken, 2 hastada (%28,5) mintr cevap -cevapsizlik sbz konusu idi. Kronik
ITPli hastalarin izleminde steroid ve 1VIG' den farkl: olarak bes hastada anti-D, bir hastada
monoklonal anti-CD20 antikoru (Rittiksimab), bir hastada siklosporin kullani mist.

6.2. Hasta ve kontrol gruplarimin intreferon-gamma gen polimorfizminin
degerlendirilmes

Real-time PCR yontemi ile interfron-gamma geninin birinci intronunda +874A/T
polimorfizmi calisilarak adenin ve timin allelleri ile (A&T) genotipi kaydedildi. Sekil 7’ de ti¢
farkli genotipe sahip hastalarimizin erime egrisi grafigi gorulmektedir. Baslangigta hastalar
ITP ve kontrol grubu olmak Uzere iki gruba ayrildi. iTP'li hastalarin 21'inde AA (%28),
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35'inde AT (%44,8) ve 19'unda TT (%27,2) genotipi saptandi. Kontrol grubunun ise 47’ sinde
AA (%52,2), 36'sinda AT(%40) ve 7'sinde TT (%7,8) genotipi vardi. iTP'li hastalar ve
kontrol grubu arasinda genotip sikligir agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu
(p=0,001). Kontrol grubuna gore ITP'li hastalarda TT genotipi anlaml1 derecede fazlaydk.
Allel siklig1 agisindan incelendiginde iTP' li hastalarda A alleli 78 hastada (%52), T aleli 72
hastada (%48) mevcut iken, kontrol grubunda A alleli 130 hastada (%72,2), T aleli 50
hastada (%27,8) mevcut idi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,0001)(Tablo
VI).

ERIME EGRI PiKi

0,569 A
0,63
0.57 c
0,51 i
0,45
0,39
0,35
0,27
0,21

0,15
0,09
0,03

FLORASANS —d(F1)/dT
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Sekil 7. Hastalarimiza ait erime egrilerinin sematik goérinumi. A ‘da gorilen hastanin erime
egrisi 78.6 °C civarinda pik yapmis olup homozigot AA genotipi ile uyumludur. B’ deki
hastanin erime egrisi hem 78.6 °C hem de 85.8 °C’de pik yapmis olup heterozigot AT
genotipi ile uyumludur. C’deki hastanin erime egrisi ise sadece 85.8 °C’de pik yapmis olup

homozigot TT genotipi ile uyumludur.
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Tablo VI: ITPli hastalar ile kontrol grubunda IFN-y 874 (A&T) polimorfizmi genotip ve
alel sikligi

|IFN-y 874 (A&T) ITP hastalari (n=75)  Kontrol grubu (n=90) p
Polimor fizmi n(%) n(%)
Genotip skhg <0,0001
A/IA 21 (28) 47 (52,2)
AIT 35 (44,8) 36 (40)
TIT 19 (27,2) 7 (7,8
Allel skhg 0,001
A 78 (%52) 130 (72,2)
T 72 (%48) 50 (27,8)

Hastalar akut TP, kronik ITP ve kontrol grubu olmak Uzere (¢ gruba ayrildiginda da
gruplar arasinda AA, AT ve TT genotip siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptand: (p=0,002). 35 akut iTP hastasinin 11’inde (%31,4) AA, 13'Unde (%37.2) AT ve
11'inde (%31,4) TT polimorfizmi saptandi. Kronik ITP hastalarinin 10'unda (%25) AA,
22'sinde (%45) AT ve 8inde (%20) TT saptanirken kontrol grubunda AA 47 (%52,2)
hastada, AT 36 (%40) hastada ve TT 7 (%7,8) hastada gozlendi (Tablo VII). AA, AT, TT
polimorfizmi genotip skliklari agisindan akut iTP hastalar: ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel anlaml1 farklilik gézlendi (p=0,002). Ayni sekilde genotip sikligi agisindan kronik
ITP hastalar: ve kontrol grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark mevcut iken, akut
ve kronik ITP hastalar1 arasinda ise anlamli fark saptanmad: (sirasiyla p=0,008,
p=0,285)(Tablo VII).

A ve T allel siklig1 agisindan irdelendiginde ise akut iTP hastalar: ile kontrol grubu ve
kronik ITP ile kontrol grubu arasinda anlaml: fark saptanirken, akut ITP hastalar: ile kronik
ITP hastalar: arasinda arasinda anlami fark saptanmadi(sirastyla p=0,002, p=0,002, p=0,896)
(Tablo VI1).
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Tablo VII: Akut IT kronik ITP ve kontrol grubu arasinda IFN-y 874 (A&T) polimorfizmi
genotip ve alel sikligi

IFN-y 874 (A&T) AkutiTP(n=35) Kronik ITP Kontrol grubu (n=90) p
Polimor fizmi n(%) n(%) n(%)
Genotip skhg 0,002
AIA 11 (31,4) 10 (25) 47 (52,2)
AIT 13 (37,2) 22 (45) 36 (40)
TIT 11 (31,4) 8 (20) 7 (7.8
Allel skhg 0,001
A 36 (51,4) 42 (52,5) 130 (72,2)
T 34 (48,6) 38 (47,5) 50 (27,9

6.3. Intreferon-gamma +874A/T gen polimorfizmi ile kanama semptomlarinin
siddeti ve konik ITP de tedavi cevabinin degerlendirilmes

Kanama semptomlarinin siddeti (hafif, orta, agir) ve interferon-gamma +874A/T
polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi(p=0.09). Ayrica
kronik ITPli hastalarin tedavi yanitlar: ile interferon-gamma +874A/T polimorfizmi
karsilastirildiginda da istatistiksel anlamli bir iligski saptanmad: (p=0,568)(Tablo VII1). Akut
ITPli hastalarin hemen hepsinde tam yamit oldugu icin tedaviye yant- intreferon-gamma
+874A/T polimorfizmi iliskisi degerlendirilmedi. Ilging olarak tedaviye refrakter olan ve
splenektomi uygulanmis yedi hastadan alti tanesi TT genotipine sahipken, bir hastada AT
genotipi mevcuttu. Ayni zamanda splenektomiye cevapsiz iki hastada TT genotipi mevcuttu.

Tablo VIII: Kronik ITPde IFN-y 874 (AA&T) polimorfizmi ile tedavi yanitlarinin
degerlendirilmesi

Tam yamt Kismi yanit Minimal yanit ve p
(n=14) (n=14) Yamtsz (n=12)
0,568
AA 4 (%28,5) 3 (%21,5) 3 (%25)
AT 6 (%43) 10 (%71,3) 6 (%50)
TT 4 (%28,5) 1 (%7,2) 3 (%25)
Toplam 14 (%100) 14 (%100) 12 (%100)
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7. TARTISMA

Idiopatik trombositopenik purpura siklikla gecirilmis bir Gst solunum yolu
enfeksiyonu sonrast birkag hafta iginde petesi, purpura, ekimoz gibi mukokutandz kanama
semptomlar: ile ortaya ¢ikan nadiren intrakaranyal kanama gibi ciddi kanamalara neden
olabilen benign bir hematolojik hastaliktir (1,2,8,12). En sik 2-6 yas arasinda ortaya ¢cikmakta
olup, kiz ve erkeklerde esit siklikta gorulmektedir (27,29,30). Segal ve arkadaslarinin yaptigi
bir calismada ileri yas cocuklarda ve eriskinlerde kiz/erkek oramnin 1.9 oldugu ifade
edilmistir (31). Belletrutti ve arkadaslarinin yaptig1 diger bir calismada da kronik iTP'li
hastalarda tam yasimn ve basvuru amndaki trombosit sayisimn akut ITP'li hastalara gore
anlaml1 sekilde yiiksek oldugu gosterilmistir (135-137). Bizim hastalarimizda da kronik ITP'li
hastalarin tan: amndaki yas ortalamalar1 akut ITP hastalarina gére anlamli derecede yiiksek idi
(p=0.01). Kronik iTP'li hastalarda tam anindaki trombosit sayisi da yiiksekti ancak aradaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.2).

Ilk tam sonrasinda hastalarimizin 38'i (%50,7) sadece steroid, 18'i (%24) sadece
IVIG, 12'si (%16) steroid+iVIG alirken, 7'si (%9,3) tedavisiz izlenmisti. Akut ve kronik
ITPli hagtalarda baslangic tedavi secenesi agisindan istatiksel anlamli fark saptanmadi
(p=0,984). Bu bulgular literatir ile uyumlu idi (138). Akut iTP'li hastalar ile kronik ITPli
hastalarin baslangi¢ tedavi cevabi oranlari agisindan anlamh fark saptandi(p=0,003). Bir
hastamizda (%1,3) intrakranyal kanama izlenirken highbir hastamiz kanama nedeniyle
kaybedilmedi. Bu oranlar daha 6nceki literatir bulgulart ile uyumlu idi (9,82).

ITP de patogenetik mekanizmalar hala kesin olarak bilinmemektedir. Ozellikle akut
ITP de USYE veya asilama oykusiiniin bulunmas: nedeniyle, epitop benzerligi sonucunda
gelismis antikorlarin  trombosit  yikimini  artirdigi  ve trombositopeniye neden oldugu
dustnulmektedir (1,2). Kronik iTP de ise Tyl hakimiyeti ve bununla iliskili IFN-y, 1L-2 ve
IL-10 gibi sitokinlerin artmus olmasi baska immunolojik mekanizmalarin  varligint
dustndirtmektedir (12,26,60,67,68,139).

ITPnin genetik yatkinlik zemininde cevresel faktorlerin etkisi ile ortaya ciktigi
dustnulmektedir. Daha once ITPli hastalarda doku grubu antijenleri, Fcy reseptor
polimorfizmi, human platelet antijen (HPA) polimorfizmi, TGF-beta gen polimorfizmi gibi
genetik faktorler ile hastaligin patogenezi arasinda iliskiyi arastiran calismalar yapilmistir.
Baz1 yaymnlarda belli etnik gruplarda HLA-DRW2 ve DRB1*0410 allelleri sikligi TPl
hastalarda yiksek bulunurken, bazi yayinlarda da HLA-DRB1*1501'in splenktomiye kotu
yanit ile iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer sonuclar Fcy reseptér polimorfizmi ve HPA
polimorfizmi ile de gosterilmistir. Bu galismalarda sonuclarin toplumdan topluma degistigi,
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bu nedenle genetik yatkinlik agisindan her toplumun kendi galismasim yapmas: gerektigi
ifade edilmistir (8,13,14,122).

ITP gelisiminde yukarida bahsedilen birgok genetik faktér yamnda, 2006 yilinda Sood
ve arkadaslar tarafindan yeni bir fikir ortaya atilmistir (16). Bu calismada bes iTP' li ve bes
saglikli kisinin mikroarray yontemi ile gen ekspresyon profili ¢ikartilmistir. Bu galismanin
amact mikroarray yontemi ile ortaya ¢ikan gen profilindeki bulgularin ileri donemde
hastaligin kroniklesip kroniklesmeyecegi ve tedaviye cevabin belirlenmesi gibi durumlari
aydinlatmada yardimci olup olmayacagim belirlemek olarak verilmistir. Calisma sonucunda
ozellikle ITP li hastalarda interferon tarafindan induklendigi bilinen interferon iliskili genlerin
ekpresyonunun belirgin oldugu ve interferon iliskili genlerin ekspresyonunun kontrollere gore
12 kat fazla oldugu gorulmustur (16).

Interferon-gamma lenfositler ve NK hiicreleri tarafindan salgilanan bir polipeptittir. En
onemli fonksiyonlarindan birisi dogal T lenfositlerden Tyl lenfosit gelismesini saglamasidir.
Ortamda artan Tnl lenfositlerden tekrar interferon-gamma salgilanarak Tnl lenfosit
gelisimini uyarilacaktir. Bunun sonucunda kisir bir déngii olusacaktir (20). Interferon-gamma
geninde olasi bir defekt artmis sitokin Uretimi ve Tyl yanitina neden olabilecek ve bu da diger
otoimmiin hastaliklar yamnda ITP gelismesini kolaylastirabilecektir. Biz de ITPde
intreferon-gamma +874A/T gen polimorfizminin etyolojide rolt olup olmadigin arastirmay1
amagladik.

Interferon-gammanin kromozomu 12¢24.1 lokalizasyonunda olup dért ekzon (ig intron
icermektedir. Ilk introndaki 874. pozisyondaki A&T polimorfizmi degisik oranlarda
interferon-gamma Uretimi ile iligkili bulunmustur. Bazi ¢alismalarda saglikli kisilerde bulunan
AA genotipinde interferon-gamma Uretimi dustk iken TT genotipi varliginda interferon-
gamma Uretimi yiksek olarak bulunmustur (128,129). Aymi sekilde diger bir calismada
yuksek miktarda T alleli varliginda interferon-gamma sitokin tretiminin fazla oldugu, A aleli
hakimiyeti durumunda ise interferon-gamma sitokin tretiminin distk oldugu gosterilmistir
(140). Bu bulgularda da hastaliklarin genotipi ile klinik siddeti arasinda iliski olabilecegini
distnddrtmektedir.

Interferon-gamma +874A/T polimorfzmi ile klinik arasindaki iliski bircok otoimmiin
hastalikta arastirilmistir. 1to ve arkadaslarim yaptigi Hashimato hastaligi ve direngli Graves
hastaligi gibi otoimmun tiroid patolojilerini igeren bir ¢alismada agir Hashimato hastalig: olan
grupta hafif Hashimato hastaligi ve kontrol grubuna gore T alel sikliginin anlamli sekilde
fazla oldugu (p=0,047) ve bunun da artmis interferon-gamma Uretimi ile iligkili oldugu
gogerilmistir. Ancak aym gruplar genotip agisindan karsilastirildiginda anlamli  fark
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saptanmamistir (p>0,05). Hashimato hastalar1 tiroglobulin antikoru negatif ve pozitif olmak
Uzere iki gruba ayrildiginda tiroglobulin antikoru negatif olan grupta T allel penetrasyonunun
anlamli sekilde fazla oldugu saptanmistir (p=0,029). Burada da gruplar arasinda genotip
acisindan anlamli fark saptanmamustir (62). Bu bulgular sonucunda degisik allel veya genotip
sikliklarinin hastalarda farkli klinik veya laboratuvar testlerinin ortaya ¢ikmasina neden
olabildigi gorilmektedi.

Hindistanda Rekha ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis diger bir calismada ise 106
Hashimato hastasi, 26 otoimmin olmayan tiroid hastasi, 60 Graves hastasi ve 150 kontrol
grubu calismaya alinmistir. Hashimato tiroiditi olan hastlarda yiksek sitokin dretimi ile
iliskili TT genotipinin kontrol grubuna gore anlamli sekilde yuksek oldugu gortlmustir
(p<0,001). Diger yandan Graves hastaligina sahip hastalarda ise ilging olarak distk sitokin
uretimi ile iliskili AA genotipinin yuksek oldugu saptanmistir (p=0,03). Sonugta Hashimato
hastaliginin yuksek oranda TT genotipi, Graves hastaliginin yuksek oranda AA genotipi
bulundurdugu bildirilmistir (131). Ayni zamanda diger otoimmiin endokrinolojik hastalik olan
tip 1 diyebette de interferon-gamma ile hastaligin iliskili oldugunu bildiren veya karsit goruste
olan ¢caligmalar vardir (61,132,133).

Diger bir otoimmin hastalik olan sistemik lupus eritematozisli (SLE) hastalarda da
interferon-gamma gen polimorfizmi ile klinik arasindaki iliski arastirilmistir. 154 SLE hastas
ve 154 kontrol arasinda yapilan ¢alismada hastalar ile kontrol grubu arasinda allel ve genotip
siklig1 agisindan anlamli fark saptanmamustir. Artriti olan hastalar ile artriti olmayan hastalar
arasinda yapilan karsilastirma sonucunda A aleli ve AA genotip sikliginin artritli hastalarda
daha fazla oldugu gordlmustir ve bu fark istatistiksel olarak anlamli  bulunmustur
(p=0,006)(141). Bu bulgular da farkli genetik penetransin aym hasta grubunda farkli klinigi
ortaya gikarabilecegi fikrini desteklemektedir.

Bizim calismamiza 75 ITP (35 akut, 40 kronik) hastasi ve 90 saglikli kontrol olgusu
alindi. Tum ITP hastalar: ile kontrol grubu arasinda hem TT genotipi hem de T allel siklig
acisindan anlaml: fark meveuttu; TT genotipi ve T alleli ITP'li olgularda belirgin fazlaych.
Hastalar akut, kronik ve kontrol grubu olacak sekilde U¢ gruba ayrildiginda da gruplar
arasinda AA, AT, TT genotipi ve A, T alelleri agisindan anlaml: fark saptandi. Hem akut
ITP, hem de kronik iTP hastalar1 ve kontrol grubu arasinda genotip ve allel sikig1 agisindan
anlaml1 fark saptamirken, akut ITP hastalar: ile kronik ITP hastalar: arasinda ise genotip ve
alel siklig1 agisindan anlamli fark saptanmadi.

Biz bu calismayr yiritirken, interferon-gamma +874A/T polimorfizmi ile iTP
arasindaki iliskiyi degerlendiren bir baska calisma yayinlanmistir. Cocuk ve erigkin
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ITPlerinden olusan 196 hasta ve 128 saglikli kontrolin calisilchgr Cin'de yapilan bu
calismada AA, AT ve TT genotipi ile A ve T alleli agisindan hastalar ve kontrol grubu
arasinda fark saptanmamustir. Hastalar baslangi¢ yasina gore < 14 yas (cocuk hastalar) ve >14
yas (eriskin hastalar) olmak UGzere iki gruba ayrilmis ve 14 yas altindaki 75 hastanin 11 tanesi
akut, 64 tanesi kronik ITP hastasi olarak calismaya alinmustir. Bunlar kendi aralarinda
karsilastiriichginda tim gocuk ITP hastalar: ile kontrol grubu arasinda genotip ve allel
farklilig1 acisindan anlami1 fark saptanmamustir. Aym sonug akut ve kronik iTP'li cocuklar ile
kontrol grubunun Kkarsilastirilmas: sonrasi da gordlmastur. Eriskin hasta grubunda da, tim
hastalar, akut ve kronik ITP hastalar: ile kontrol grubu karsilastirilmasinda genotip ve allel
penetrasyonu acisindan anlaml: fark saptanmamustir (143).

Polimorfizmlerin  sikhgi ve klinik ile iliskisi toplumdan topluma degisiklik
gogterebilmektedir. Avrupada yapilmis Almanya, Finlandiya, Kuzey italya, Danimarka,
Sardunya ve Isvegli multiple skleroz hastalarindan olusan gok merkezli bir calismada, tiim
hastalar ile kontrol grubu arasinda interferon-gamma CA tekrar polimorfizmi arasinda anlamli
fark saptanmamustir. Hastalar etnik kokenine gore ayr1 ayri degerlendirildiginde sadece isvegli
hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunurken, diger llke hastalar1 arasinda
anlaml1 fark saptanmamustir (130). Benzer sekilde Khani-Hanjani ve arkadaslari Kanadal1
romatoid artritli hastalarda hastaligin siddeti, radyolojik bulgular: ile interferon-gamma CA
tekrar polimorfizmi arasinda anlamlt iliski saptarken, Constantin ve arkadaslar1 tarafindan
Fransiz hastalarda benzer bir iliski saptanmamustir (65,142). ITP'li olgularda HLA-DRW2,
HLA-DR4 ve DRB1*0410 allelleri skligi da ¢esitli  etnik gruplrada farklilik
gbstermektedir (8,121).

Calismamizda kanama semptomlarinin siddeti ve interferon-gamma polimorfizmi
arasinda iliski saptanmach. Ayni sekilde kronik ITPli hastalarda tedavi cevaln ile
polimorfizm arasinda dailiski saptamad. ilging olarak splenoktomi yapilmak zorunda kalinan
kronik ITPli 7 hastadan 6'st TT, biri AT polimorfizmine sahipti. Hasta sayis1 az olmasina
ragmen, bu da farkli genotiplerde farkl: klinik prezentasyon ve tedavi cevabi olabilecegi
hipotezini desteklemektedir.

Sonug olarak interferon-gamma immiin sistem regilasyonunda 6nemli rol oynamakta
ve otoimmiin hastalik gelismesinde kritik dneme sahip Thl hakimiyetinin ortaya ¢ikmasin
saglamaktadir. Bizim ¢alismamiz sonucunda interferon-gamma +874A/T polimorfizminin
toplumumuzda ITP gelismesine yatkinlik yaratabilecesi diisunuldi. Ancak akut-kronik ITP
gelismesi, kanama semptomlarinin siddeti, kronik ITP de tedavi ceval ile interferon-gamma
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+874 A/T gen polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. Bu iligki toplumdan
topluma degisebileceginden, her toplum kendi gen polimorfizmini calisarak interferon-

gamma ve ITP gelisimi arasindaki riskini belirlemelidir.
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SONUCLAR

1. Calismaya 35 akut TP, 40 kronik ITP ve 90 saglikli gocuk olmak lizere toplam 165

10.

11.

cocuk alinmustir.

Akut ITP'li 35 hastamin 15'i (%42,8) erkek, 20'si kiz (%47,2), kronik ITP'li 40
hastanin 21'i (%52,5) erkek, 19'u (%47,5) kiz olarak bulunmustur. iki hasta grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p=0,4).

Akut iTPli hastalarin yas ortalamasi 7,75+4,7 (6 ay-18 yas, median 7 yas), kronik
ITPli hastalarin yas ortalamasi 10,36+3,83 (6 ay-17 yas, median 10,25 yas) idi. iki
hasta grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlt idi (p=0,01).

Heriki grup arsinda hemoglobin, trombosit sayisi ve izlem slresi agisindan anlamli
fark saptanmad (sirasiyla p=0,41, p=0,2, p=0,1).

Hastalarin 59'u (%78,7) hafif, 10'u (%13,3) orta, 6'st (%8) agir-klinik grupta yer
almaktayd.

Akut iITPli 35 hastadan 18'i steroid (%51,4), 9'u IVIG (%25,7), besi steroid+iVIiG
(%14,3) ile tedavi edilmis, Ucli (%8,6) tedavisiz izlenmisti. Kronik ITP'li 40 hastanin
20'si steroid (%50), 9'u IVIG (%22,5), 7'si seroid+iVIG (%17,5) ile tedavi edilmis;
dordii (%10) tedavisiz izlenmisti. Akut ve kronik ITPli hastalarda baslangic tedavi
secenegi agisindan istatiksel anlamli fark saptanmadi (p=0,984).

Kronik iTPli hastalarin 14’tinde (%35) tam yant, 14'tUnde (%35) kismi yanit ve
12’ sinde (%30) yantsizlik-mindr yanit saptandh.

Kronik ITPli hastalardan 7 tanesine (%17,5) splenektomi uygulanch. Bes tanesinde
(%71,5) tam cevap elde edilirken, 2 tanesinde (%28,5) mindr cevap-cevapsizlik sbz
konusuydu.

ITPli hastalar ve kontrol grubu arasinda genotip siklig1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 fark mevcut idi (p=0,001). Kontrol grubuna gore ITP li hastalarda TT genotipi
anlaml1 derecede fazla idi.

ITPli hastalar ve kontrol grubu arasinda allel siklig1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 fark mevcut idi (p=0,001). Kontrol grubuna gore iTP'li hastalarda T alleli
anlaml1 derecede fazlayd:.

Hastalar akut iTP, kronik ITP ve kontrol grubu olmak tizere (i¢ gruba ayrildiginda da
gruplar arasinda genotip siklig1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptand:
(p=0,002). Akut ITP-kontrol, kronik ITP-kontrol Karsilastirmasinda anlamli fark
saptanirken, akut ITP-kronik ITP karsilastirmasinda anlamli fark saptanmach (sirastyla
p=0,002, p=0,008, p=0,285).
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12. Allel sikhgr agisindan bakildiginda ise akut ITP-kontrol ve kronik ITP kontrol
karsilastirmasinda anlamli fark saptanirken, akut ITP ve kronik ITP hastalar: arasinda
anlamli fark saptanmad: (sirasiyla p=0,002, p=0,002, p=0,896).

13. Kanama semptomlarinin siddeti (hafif, orta, agir) ve interferon-gamma +874A/T
polimorfizmi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmad: (p=0,09).

14. Kronik ITP'li hastalarin tedavi yanitlar: ile interferon-gamma +874A/T polimorfizmi
arasinda istatistiksel anlamli bir iliski saptanmad: (p=0,568).

15. Splenektomi uygulanmis yedi hastadan alti tanesi TT genotipine sahipken, bir hastada
AT genotipi mevcuttu.
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