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SIMGE VE KISALTMALAR

:Ashwell-Morrell reseptorii
:Kemokin
:Deoksiriboniikleik Asit
:Glikoprotein

‘Hematopoietik kok hiicre

‘Interferon

‘Interldkin

:Immun trombositopeni

‘Intravendz immunglobulin
:Mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz
:Makrofaj inflamatuar protein-3
:Megakaryosit

:Metilprednizolon

:Ortalama trombosit hacmi



MRNA :Messenger ribonukeikasit

NKFB : Niikleer Faktor Kappa-B

PCR :Polimerase zincir reaksiyonu

PARC :Pulmoner aktivasyon diizenleyen kemokin
rhTPO :Rekombinant insan trombopoietin

Th :T helper hiicre

TRAF-6 :Timor nekroz faktor reseptor iligkili faktor-6
TCR :T Hiicre Reseptori
TPO :Trombopoietin

TRA :Trombopoietin reseptor agonisti



GIRIS VE AMAC

Immiin trombositopeni (ITP) trombositlere karsi olusan otoantikorlarin trombosit
yikimimni arttirmasi ve trombosit yasam siiresini kisaltmasi sonucu gelisen, trombositopeni
klinigi ile seyreden edinsel bir hastaliktir (1). ITP sik goriilebilen bir kanama bozuklugu
olmasina ragmen patogenezi tam anlamiyla bilinmemektedir. Trombositopeniye; otoimmiin
yikim, T hiicre aktivasyonu, kompleman bagimli trombolizis ve trombosit yapiminda bozulma
gibi mekanizmalar neden olmaktadir. ITP hastalarinda trombosit yiizeyinde bulunan
glikoproteinlerine karsi otoantikorlar olustugu gosterilmistir (2,3). Antikorlarla kapl
trombositler retikiiloendotelyal sistemde, Ozellikle dalakta bulunan doku makrofajlart
tarafindan sunulan Fcy reseptorlerine baglanarak dolasimdan uzaklastirilirlar (4). ITP
hastalarinda otoimmiin trombosit yikimi sonucu kemik iliginde megakaryosit yapimi artar.
Ancak buna ragmen, hastalarin ¢ogunda trombosit {iretimi normalin altinda seyreder. Daha
enteresan bir sekilde, ITP artik Th (T-helper) hiicrelerinin oligoklonal birikimi ile tanimlanan
bir Th-1 hastalig1 olarak diisiiniilmektedir (5). Th hiicre aktivasyonu ve go¢ii karmasik bir siireg
olup burada bir dizi sitokin, kemokin ve kemokin reseptorii gorev alir. Kemokinler protein
yapisinda kiigiik kemotaktik sitokinler olup anjiyogenez, hematopoez, mast hiicre
degraniilasyonu, T hiicre farklilagmas1 ve 16kosit trafigi gibi sayisiz degisik fonksiyonlarinda
rol alirlar.

Bugiine kadar 50'den fazla kemokin tanimlanmis ve yapisina gore dort ana alt aileye,

yani CC, CXC, CX3C ve C kemokinlerine siniflandirilmistir (6). Bununla birlikte, bu gruplarin



yalnizca ikisi yaygin olarak karakterize edilmistir (CC ve CXC kemokinleri) (7). Kemokin
reseptorleri, antijenik tecriibelerine ve kutuplasma tiiriine bagli olarak, T hiicresi ylizeyleri
tizerinde segici olarak ifade edilir. Kemokin reseptorleri bu hiicre tipleri i¢in 6zel degildir. CC
alt ailesinin kemokinleri genellikle T lenfositleri, monositleri ve dogal 6ldiirticii (NK) hiicreler
icin kemoatraktan olmasina karsin, CXC kemokinler nétrofillerde kemotaksi ve endotel
hiicrelerine yapismasini saglarlar (8-10). Hiicre istihdamindaki rollerine ek olarak,
kemokinlerin, sitokin iiretimi ve Th1 / Th2 hiicre indiiksiyonu gibi immiin sistemi diizenleyici
aktivitelerde énemli bir rol oynadig: bildirilmistir (11). Ornegin CCL10'un kemoatraktant
aktivitesi; romatoid artrit (RA), sistemik lupus eritematoz (SLE), sistemik skleroz (SS), multipl
skleroz (MS), tip 1 diabetes mellitus, otoimmiin tiroidit ve Graves gibi hastaliklarda anlamli
derecede artmis bulunmustur (12-17). Bununla birlikte ITP olusum patogenezinde her gecen

giin 6nemi artan kemokinlerin ve kemokin reseptorlerinin rolii tam olarak bilinmemektedir.

Bu ¢alismada, 2016-2017 yillar1 arasinda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji
servisinde yatarak tedavi goren, poliklinige ve hastane acil servisine ayaktan bagvurarak ITP
tanist alan hastalarin, dnceden belirlenmis bazi serum kemoatraktant diizeylerinin ayni yas ve
cinsiyet dagilimina sahip saglikli eriskinlerle karsilastirilmasi amaglandi. Elde edilen bilimsel
veriler ITP hastaligmin patogenezinin anlasilmasinda, uygulanacak tedavi modalitelerinin
etkililiginde, seciminde, gelecekte tanisal yaklagimlarimizda ve de hastalik yonetiminde katki

saglayacaktir.



GENEL BiLGILER

IMMUN TROMBOSITOPENI
Trombosit Fizyolojisi

Trombositlerin biiyiik kism1 kan dolasiminda, az bir kismi ise dalakta yer almaktadir.
Yetiskinlerde trombosit sayis1 ortalama 150.000-450.000/mm?3 tiir (1). Trombosit sayis1 100-
150.000/mm?® arasinda olan kisilerde herhangi bir klinik bulgu gdzlenmemesi ve tedavi
endikasyonu olmamasi nedeniyle trombositopeni sinir1 icin esik deger 100.000/mm? olarak
kabul edilmistir (18). Trombositler hemostaz, anjiyojegenez, yara iyilesmesi, inflamasyon ve
bagisiklik gibi siiregler i¢in vazge¢ilmez elemanlardir. Trombositin boyutu trombosit aktivitesi
ile uyumlu olup; biyik trombositlerin protrombotik potansiyeli daha yiiksektir.
Megakaryositler trombositlerin onciil hiicresi olup, kemik iliginin en biiyiik hiicreleridir.
Megakaryositlerin biiyiime ve ¢cogalmasi karaciger kaynakli trombopoietin (TPO) araciligiyla
gerceklestirilir. Megakaryosit sitoplazmasindan endomiyositoz ile trombosit olusumu meydana
gelir. Megakaryositlerden trombosit olusumu yaklasik 5 giin olup, periferik kana gecen

trombositlerin yar1 omrii ise 7-10 giindiir (19).

Immiin Trombositopeni

Immiin trombositopeni, etiyolojide rol oynayan faktdrlere gore primer ya da sekonder
olarak iki gruba ayrilir. Sekonder ITP nedenleri arasinda otoimmiin hastaliklar, viral
infeksiyonlar ve ilaglar yer alir (20). Aslinda sekonder ITP, primer ITP digindaki biitiin immiin
trombositopenileri kapsar. Trombositopenilerin patofizyolojik olarak siniflandirilmasi Tablo-



1°de verilmistir (21). ITP hastanin yasina, hastaligin siiresine ve beraberinde baska hastaliklarin
var olup olmamasina gore smiflandirilir. Buna gore yeni tam1 konmus (Akut) ITP; tamidan
itibaren ilk 3 aylik dénemi, (Persistant-inat¢1) ITP; tanidan itibaren 3-12 aylarda olup spontan
remisyona girmeyen veya tedavi kesildiginde remisyonda kalamayan olgular1, kronik ITP
tanim1 ise 12 ay veya daha fazla siiren olgular i¢im kullanilmaktadir. Uluslararas1 uzlasi

raporuna gore belitrlenen ITP tanimlamalar1 Tablo-2’de gosterilmistir (22).

Tablo-1 Trombositopeni simflandirilmasi (21)

l)TROMBOSiT YAPIM BOZUKLUKLARI
A) Kalitsal nedenler
-Konjenital amegakaryositik trombositopeni
-Trombositopeni ve radius yoklugu (TAR)
-Amegakaryositik trombositopeni ve radyoulnar sinostoz (ATRUS)
-X’e bagli anemi ve siddetli trombositopeni (GATA 1 defekti)
-Familyal trombosit eksikligi/akut myeloid 16semi
-Wiskott Aldrich sendromu (WAS)
-MYH9 geniyle iliskili makrotrombositopeni sendromlar:
-Montreal trombosit sendromu
-Bernard-Soulier sendromu
B) Kazanilmis nedenler
-Aplastik anemi (AA)
-Myelodisplastik sendrom (MDS)
-Infiltratif durumlar (16semi, lenfoma, solid tiimérler)
-Osteopetrozis
-Nutrisyonel eksiklikler (demir, folat, vitamin B12, anoreksi)

-lag veya radyasyon iliskili trombositopeniler
-Neonatal hipoksi veya plasental yetmezlik
2)TROMBOSIT YIKIM FAZLALIGI
A) Primer Trombosit Tiiketim Sendromlari
a) Immiin trombositopeniler
-Akut ve kronik ITP
-Otoimmiin hastaliklar
Siklik trombositopeni
Otoimmiin lenfoproliferatif sendrom (ALPS)
Sistemik lupus eritematozus (SLE)
Evans sendromu
Antifosfolipid antikor sendromu
-Neoplazi iliskili immiin trombositopeni
-HIV iligkili trombositopeni

-Neonatal immiin trombositopeni [alloimmiin, otoimmiin (6rn: maternal ITP)]
-Ilaca bagh immiin trombositopeni (6rn: heparin)
-Post-transfiizyon purpura
-Post-transplant trombositopeni
-Allerji ve anaflaksi
b) Immiin olmayan trombositopeniler
-Enfeksiyona bagli (bakteriyemi, fungemi, viral, protozoal enfeksiyonlar)
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Tablo-1 Trombositopeni simflandirilmasi (21) ( devam)

-Trombotik mikroanjiyopatik durumlar
Hemolitik {iremik sendrom (HUS)
Trombotik trombositopenik purpura (TTP)
Kemik iligi nakli ile iliskili mikroanjiyopati
flaca bagli mikroanjiyopati
-Konjenital kalp hastalig1 veya kalp kapag: protezine bagli trombositopeni
-Dogrudan trombositlere etkili ilaglara bagli (ristosetin, protamin)
-Tip 2B von Willebrand hastaligi (vWH) veya trombosit tipi vVWH
B) Kombine trombosit ve fibrinojen tiiketim sendromlar:
a) Yaygm damar i¢i pihtilasma (DIK)
b) Kasabach-Merritt sendromu
c) Viriis iliskili hemofagositik sendrom
3) SEKESTRASYON
A) Hipersplenizm
B) Hipotermi
C) Yanik

Tablo-2 Uluslar arasi uzlasi raporu ITP tanimlamalar: (22)

Yeni tant <3ay

Israrci 3-12 ay

Kronik >12 ay

Agir [la¢ dozunu arttiracak, ek tedavi veya miidahale gerektirecek derecede

klinik bulgu veren kanama

Direngli Splenektomi sonrasi agir ITP varlig

Yanitsiz Trombosit sayisinin baglangic degerinin iki katindan diisiik veya
<30x10° olmast1

Yanit 7 giin araya Olgiilen 2 ayr1 trombosit degerinin baslangi¢ degerin iki
katindan yiiksek ve >30x10° olmasi

Tam yanit 7 giin araya dlgiilen 2 ayr1 trombosit degerinin >100x10° olmasi

Insidans

ITP hakkinda literatiirde yer alan ¢alismalarim farkli toplumlarda, farkl1 yas gruplarinda
ve farkli trombosit sinir degerleri temel alinmasi neticesinde genis bir insidans oran1 mevcuttur.
Terrel ve ark. (23) 2010 yilinda yaptig1 ¢aligmada ortalama ITP tam yas1 56, kadin/erkek orani
1.7 ve yillik insidans ise 3.2/100.000 kisi olarak belirtilmistir. Amerika’da Maryland eyaletinde
yapilan diger bir ¢alismada ise, ITP insidans1 4,5-10,5/100.000 kisi ve kadin/erkek orani 1,9
olarak bildirilmistir (24).




Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hematoloji poliklinik
ve kliniginde 1991-2012 yillart arasinda immiin trombositopeni tanist ile izlenen 216 hasta
incelendiginde, hastalarda tani aninda ortalama yas1 42,3, kadin/erkek orami 2,7 olarak
saptanmustir . Yillik insidansi 2,9/100.000 olarak bulunmustur (25).

Patofizyoloji

ITP’li hastalarm kanimi kendine ve saglikli géniilliilere enjekte ederek trombositopeni
gelisebildigini gdsteren Harrington ve arkadaslar1 ITP hastalarinin kaninda trombosit yiizeyinde
bulunan bazi antijenlere karsi gelismis otoantikorlar oldugunu deneysel olarak ispatlamaya
calismislardir (26). Son birkag yildir ITP patofizyolojisine iliskin nemli mesafeler katedilmeye
baslanmistir. ITP'nin, patolojik olarak trombositlere karst olusmus antikorlardan,
megakaryopoez bozulmasindan ve trombositlerin T hiicre aracili yikimindan kaynaklandigi ve
de her patolojik mekanizmanin her hastada degisik sekilde rol oynadigi ortaya konmustur (27-
29). ITP'li eriskinlerin ¢ogunda altta yatan neden bulunamamaktadir . ITP'li hastalarin % 60 ile
% 70'inde trombositlere 6zgii immiinoglobiilin G antikorlar1 bulunmustur (30). Bu antikorlarin
cogunlukla trombosit yiizeyinde bol miktarda bulunan glikoprotein yapidaki GPIIb/Illa ve
GP1b/IX/V reseptorlerine karst oldugu gosterilmistir (31). Bu otoreaktif antikorlarin
hedefledigi epitop tiirii hastaligin seyrini etkileyebilmekte ve bazi aragtirmalar bu farkli antikor
tiplerinin klirens degisikligini farklilagtirabilecegini, megakaryopoezi baskilayabildigini veya
trombosit apoptozunu indiikleyebilecegini ileri siirmektedir (32-34). Antiplatelet antikorlar
bulunmayan bazi hastalarda trombosit yikimina neden olan anormal T hiicreleri bulunurken,
diger hastalarda otoantikor {iretimi ile sonu¢lanan T hiicre fonksiyon bozuklugu vardir (35,36).

Bazi ITP’li hastalarda Sitotoksik CD8 T hiicrelerinin trombositleri dogrudan
parcaladig1 ve kemik iliginde birikerek trombosit liretimini olumsuz etkiledigi bulunmustur
(37-39). Buna ek olarak, elde edilen veriler aktif ITP'li hastalarda regiilatuvar T hiicre
popiilasyonunda azalma, anormal sitokin profili ve bozulmus olan Th-1/Th-2 dengesinin var
oldugunu gostermektedir. Bunlarin hepsi, altta yatan bagisiklik bozukluguna isaret etmekte
olup vyeni terapiler igin olast hedefler olarak goziikmektedir (40). ITP'li hastalarin
megakaryositleri normal olmayip elektron mikroskobik incelemelerde; anormal apoptoz ve ITP
hasta plazmasi ile yapilan hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinda megakaryosit biiyiimesinde bozulma
gosterilmistir (41). ITP'li hastalarda serum trombopoetin diizeyleri hafif derecede yiikselmis
olup thrombopoetin (TPO) reseptor agonistlerinin basarisi, bu gézlemleri bir dereceye kadar

dogrulamaktadir (42). Yeni ¢alismalarda karacigerde yer alan, trombosit sayisi ile regiile olan
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ve trombosit klirensini saglayan Ashwell-Morrell reseptdr (AMR) sistemi kesfedilmistir (43).
Hastalik disinda dolasimda uzun siire bulunan yaslanmis trombositler yiizeylerinde bulunan
siyalik asiti kaybederler. Bu trombositler daha sonra AMR tarafindan taninarak dolasimdan
temizlenir. AMR tarafindan yapilan bu temizleme, TPO haberci RNA {iretimini uyararak
megakaryopoez iizerine etkide bulunur. AMR sistemi TP de yeni terapi hedeflerinden biri gibi
goriilmektedir (44).

Tam

ITP tanis1 sekonder trombositopeni nedenlerinin dislanmasi ile konulur. Sekonder
immun trombositopeninin baslica sebepleri Tablo-3 de yer almaktadir (20). ITP hastalarinda
kanama bulgular1 disinda fizik muayene normaldir. Cevresel kan yaymasinda l6kosit ve
eritrositer seriye ait patoloji saptanmaz. izole trombositopeni mevcuttur. 2009 yilinda agiklanan
uluslararasi uzlasi raporunda H.pylori, HCV, HIV, direk Coombs testi ve kan grubunun dahil
oldugu tetkikler Onerilmistir. Kemik iligi incelemesi yeni tani almis 60 yasin tizerindeki
bireylerde ve olas1 baska patolojileri dislamak igin 6nerilmistir. Ates yiiksekligi, kilo kaybi,
terleme gibi semptomlar ve belirgin lenfadenomegali, hepatomegali, splenomegali gibi bulgular
beklenmez. Bunlarin varliginda tan1 yeniden gozden gegirilmeli ve lenfoproliferatif

hastaliklarla iligkili immiin trombosit yikim1 gibi alternatif tanilar 6n planda diistiniilmelidir

(45).

Tablo-3 Sekonder immiin trombositopeni sebepleri (20)

Otoimmiin hastaliklar: Antifosfolipid sendrom, Sistemik lupus eritematozus

Immiin yetmezlik sendromlari: “Yaygin kombine immiin yetersizlik” ve diger immiin
yetersizlikler

Ilaglar, asilama, Infeksiyonlar: Sitomegaloviriis, H. Pylori, HCV, HBV, HIV, CMV, Varisella
Zoster

Lenfoproliferatif hastaliklar: kronik lenfositik 16semi, lenfomalar

Kemik iligi Transplantasyonu, Solid Tiimoérler

H. pylori: Helikobakter Pylori; HCV: Hepatit C virus; HIV: Human Immunodeficiency Virus; CMV:
Citomegaloviriis




Klinik Ozellikler

Hastalik genellikle sinsi baglangi¢ch olup yetiskinlerde kronik bir seyir izlemektedir.
Hastalarin biiyiik bir kismi1 asemptomatik olup rutin kan tetkikleri sirasinda tan1 almaktadirlar.
Hastaligin belirti ve bulgular1 trombosit sayisti ile iligkilidir. Hastalik belirtileri arasinda siklikla
petesi, purpura, ekimoz, epistaksis ve agiz i¢i biilloz kanama odaklar1 izlenebilmektedir. Nadir
de olsa hayati tehdit eden asikar gastrointestinal, genitoliriner ve intrakranial kanama
gozlenebilmektedir. Agir kanama siklig1 yas ve komorbiditelerle birlikte artabilir. Hayati tehdit
edici kanama riskleri arasinda; trombositopenin siddeti, ge¢irilmis kanama Oykiisii, major kafa

travmasi ve kronik ITP varlig1 belirtilmistir (46).

Tedavi

Immun trombositopeni tedavisinde hedef, hastada meydana gelebilecek major
kanamalar1 Onleyecek giivenli trombosit diizeyine ulagmaktir. Immiin trombositopeninin
baslangic tedavisi ile ilgili farkli literatiir ¢alismalar1 bulunmakta olup eriskinlerde tedavi
baslamayi gerektirecek esik trombosit degeri tartismalidir (20). Genel anlamda tedavi baglama
siirini belirleyen hastanin kanama bulgular1 ve kanama ciddiyetidir. Cogunlukla tedaviye
baglamak i¢in 30.000/mm?® esik deger olarak kabul edilmektedir. Trombosit degeri
>30.000/mm? olan ve herhangi bir kanama bulgusu saptanmayan hastalar kanama riskini
artiracak olasiliklar agisindan degerlendirilmeli ve eger bir kontrendikasyon yok ise tedavisiz
izlenmelidir. Trombosit degeri <30.000/mm?* olanlarda veya trombosit degeri >30.000/mm?
olup anlamli kanama bulgusu izlenen hastalarda tedaviye baslanmalidir. ITP igin tedavi karar1
verilirken, ciddi kanama varligi, tedaviye yanit hizi ve olast yan etkiler goz oOniinde
bulundurulmalidir (20,47).

Birinci basamak tedavi

Birinci basamak tedavide ilk tercih ilag kortikosteroiddir. Diisiik doz (1 mg/kg metil
prednizolon) ve yliksek doz (500-1000 mg metil prednizolon veya 40 mg/giin deksametazon)
kortikosteroid olmak tizere iki tedavi rejimi mevcut olup bu iki rejimde cevaplar benzer
bulunmustur (48). Ne yazik ki bu ilaglarin yan etkileri hizla belirginlesmekte ve Onemli
komplikasyon yaratmaktadirlar. Zamanla kortikoidosteroidlerin yan etkileri yararlarindan daha

agir basmaktadir. En Onemli komplikasyonlar1 kilo artisi, kan sekerinde ylikselme,
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hipertansiyon, psikoz ve osteopenidir. Bir ay kortikosteroid tedavisi kullanan hastalarda cevap
yok ise, tedavi kesilmelidir (49).

ITP tedavisinde hizli etki gosterdikleri igin, cerrahi veya dogum gibi invaziv
prosediirlerden 6nce ya da acil durumlarda intravendz immunglobulin (IVIG) ve Anti-Rh
siklikla kullanilmaktadir (50). IVIG birgok merkezde 1 veya 2 giin boyunca 1 g/kg/giin
verilmektedir (51). Plazmadan tiiretilen bir iiriin olan IVIG'in kullanimiyla virus bulas1 teorik
bir risktir. Hepatit C viriisliniin tanimlandigi 1990 It yillardan bu yana HIV, Hepatit C veya
varyant Creutzfeldt-Jakob hastaliginin bulas1 bildirilmemistir (52). Kortikosteroid kullanimi
icin kontrendikasyon bulunmas1 halinde hasta Rh pozitif ise Anti-Rh kullanilabilir. Otoimmun
hemolitik anemisi mevcut ve hemoglobin diizeyi 10gr/dL olan hastalarda intravaskiiler

hemolize baglh semptomatik anemi gelisme riski nedeniyle Anti-Rh kullanimi kontrendikedir.

ikinci basamak tedavi

Kortikosteroid, IVIG veya Anti-Rh gibi birinci basamak ajanlarla cevap alinamayan
hastalarda tani1 tekrar g6zden gegirilerek trombositopeni yapabilecek diger durumlar
dislanmalidir. Yeni ajanlarin kullanima girmesine ve tedaviye yanit ile ilgili yeni bilgiler
olmasina ragmen birinci basamak tedavi altinda kanama bulgular1 olan, tekrarlayan veya israrci
ITP tanis1 olan hastalar igin tercih edilecek tedavi ile ilgili kamt diizeyi yiiksek bir 6neri

bulunmamaktadir (4,53).

Splenektomi diger bir tedavi secenegi olup komplikasyon oranlari, gesitli faktorlere
bagli olarak oldukg¢a degiskendir (54,55). Splenektomi yapilmadan 6nce hastalar aksesuar dalak
varligi agisindan arastirilmalt ve S. pneumoniae, H. influenza, N. Menengitidis gibi kapsiilli
bakteri enfeksiyonlarina karsi asilanmalidir (56). Splenektomi sonrasi erken donemde %80
oraninda yanit varken uzun siireli yanit oran1 %66 ya diismektedir (57). Tam remisyon
saglamasa da bir¢ok hasta splenektomi dncesinde oldugundan daha yiiksek trombosit degerine

ulagmaktadir (58).

Rituksimab romatolojik hastaliklarin tedavisinde tercih edilen Anti-CD20 monoklonal
antikoru olup ITP tedavisinde de tedavi tercihleri arasinda yer almaktadir. 375 mg/m? veya
haftalik 100 mg/4 hafta kiir verilebilecek tedavi segenekleridir (59). Hastalarin %60 1 tedaviye
yanit verir, bunlarin %40°1 tam yanit seklindedir (60). Rituksimaba yanit genellikle 1-2 hafta

sonra goriiliir ancak bazi hastalarda yanit son infiizyondan sonraki 2 aya kadar goriilebilir (61).
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Trombopoetin Reseptor Agonistleri (Trombomimetikler)

Immiin trombositopeni patogenezinde trombosit yikimmin yaninda antikor aracili
megakaryosit hasari, kemik iliginde efektif megakaryopoez baskilanmasi da trombositopeniye
katkida bulunmaktadir (62). Bu mantikla daha once gelistirilen rekombinant insan TPO
(rhTPO) tedavisi uygulamasi sonrasi trombosit sayisinda yiikselme elde edilmesine karsin
saglikli goniillilerde rhTPO ya karst antikor gelismesi sonrasi tiim klinik calismalar

durdurulmustur (63).

Romiplostim ve eltrombopag kronik iTP tedavisinde tercih edilebilen iki trombopoetin
reseptor agonistidir (TRA). Bu ilaglarin trombopoietin reseptoriine baglanmasi sonras1 JAK-
STAT ve mitojen-aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
aktiflenmesi ile trombosit iiretimi artar. Bu ilaglarin trombosit sayisini belirgin sekilde

arttirmalarmin yaninda yan etkileri nedeniyle dikkatle kullanilmalar1 6nerilmektedir (64,65).

Romiplostim; rekombinant fiizyon proteini olup TPO reseptor antikorudur (66). Cilt alti
enjeksiyon seklinde uygulanir, baslangi¢ dozu haftada bir 1 mcg/kg dir. Istenen trombosit sayisi
elde edilinceye kadar haftalik dozu maksimum 10 mcg/kg olacak sekilde 1mcg/kg seklinde
tedrici arttirilir. Stiphelenilen ciddi yan etkiler kemik iliginde retikiilin lif artis1, 16semik blast
sayisinin proliferasyonunda artis ve tromboz olmakla birlite romiplostimin yan etki siklig

diisiik gibi goziikmektedir (67-69).

Eltrombopag; TPO reseptoriine baglanip hiicre ici JAK-STAT ve MAPK yolaklarini
aktive ederek trombosit iliretimini arttiran peptit dis1 molekiildiir. (65,70,71). Glinde bir kez oral
olarak verilmesinin, kronik ITP'li hastalarda etkili ve giivenilir oldugu bulunmus olup dozu 25-
75 mg /glin diir (72-74). Sik goriilen yan etkileri hafif orta siddette transaminaz yiiksekligi ve

nazofarenjit gibi list solunum yolu enfesiyonlaridir (74).

Uciincii basamak tedavi

Ilk basamak tedavilere direncli yetiskin ITP hastalarinda; siklosporin A, azatiyoprin,
danazol, siklofosfamid, dapson, mikofenolat mofetil ve kombine kemoterapotik ilaglar
seklinde tedavi rejimleri bulunmaktadir. Bununla birlikte literatiirde bu tedavilerle ilgili farkli

merkezlerin az sayida hasta ile ilgili klinik deneyimleri mevcuttur.
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MEGAKARYOPOEZ VE KEMOKINLERIN TROMBOSIT
FiZYOLOJISINDEKi ROLU

Trombosit iiretiminde basrol oynayan hiicre megakaryosit olup myeloid seriden kdken
almaktadir. 20. ylizyilin baslarinda Wright trombositlerin, megakaryositlerden psédopodlar
araciligr ile kemik iligine dokiildiiklerini bulmus ve trombosit sayisindaki degisikliklerin
megakaryosit sayisi ile iligkili oldugunu belirtmistir (75). Trombosit sayis1 viicudun ihtiyacina
gore artip azalabilmektedir. Megakaryositlerin ortalama ¢ap1 20-25 mikron ve hacmi 4700 +
100 fL’dir. Her bir megakaryosit yaklastk 1000-3000 arasi bir sayida trombosit
tiretebilmektedir. Eriskin megakaryosit hiicreleri siklikla polipoid yapidadir ve 2-32 kat fazla
diploid DNA bulundurur (76,77). Bu polipoid yap1 hiicreye fonksiyon kazandirict 6zellikler
kazandirmakta olup gen amplifikasyonu ve protein sentezi arttikca megakaryositte de
biiylimeye yol agmaktadir. Megakaryosit hiicresinin ylizey membrani trombositinki ile aynidir.
Megakaryositer seriye farklilasmada ilk basamak megakaryosit yiizeyinde glikoprotein (GP)
reseptor IIb/111a, GPIb ve kollajen reseptorlerinin olugsmaya baglamasidir (78,79). Megakaryosit
hiicre membran1 katlantili olup trombositlerin salinim sirasinda ylizey membranlarini

megakaryositten alirlar (80).

Trombositler sitoplazmik &zelliklerini kaynaklandigi megakaryositden koken alir.
Graniiler cisimcikleri ve baz1 bilesenleri megakaryosit tarafindan olusturulmakta iken bazi
granill bilesenleri de hem megakaryosit hem de trombositler tarafindan plazmadan alinir.
Trombositlerdeki bu graniillerde ¢esitli trombosit proteinleri ve biiylime faktorleri yer alir. Bu
graniiller icinde yer alan; transforme edici faktor-beta, platelet-derive biiyiime faktorii (PDGF),
trombosit faktor-4 (PF4) ve von Willebrand faktorii megakaryosit tarafindan sentezlenerek
graniile aktarilir (81). Diger proteinler trombosite plazmadan IIb/Illa reseptor araciligiyla

endositoz ya da pinositoz ile geger.

Megakaryosit farklilasma ve olgunlasma asamalarimin tiimiinde trombopoetin
molekiilii etkindir. Megakaryosit koloni olusturucu iinite (Meg-CFC) hiicrenin biiyiimesini
uyararak apopitozu inhibe eder ve olgunlasmay1 siirecini saglar. GATA-1 eritroid,
megakaryosit, eozinofil ve mast hiicrelerinde eksprese edilen bir transkripsiyon faktorii olup
JAK2 ve STAT-1 ile iligskili olup IF-gamma/STAT1 sinyalizasyonu ile megakaryopoezi
uyardigi ve bu sebeple inflamatuvar hastaliklarda ortak bir yolla trombositoz goriildigi

diistinilmektedir (82). Stromal derive faktor 1 (SDF1/CXCLI12) gibi kemoatraktanlar
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megakaryositlerden metalloproteinaz {iretimini indiikleyerek migrasyon ve trombosit
tiretiminde onemli rol alirlar (83,84). Deneysel hayvan caligmalarinda TPO’nun kemokin
araciligiyla megakaryosit olgunlagsmasi ve trombopoez olusumu i¢in uygun bir mikrogevre
olusumuna katkida bulundugu gosterilmistir. Megakaryositlerin biiyiik fragmanlar1 dolasimda
yikilarak trombositleri olusturur. Son yillarda molekiiler teknolojide kullanima girmis Cre-LoX
rekombinasyon teknigi ile megakaryositler flouresan ile isaretlenerek hareketleri gozlemlenmis
ve akcigerlere go¢ ederek burada olgunlasma siirecini tamamlayip trombosit salinimini

gerceklestirdigi anlagilmistir (85).

Karacigerden sentezlenen trombopoetin molekiilii megakaryopoezi uyardiktan bir siire
sonra dolagimdan uzaklastirilir. Rezidiiel miktarda kalan TPO molekiilii megakaryositlerin
bazal uyarisini teskil eder. Hayvan deneylerinde hepatosit hiicresi iizerinde bulunan Ashwell-
Morell reseptorleri (AMR) yaslanmus/siyalik asidini kaybetmis trombositleri baglayarak lizise
ugrattigl gozlemlenmistir. AMR ile bir kez baglandiktan sonra JAK-STAT yolu aktive olarak
hepatik TPO mMRNA sentezini arttirir ve boylelikle TPO sentezi artar. TPO Klirensini ve bazal
diizeylerini dolagimdaki trombosit c-mpl reseptor sayisi belirlemektedir. Trombosit tiretimi
azaldiginda, trombosit sayis1 ve C-mpl reseptor miktar: ve bununla korele olarak da TPO klirensi
azalir. Bunun sonucu olarak da TPO konsantrasyonu artararak megakaryosit tiretimi uyarilir.
Bunun tam tersi oldugunda yani trombosit kitlesi arttiginda c-mpl reseptdr miktart ve TPO
Klirensi artar, TPO konsantrasyonu diiser ve de megakaryosit tiretimi azalir. Ek olarak
sitotoksik T hiicrelerinin dogrudan megakaryosit viabilitesini inhibe etmesi ve trombosit

tiretimini azaltmasi s6z konusudur (86,87).

KEMOKINLER VE KLINiK ONEMIi

Kemokinler hiicre yiizeylerinde bulunan uygun kemokin reseptorleri araciliiyla
kemotaktik aktiviteyi farkli 16kosit tiplerinde uyaran ve lokosit trafiginin diizenleyen kiiciik
proteinlerdir. Yapisinda bulunan sistein dizilimine gére CC, CXC, CX3C ve C olmak iizere 4
alt gruba ayrilmaktadir (6). Kemokinlerin hiicresel gorev dagilimini saglamalarinin yaninda
sitokin tiretimi ve Th-1/Th-2 dengesini saglayarak bagisiklik mekanizmasinda da 6nemli rol

almaktadir (88). Tablo 4’te kemokin ailesi ve reseptorleri yer almaktadir (6).

Kemokinler birden ¢ok reseptdrii uyarabilmekte ve ayni sekilde reseptorler birden ¢ok

kemokin tarafindan uyarilabilmektedir. Kemokinlerin reseptorleri aktive etmesi ile birlikte
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hiicre i¢inde birbiriyle iligkili farkli yolaklar harekete gegirerek uyarilan reseptor tiiriine gore;
protein sentezi, inflamatuvar yanit, antijenin sunumu veya hiicre kemotaksisi ger¢eklesir. Sekil-

1’de kemokin reseptor yolaklar1 ve uyart mekanizmalar1 gosterilmistir.

Tablo-4 Kemokin ailesi (6)

Sistemik ad1 Reseptorii

CC kemokin / reseptor ailesi CCL1(1-309) CCRS, R11
CCL2 (MCP-1, MCAF) CCR2
CCL3 (MIP-1a/LD78a) CCR1,R5
CCL3L1 (LD78p) CCR5
CCL4 (MIP-1pB) CCR5
CCL4L1 CCR5
CCL4L2 CCR5
CCL5 (RANTES) CCR1, R3, R4, R5
CCL6 (C-10) CCR1,R2,R3
CCL7 (MCP-3) CCR1,R2,R3
CCL8 (MCP-2) CCR1, R2, R5, R11
CCL9 (MRP-2/MIP-1y) CCR1
CCL10 (MRP-2/MIP-1y) CCR1
CCL11 (Eotaxin) CCR3
CCL12 (MCP-5) CCR2
CCL13 (MCP-4) CCR1,R2, R3, R11
CCL14 (HCC-1) CCR1
CCL15 (HCC-2, Lkn-1) CCR1,R3
CCL16 (HCC-4, LEC) CCR1
CCL17 (TARC) CCR4
CCL18 (DC-CK1, PARC) Bilinmiyor
CCL19 (MIP-3B, ELC) CCR7,R11
CCL20 (MIP-30, LARC) CCR6
CCL21 (6Ckine, SLC) CCR7,R11
CCL22 (MDC, STCP-1) CCR4
CCL23 (MPIF-1) CCR1
CCL24 (MPIF-2, Eotaxin-2) CCR3
CCL25 (TECK) CCR9, R11
CCL26 (Eotaxin-3) CCR3
CCL27 (CTACK, ILC) CCR2, R3, R10
CCL28 (MEC) CCR3, R10

C kemokin / reseptor ailesi XCL1 (Lymphotactin) XCR1
XCL2 (SCM1-b) XCR1

CXC kemokin / reseptor ailesi CXCL1 (GROa, MGSA-a) CXCR2N R1
CXCL2 (GROB, MGSAR) CXCR2
CXCL3 (GROy, MGSAY) CXCR2
CXCL4 (PF4) CXCR3
CXCLA4L1 (PF4V1) CRCR3
CXCL5 (ENA-78) CXCR1, R2
CXCL6 (GCP-2) CXCR1, R2
CXCL7 (NAP-2) CXCR2
CXCLS8 (IL-8) CXCR1, R2
CXCL9 (Mig) CXCR3
CXCL10 (IP-10) CXCR3
CXCL11 (I-TAC) CXCR3
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Tablo-4 Kemokin ailesi(6) (Devam)

CXCL12 (SDF-10/B) CXCR4, R7
CXCL13 (BLC, BCA-1) CXCR3, R5
CXCL14 (BRAK, bolekine) Bilinmiyor
CXCL15 Bilinmiyor
CXCL16 (SR-PSOX) CXCR6
CXCL17 (VCC1, DMC) Bilinmiyor
CX3C kemokin/reseptor ailesi CX3CL1 (Fractalkine) CX3CR1

Kemokinler

cogalmasi

Sagkalim Faktorleri Nérotransmitterler, Blylime Faktorleri Ekstraselliiler
(IGF1) Hormonlar (TGF, EGF) Matriks
J (Interldkinler, serotonin) J |
L RTKJ “ GPRC L RTKJ Va —
(oSSl N\ = L ‘ N integrinler
| \ Ras <
G proteini
PI3K — ]
= J Kinazlar,
= V
5 = ~- NEKB MEKK,|MAPK,MKK
= o 7
= g[ o | JAKlar
2 el
& STAT3,5
\ Gen
Dizenlenmesi
Apoptoz
Hicre

Sekil-1 Kemokin iliskili hiicre i¢i sinyal yolaklari

Timor nekroz faktor reseptor iliskili faktorler (TRAFS), Timor nekrozis faktor (TNF)
stiper ailesi ve Toll / IL-1 reseptor (TIR) ailesi iizerinden hiicre 6liimii, hayatta kalma ve
bagisiklik yanitlarinda belirgin biyolojik fonksiyonlara sahip adaptor molekiillerdir. Bugiine
kadar TRAF aile bireyleri (TRAF1-7) timii memelilerde tespit edilmistir (89). Tim TRAFlar,
yaklasik 200 amino asit uzunlugunda, TRAF alan1 adi verilen olduk¢a korunumlu bir C-
terminal alanina sahiptir. TRAF etki alani, reseptorlere baglanma, homo-veya heterodimerler
olusumu Ve bir¢ok hiicre i¢i protein ve sinyal molekiilii ile etkilesime aracilik eder (90,91).

TRAF-6 etki mekanizmasi ve hiicre ici yolaklar Sekil-2 de gosterilmistir (92).
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Sekil-2 TRAF-6 etki mekanizmasi ve sinyal yolaklari (92)

Makrofaj inflamatuar protein-3 alfa ( MIP-3a) veya exodus-1 olarak da bilinen CCL 20
arastirmacilar tarafindan biyoinformatik teknikler kullanilarak kesfedilmistir. Kemokinler ve
reseptorleri arasindaki etkilesimler ¢ogu zaman spesifik olmamasina ragmen istisnai olarak
CCL20’ye spesifik tek bir kemokin reseptorii olarak CCR6 tanimlanmistir. Bu CCR6-CCL20
ligand reseptor etkilesiminin selektivitesi kemokinlerin diizenlenmis fonksiyonel rollerine
isaret etmektedir (93). CCL20 ekspresyonu endotel hiicreleri, nétrofiller, dogal 6ldiiriicti (NK)
hiicreler, Th17 hiicreleri, B hiicreleri gibi bagisiklik hiicrelerinin yani sira kolon, pankreas,
mide, prostat, testis, rahim serviks ve normal deri dokusunda da bulundugu gozlenmistir.
CCL20’nin indiiklenebilir dendritik hiicrelerin adaptif bagisiklik yanitinda arabulucu islev
gorerek immiin sistemin aktivasyonunda kritik bir rol aldig1 ortaya konulmustur (94).

CCL21 ve CC kemokin reseptorii 7 (CCR7), bagisiklik ve toleransa katkida bulunan T
hiicrelerini ve dendritik hiicreleri lenfoid organlara yonlendirmede 6nemli bir rol oynamaktadir.
CCRY reseptorii, cesitli bagisiklik hiicrelerinde ve ¢ogu kronik olarak iltihapli organlarda
gorildiikleri i¢in inflamatuar sitokinler olarak diisiiniilen CCL19 ve CCL21'e dogru hiicre
goctinli destekledigi diistiniilmektedir (95). CCL19, CCL21 ve reseptoriiniin; dokulardaki
lenfosit ¢ikisi, yiiksek benzer antikor yanitlari, sekonder lenfoid organogenezisi, bellek ve T

hiicre diizenleyici gibi ¢ok sayida rolii vardir. CCR7 / CCL19 / CCL21 ekseni, antijen sunan
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hiicreler ile antijen spesifik lenfositler arasindaki iliskiye yardimci oldugu ve etkili adaptif
bagisiklik yanitinda 6nemli bir rol oynayarak gerekli anatomik mikrogevreyi kurguladigi
diistiniilmektedir (96).

CCLI18 yaklasik 15 yil once kesfedilmis olup o donemde pulmoner aktivasyon
diizenleyen kemokin (PARC)/makrofaj enflamatuvar protein-4 (MIP-4)/dendritik hiicre-
kemokin 1 (DC- CK1) /alternatif makrofaj aktivasyonu ile iliskili CC-kemokin-1 (AMAC-1)
gibi farkli terminolojik isimlerle adlandirilmistir (97). CCL18, hiicre i¢i kalsiyum
mobilizasyonu ve aktin polimerizasyonunu saglayarak; kemotaktik yanit, fibroblastlarda
kollajen iiretiminin uyarilmasi, monositlerde M2 fenotipine maturasyonu ve adaptif diizenleyici
T hiicrelerinin tiretilmesi gibi gesitli biyolojik fonksiyonlara aracilik ettigi belirlenmistir (98-
101). CCL18’in dolasimda normalde ve g¢esitli hastaliklarda yiiksek konsantrasyonlarda
olabildigi gosterilmistir. Bu nedenle CCL18’in homeostatik siire¢lerde rol oynayabilecegi
diisiincesinin yaninda ¢esitli maligniteler, fibrotik akciger hastaliklar1 ve inflamatuar eklem ve
deri hastaliklart dahil olmak iizere bir¢ok hastalikta da rol alabilecegi diistiniilmektedir
(90,102,103). CCL18'in kemokin reseptorii CCR3 ile etkilesimi ve yakin zamanda CXCR4'e
bagli yanitlarin azalmasina neden oldugu gosterilen kemokin benzeri reseptor, G protein
reseptor 30 (GPR30) ile modiilator aktivitesi bildirilmigtir. CCL18'in CCR3 araciligiyla CCL11
ve CCL13 ile uyarilan hiicresel alim1 engelledigi ve CCL5, CCL15 ve CCL26 gibi diger CCR3
agonistlerinin kemotaktik yanitlarini inhibe ettigini bildiren gozlemler de mevcuttur. CCR3
tizerindeki molekiiler etki mekanizmasii incelenerek, CCLI18'in fonksiyonel analizlerde
yarismali bir antagonist gibi davrandigini gosterilmistir. CCL18, CCR1, CCR2, CCR4 ve
CCRS5 aracilt kemotaktik yanitlar ¢esitli ligandlar1 engelleyebilitken CCR7 ve CCR9 aracilt
tepkilerin yan1 sira CXC reseptdrleri CXCR3 ve CXCRS iizerinde herhangi bir inhibe edici

aktivite g6zlenmemistir (104).

Literatiirde ¢okca bahsi gecen ancak gilinlimiizde yeni yeni immiinitedeki rolleri ortaya
konmaya baglanan kemokin ailesinden olan CCL18, CCL20, CCL21 ve TRAF6’nin otoimmiin
bir hastalik olan ITP patogenezinde bir rolleri olup olmadigimi bu ¢alisma ile arastirmayi

amagladik.
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GEREC VE YONTEMLER

Tez calismamiza bolgesel etik kurulundan alinan onay sonrasi (Ek1) 2016-2017 tarihleri
arasinda 85 ITP tanis1 konulan hasta ve 85 bilinen hastaligi olmayan, ilag tedavisi almayan 18
yas Ustii, benzer yas ve cinsiyetteki goniilliiler aydinlatilmis onamlar1 alinarak dahil edildi.

Hasta grubumuzun tedaviye olan yanit degerlendirmesinde son giincellemesi
19/07/2011 tarihinde yaplan Uluslararasi Tromboz Hemostaz Birligi (ISTH) tarafindan
belirlenen; tedavi sonrasi 7 giin araya dlgiilen 2 ayr1 trombosit degerinin >100x10° olmas1 “Tam
yanith”, 7 giin araya 6l¢iilen 2 ayr1 trombosit degerinin baslangi¢ degerin iki katindan yiiksek
veya >30x10° olmas1 “Yanitli ”, trombosit sayisinin baslangic degerinin iki katindan diisiik

veya <30x10° olmas1 “Yanitsiz” seklinde belirlenen tanim ve olgiitleri baz almmustir.

Hasta dahil edilme ve dislama Kriterleri:

Primer immiin trombositopeni tanis1 almis olmak. Sekonder oldugu goézlenen immiin
trombositopeniler (Ornegin romatolojik hastaliklar seyrinde gelisen trombositopeniler) calisma
disinda birakilmistir.

Akut immiin trombositopeni tanisi almis olmak, kronik takipteki hastalar ¢alismaya
dahil edilmemistir. Bunun nedeni, kronik ITP tanili hastalarin kortikosteroid gibi immiin
diizenleyici ilaglar1 takip siirecinde kullanmis olmalar1 ve bunlarin kemokin diizeylerine etki
edecegi diisiincesidir.

Gelisinde eritrosit sedimentasyon hiz1 ve akut faz reaktanlarindan rutinde bakilan C-
reaktif protein diizeyleri yliksek olan hastalar ¢aligmaya dahil edilmemistir. Bunun nedeni,
calismamizda kemokin diizeyleri bakildigindan bunlar yiikseltebilecek diger nedenlerin

dislanmasi1 hedeflenmistir.
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CALISMA AYRINTILARI

Hastalarin ¢alismaya dahil edilmesi ardindan kan sayimlari icerisindeki parametreler
kayit edildi. Eritrosit sedimentasyon hizi ve C-reaktif protein diizeyleri not edildi. Fizik
muayene bulgularindan splenomegali, lenfadenomegali var ise not edildi.

Kanama degerlendirmesinde son giincellemesi 19/07/2011 tarihinde yaplan
Uluslararas1 Tromboz Hemostaz Birligi (ISTH) tarafindan belirlenen kanama degerlendirme
6lgegi ile major ve mindr kanama belirlendi (105).

Hasta ve saglikli goniilliilerden antikoagiilan madde i¢cermeyen kuru tiipe kan alindi.
10.000 devirde 15 dakikalik soguk santrifiij ardindan ayrilan serum -86 derecede calisma
giiniine dek saklandi. Kanlarin toplanmasi ardindan ELISA yontemi ile hedef molekiiller olan
CCL18, CCL20, CCL21 ve TRAF6 diizeyleri kitler igerisindeki caligma prensiplerine gore
olgiildii.

(Human MicroElisa kitleri. Marka: Sunred Bio Ydntem: Double Antibody sandwich
enzyme-linked immunosorbet. Elisa Okuyucu: Radim marka Alisei model cihazin okuyucusu

Elisa Yikayict: Radim marka Alisei model cihazin yikayicisi)

ISTATISTIKSEL CALISMA

Veriler IBM SPSS programi Versiyon 20 kullanilarak degerlendirildi. Yas, cinsiyet ve
genel ozellikler i¢in tanimsal istatistik yapildi. Siklik ve ortanca degerlendirmeleri yapildi.
Kemokin diizeyleri yapilan Kolmogorov-Smirnov testi ile normal dagilima uyup uymadiklari
incelendi. Normal dagilima uymadiklar tespit edildiklerinden Mann-Whitney analizi yapildi.
Pearson korelasyon ve nonparametrikler i¢in Spearman rho kullanildi. Anlamlilik ve
korelasyon katsayilar1 degerlendirildi. Trombosit sayilarinin alt gruplar1 i¢in Anova ve ¢oklu
Post hoc analizler kullanildi. Bunlar arasinda Tukey HSD, LSD ve Bonferroni analizleri

kullan1ldi. Homojen alt gruplar i¢in Tukey HSD yapildu.
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BULGULAR

Calismamiza 85 hasta ve yas, cinsiyet, benzer bilinen bir kronik hastalig1 olmayan ve
ila¢ kullanmayan 85 saglikli kontrol dahil edilmistir. Cinsiyet olarak hasta grubunda 65 kadin
20 erkek hasta var iken, kontrol grubunda da benzer sekilde 65 kadin 20 erkek bulunmakta idi.
Yas ortalamasi hasta grubunda 45,72 (22-87) yil, kontrol grubunda 47,68 (20-72) idi. Hasta
grubundaki yas ve cinsiyet dagilimi Sekil 3’de, her iki gruptaki cinsiyet dagilimi Sekil-4’de

Ozetlenmistir.
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Sekil-3 Hasta grubundaki yas ve cinsiyet dagilimi
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CINSIYET DAGILIMLARI
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Sekil-4 Calismadaki hasta-kontrol grubunda cinsiyet dagilim

Hastalarin gelis sikayetlerinde kanama ele alindiginda, 61 hastada mindr ya da major
kanama gorilmistiir (%71,8). Petesi 52 (%61,2), purpura 51 (%60), ekimoz ise 52 hastada
saptanmistir (%61,2). Mukozal kanamalara iliskin degerlendirmede; 14 hastada dis eti
kanamasi (%16,5), 8 hastada burun kanamasi (%9,4), 5 hastada gastrointestinal kanama (%5,9)

ve 10 hastada genitotiriner sistem kanamasi (%]11,8) goriilmistiir.

Eslik eden kronik hastaliklar (hipertansiyon, diyabet, serebrovaskiiler hastalik gibi), 6
hastanin kronik hastalik dykiisii oldugu gozlenmistir (%7,1). Bunlar igerisinde 2 hastada tip 2
diyabet, 3 hastada hipertansiyon, 2 hastada romatoid artrit, 1 hastada ise serebrovaskiiler

tikayici hastalik oldugu gézlenmistir.

Gelis laboratuvar degerleri ele alindiginda, kan sayiminda ortalama hemoglobin diizeyi
12,54 g/dL (4,4-17,4), ortalama Idkosit sayis1 8708/mm?® (3470-19620), ortalama trombosit
sayis1 18647/mm3 (1000-92.000) ve ortalama trombosit hacmi (MPV) ortalama degeri 10,6
(6,7-36) fL olarak izlenmistir. Ayirici tan1 i¢in gerekli olan laboratuvar verileri incelendiginde,
antiniikleer antikor pozitifligi 15 hastada gézlenmistir (%17,6). Lupus antikoagulani 2 hastada

gozlenmistir (%2.4).

Tedaviler ele alindiginda, 12 hasta tedavisiz izlenmistir (%14,1). Gelisindeki kanama
bulgusunun aciliyeti nedeni ile 26 hastaya intravenéz immiinglobulin tedavisi verilmistir

(%30,6). Tedavi yanit giinlerine bakildiginda agirlikli olarak trombosit sayisinin 50.000/mm3
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tizerine ¢ikisi, giivenli trombosit diizeyi olarak ele alindiginda ortalama 3 giinde oldugu (£2

giin) gozlenmistir.

73 hastaya kortikosteroid tedavisi (1 mg/kg metilprednizolon; %85,9) verilmistir. Bu
hastalarin 49’u tam yanith (%57,6), 12 si parsiyel yanitli (%14,1) ve 12 si yanitsiz (%14,1)
izlenmistir. 9 hastaya steroid direnci nedeni ile splenektomi uygulanmistir (%10,6). Hastalarin
tedavi-dagilim kiimesi Sekil-5 ve tedavi-dagilim grafigi Sekil-6’da gosterilmistir. Splenektomi
olan hastalarin tanidan splenektomiye kadar olan tedavi siiresi medyan 6 ay olarak bulunmustur.
Takibinde relaps nedeni ile 5 hasta eltrombopag tedavisi almistir (%5,9). Tedavi ve yanit

oranlar1 Sekil 7 ve 8’de 6zetlenmistir.

35
steroid
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Sekil-5 Hasta tedavi-dagilhim kiimesi
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Sekil-6 Tedavi-dagihm grafigi
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Tedavi yaniti
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Sekil-8 Tedavi-yamit verileri ( steroid/steroid-+ivig)
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Dokuz hastada tedavi ile iligkili komplikasyon izlenmistir (%10,6). Bunlar arasinda 4
hastada steroide bagli miyopati, 4 hastada diyabet ve 1 hastada da psikotik ndbet gelistigi

gozlenmistir. Tedavi ile iligkili infeksiyon 1 hastada izlenmistir.

Hasta grubunda ortalama gelis hemoglobin diizeyi 12,5 g/dL (4,4-17,4), ortalama
16kosit sayis1 8708/mm3 (3470-19620), ortalama trombosit sayis1 18640/mm3(1.000-92.000),
ortalama MPV 10,6 fL (6,7-36) olarak gozlenmistir. Hasta grubunda ortalama TRAF6 diizeyi
2348 pg/mL (522,2-6913,2), ortalama CCL18 diizeyi 132,97 ug/mL (39,23-329,64), ortalama
CCL20 diizeyi 55,02 pg/mL (8,12-111,55) ve ortalama CCL21 diizeyi ise 3006,74 pg/mL
(861,34-7057,64) bulunmustur. Hasta grubu kemokin diizeyleri Sekil-9 da gosterilmistir.

Hasta

3500
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1500

Ortalama degerler

1000

CCL-18 CCL-20 CCL-21 TRAF-6

Kemokin

Sekil-9 Hasta grubu kemokin diizeyleri

Kontrol grubunda ortalama gelis hemoglobin diizeyi 13,37 g/dL (10,9-17,4), ortalama
16kosit sayist 8600/mm3 (4100-11200), ortalama trombosit sayis1 253.800/mm3(103.000-
424.000), ortalama MPV 9,1 fL (7,3-12,4) olarak gozlenmistir. Kontrol grubunda ortalama
TRAF6 diizeyi 25,57 pg/mL (6,5-911,0), ortalama CCL18 diizeyi 116,53 ug/mL (55,81-
290,61), ortalama CCL20 diizeyi 76,6 pg/mL (19,26-2428,0) ve ortalama CCL21 diizeyi ise
2476,26 pg/mL (1155,93-7889,31) bulunmustur. Hasta ve kontrol grubunun karsilatirmali

kemokin diizeyleri Sekil-10’da gosterilmistir.
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KEMOKIN DUZEYLERI
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Sekil-10 Karsilastirmal hasta-kontrol kemokin diizeyleri

Hasta grubu ve saglikli gruptaki kemokin diizeyleri istatistiksel olarak Kolmogorov-
Smirnov testi ile normal dagilima uymadigindan ANOVA analizi yapilmistir. TRAF6 diizeyi
hasta ve kontrol grubunda istatistiksel anlamli olarak farklilik saptanmistir (p=0,000) Gelis
trombosit degeri 30 bin altinda olan gruptaki TRAF6 diizeylerinin kontroller grubu giiclii
anlamli farkliik TUKEY analizi ile gosterilebilmistir (p=0,000).

Kemokin diizeyleri kendi igerisinde iliskisine yonelik yapilan korelasyon analizinde
olduk¢a yiiksek katsayr (r% -,665) ile incelemeye alinan 4 kemokin birbiri ile iligkili

bulunmustur. Hasta ve kontrol grubu kemokin diizey ortalamaar: Tablo-5’te gosterilmistir.

Tablo-5 Hasta ve kontrol grubu ortalama kemokin diizeyleri

Kemokin Hasta ( n:85) Kontrol (n:85)
TRAF6 2348 pg/mL 25,57 pg/mL
CCL18 132,97 ug/mL 116,53 ug/mL
CCL20 55,02 pg/mL 76,7 pg/mL
CCL21 3006,74 pg/mL 2476,26 pg/mL
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Hasta grubunda trombosit degerlerine gore 0-25.000/mm3, 26-50.000/mm3, 51-
75.000/mm3 ve 76-100.000/mm3 olarak yapilan dortli gruplama ile kemokin diizeyleri
arasinda yapilan analizde trombosit sayis1 diistiikce TRAF6 diizeyinde anlamli bir yiikseklik
gbzlenmis, bu yiikseklik en siddetli olarak trombosit sayis1 tedavi ihtiyaci doguran grup olan 0-
25.000 aras1 olan grupta izlenmistir. TRAF6 ve diger kemokin diizeylerinin trombosit sayilari

ile olan anlamlilik diizeyleri Tablo-6’da gosterilmistir.

Tablo-6 Kemokin diizeylerinin trombosit degerleri ile iliskisi

p degeri
TRAF6 >100 bin 75-100 bin 0,292
50-75 bin 0,005
25-50 bin 0,000
25bin alti 0,000
CCL18 >100 bin 75-100 bin 0,890
50-75 bin 0,923
25-50 bin 0,953
25bin alti 0,642
CCL20 >100 bin 75-100 bin 1,000
50-75 bin 0,997
25-50 bin 0,955
25bin alti 0,996
CCL21 >100 bin 75-100 bin 0,947
50-75 bin 1,0
25-50 bin 0,719
25bin alti 0,384
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TARTISMA

Immiin trombositopeni, etyolojisi ve patogenezi heniiz tam olarak aydimlatilmamis olan
ve antikor aracili trombosit yikiminin s6z konusu oldugu diisiiniilen bir otoinflamatuvar
hastaliktir. Trombosit yikimi ile sonuglanan bu yanitin genetik ya da edinsel faktorler ile
uyarildigi, genellikle viral olmak iizere infeksiyonlar ve immiin homeostazin bozuldugu
otoimmiin hastaliklar ve lenfoid malignitelerin edinsel sebepler arasinda sayilabilecegi
bildirilmektedir. Viral infeksiyonlar seyrinde trombosit antijenleri ile ¢apraz reaksiyonlarin
(molekiiler benzerlik ile) ITP’ye yol agabilecedi, bakteriyel infeksiyonlar seyrinde ise
lipopolisakkaritler gibi bakteriyel antijenlerin trombosit yiizeyine tutunarak trombositi
fagositozun hedefi haline getirdigi diistiniilmektedir. Toplumda sik goriilen bakteriyel
infeksiyonlardan Helikobakter pylori infeksiyonunun molekiiler benzerlik, immiin yanita neden
olma ya da CagA/VagA gibi bu bakteriye 6zgii proteinlerin adeta bir antijen gibi immiin sistemi

uyardigi ve boylece trombosit yikimina neden oldugu 6ne siiriilmektedir.

Immiin dengedeki degisiklikler, cevresel ortamda self-tolerans azaltarak self-reaktif
antikorlarin gelisimine yol acarak ITP patogenezinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir.
Antifosfolipid antikor sendromu, sistemik lupus eritematozus, kronik lenfosittik 16semi ve diger
diisiik dereceli lenfoproliferatif hastaliklar ve otoimmiin lenfoproliferatif sendrom seyrinde
gozlenen immiin reaksiyonlar sayilabilir. Bunun yaninda, temel immiinolojik ¢alismalar ile T
hiicrelerinin TP patogenezindeki rolii artik giindeme gelmektedir. T hiicre aracili sitotoksisite
ve diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) nicelik ve niteliksel olarak farklilig1 baskilayic1 6zellik

gdsteren Treg hiicrelerinin saglikli bireylere kiyasla ITP hastalarinda daha az sayida oldugu ve
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rituksimab gibi tedaviler sonrasinda klinik yanit alinan hastalarda bu Treg hiicrelerinin
sayilarinin normale donmesi, bu fikri destekleyen bulgular olmustur (106). Trombosit yiizey
glikoproteinlerine karsit CD4+ helper T hiicrelerince yonetilen bir antikor iiretiminden, dalak
makrofajlarinin ise majér antijen sunan hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Her ne kadar
trombositlere karsi gelisen oto-antikorlarin patogenezdeki yeri iizerinde durulsa ve tedavide bu
diisiince ile basarili olsa dahi antikorlarin klinik olmadan da varolmasi (epifenomen olarak)
nedeni ile ITP hastalarin hepsinde anti-trombositer antikorlar gosterilememektedir ve bu

nedenle giintimiizde her hastada arastirilmasi 6nerilmemektedir (107).

Gerek immiin sistemin aktive edilmesi, gerekse de baskilanmasi seklinde diizenleyici
fonksiyonu olan Treg’lerin immiin sistemde Forkhead transcription factor FOXp3 adi verilen
faktdr ile immiin sistemi asir1 immiin yamittan korudugu gdsterilmistir. Immiin disregiilasyon
olarak adlandirilan immiindisregiilasyon poliendokrinopati enteropati X’e bagh sendromda

(IPEX) Foxp3 eksikliginin sorumlu oldugu gosterilmistir (108).

Immiin trombositopeni etyopatogenezinde trombositlerin cesitli nedenler ile
isaretlenerek immiin sisteme tanitilmasi ve toleranstan ayrilmasi bilgilerinin yaninda immiin
sistemde antijen sunumu, antikor sentezi ve sonrasinda fagositoz ile neticelenen bu siirecte
haberci molekiiller olarak kemokinler karsimiza cikmaktadir. Kemokinler daha Once de
belirtildigi gibi, protein yapil, kiiciik ve kemotaktik sitokinlerdir (109). Ilettikleri sinyaller ile
anjiogenez, hematopoez ve l16kosit trafigi gibi immiin sistem i¢in her biri hayati 6nem arz eden
yollarda rol oynamaktadir. Sinyalleri yedi transmembran G-protein eslesmis reseptor araciligi
ile iletilen kemokinlerin yalnizca immiin sistemin aktive edilmesi degil, immiin yanitlarin
hafifletilmesi ve inflamasyonun toparlanmasi gibi siireglerde de rol oynadig: diistiniilmektedir.
Tablo 4’te Ozetlenen kemokin ailesi ile ilgili bu genel bilgiler 1s18inda inflamatuvar
hastaliklarda sitokinler ve kemokinlerin rolii tahmin edilebilir olmak ile birlikte, bu roliin ortaya
konmasina iligkin bircok hastalikta kemokinlerin varligi ve fonksiyonlar1 arastirilmaktadir
(110). Ornegin, tip 1 diyabet, romatoid artrit, lupus nefriti, psoriyazis ve sistemik skleroz gibi
bir¢ok kronik, inflamatuvar ve otoimmiin hastalikta IL-1 ve IL-6’nin upregulasyonu gdsterilmis
durumdadir. TNF alfa’nin da bir¢ok inflamatuvar hastalikta gerek hastalik patogenezi gerek ise
bolgesel hastalik bulgularindaki rolii artik iyice yerlesmistir. Biz de sistemik bir inflamatuvar
tablo olan ITP’de patogenezde trombositlerin otoimmiin bir sekilde yikildiginin, trombosit
iiretiminde esasen bir patoloji olmadig: bilgisi ile 6zellikle lenfosit kemotaksisinden sorumlu
olan kemokin diizeylerinin patogenezde rol oynayacagi hipotezi iizerinde durduk.

Calismamizda TRAF6, CCL18, CCL20 ve CCL21 kemokinleri incelendi ve belirgin etkinin
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TRAF6°da oldugu gozlendi. TRAF6’nin 6zellikle trombosit sayis1 30 bin/mm? altinda olan
hastalarda, trombosit sayis1 30-100 bin/mm?® olan hastalar ile daha belirgin olarak saglikli
kontroller arasinda istatistiksel anlamli diizeyde degistigi gézlenmistir (p=0,000). Tedavi
ihtiyact dogan grupta TRAF6 yiiksekliginin belirgin sekilde anlamli izlenmesi ITP
patogenezinde oOnemli yeri olabilecegi diisiincemizi dogrulamakta ve tedavi ihtiyacini

ongorebilecek bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir

Bir serin/treonin kinaz olan IRAK1 molekiiliiniin TLR/ILIR’linden bir sinyal alarak
bunu NF-KB’ya ilettigi bilinmektedir. IRAK1 molekiilii fosforile olarak aktive olmakta ve
TRAF6 molekiiliine baglanmaktadir. Bu baglanma neticesinde NFKB niikleer translokasyonu
baslatilabilmektedir. Inflamatuvar hastaliklarda bu yolagin var oldugu ve etkin oldugu
caligmalarca gosterilmistir (111,112). Hematolojide onemli olan ve genetik bilesenlerinin
tizerinde duruldugu bir prekanser6z hastalik olan miyelodisplastik sendromda IRAK1/TRAF6
kompleksinin ilettigi yolagin aktive oldugu ve bu kompleksin inhibe edilmesinin bir tedavi
hedefi olabilecegi iizerinde durulmaktadir (113). TRAF6 ile aktive olan NFKB yolaginin
mukoza iligkili lenfoid dokuda (MALT) T cell reseptér (TCR) yanitinda rol oynadigi
bilinmektedir (114). MALT dokudaki bu TRAF6-NFKB aktivasyon iliskisi ile hematolojide
mukozal lenfoid doku ile iligkili hastaliklarda 6zellikle H. pylori iliskisinin daha ayrintili
incelenmesinin yararli olacag: goriisiindeyiz. TRAF6’nin T hiicre sinyalizasyonu disinda, B
hiicre sinyalizasyonunda da rol oynadigi, B hiicrelerinde CD40 ve TLR9 yolaginda etkin oldugu
goziikkmektedir. Bunun klinik 6nemi, otoinflamatuvar hastaliklarda ¢evresel B lenfositlerde
ozellikle CD27 pozitif B lenfositlerde inflamasyonu artirici bir rol oynadigi gosterilmistir (115).
Lenfositlerden farklilagsan bir monoklonal plazma hiicre hastalig1 olan multipl myelomda yine
TRAF6/NFKB yolag: aktif bulunmus ve bir tedavi hedefi olabilecegi iizerinde durulmustur
(116). Yine bir bagka myelom-kemik hastaligi konulu ¢alismada TRAF6 diizeyini azaltarak
CD14 pozitif monositlerden osteoklast hiicrelerine farklilasmanin inhibe edildigi, RANKL
yolunun uyarildigi ve bdylece kemik rezorpsiyonunun azaltildigi gosterilmistir. Hematolojik
maligniteler disinda solid timorlerde de (6zofagus, mide kanseri, hepatoselliiler kanser gibi)
kanser TRAFG iliskisini inceleyen daha temel bilimsel ¢alismalarda TRAF6’nin mitokondride
p53 translokasyonunu, apopitozu ve tiimor supresyonunu kisitladigi, boylece bir bekgi gorevi
iistlendigi ve tiimor gelisimi ya da ilag direnci gibi mekanizmalarda rol oyanayabilecegi
tizerinde durulmaktadir (117-120). Calismamizda saglikli bireylerde TRAF6 diizeyinin oldukg¢a
diisiik oldugu gozlenmis iken, trombosit sayist azaldikca, 6zellikle tedavi ihtiyaci olan 30 bin

diizeyinin altinda TRAF6 diizeyinin oldukg¢a yiiksek oldugu gozlenmistir. Bunun olasi
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nedenleri arasinda lenfosit kemotaksisinin antikor aracili ve hiicresel immiinitenin uyarilmasi
ile bir trombosit yikimina yol actig1 ve immiin trombositopenide hemen daima aktive, biiylik
ve graniillii trombositlerin mevcudiyeti ile trombosit aktivasyonu ve trombositlerin immiin

hiicreler olduguna isaret ettigi kanaatindeyiz.

TRAF6 molekiilii ITP patogenezindeki inflamasyon-trombosit yikimi bilgisine ek
olarak trombositopenisi tedavi ihtiyaci olan hasta grubunda oldukc¢a yiiksek bulundugundan
ileriki ¢alismalarin destegiyle bir takip parametresi olarak ve TRAF6'nin inhibe edilmesi yolu
ile bir tedavi hedefi de olabilecegi goriisiindeyiz. ITP'de diisiik trombosit say1larinda dahi hayat:
tehdit eden kanama beklenmemekle birlikte kanama izlenen hastalarda TRAF6 diizeyinin
kanamasi olmayan hastalara kiyasla oldukca az sayida hasta ile yaptigimiz calismamizda
anlamli olarak yiiksek gozlemledik (p=0,000). Bu bilgi 1518inda TRAF6'nin kanama ile
seyreden ITP hastalarinda gerek bir tedavi hedefi, gerekse de takip parametresi olacag
kanaatindeyiz. Bu gozlemimizin daha yiiksek sayida hasta ile yapilabilecek caligsmalar ile
desteklenmesi ihtiyact oldugu goriisiindeyiz. Bundan sonraki basamaklarda yapilacak
calismalar ile IVIG tedavisinin TRAF6 diizeylerine etkisi, kortikosteroid tedavisinin ve TPO-
RA tedavisinin TRAF6 diizeylerine etkisinin de gozlemlenmesi ve arastirilmasinin ITP

kaynaklarina 6nemli bir katkida bulunacagi diisiincesindeyiz.
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Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji poliklinigine ve acil servise 2016-2017

yillar1 arasinda ayaktan basvuran, ITP tanist alan hastalarin serum sitokin (CCL18, CCL20,

CCL21, TRAF6) diizeylerinin ayni1 yas ve cinsiyet dagilimina sahip saglikli eriskinlerle

karsilastirilmast amagladigimiz ¢aligmamizda elde ettigimiz sonugclar su sekildedir;

1.
2.

© 0o N o O

11.

85 hasta ve 85 saglikli kontrol 6rnekleri kullanilmistir.

Cinsiyetler, hasta grubunda 65 kadin, 20 erkek, kontrol grubunda ise 65 kadin 20 erkek
olmak iizere benzerdir.

Yas ortalamasi hasta grubunda ortalama 45,72 (22-87) yil, kontrol grubunda 47,68 (20-
72) y1l idi.

61 hastada mindr ve major dahil olmak ile birlikte kanama gozlenmis, bunlarin 22
tanesi mukozal kanama, 15 tanesi major kanama olarak degerlendirilmistir.

15 hastada antiniikleer antikor (FANA) pozitif bulunmustur.

2 hastada lupus antikoagulani (DRVVT ve LA ile) pozitif bulunmustur.

Hasta grubunda 12 hasta ilagsiz takip edilmistir.

Intravenz immiinglobulin 26 hastaya uygulanmistir.

Eltrombopag 5 hastaya uygulanmustir.

.IVIG yanit giinii ortanca 3.giin olarak gdzlenmistir. Yamit, trombosit sayisinin

50.000/mm? iizerine ¢ikmasi olarak ele alinmustir.
Splenektomi olan hastalarin tan1 anindan splenektomiye kadar olan tedavi siiresi

medyan 6 ay olarak gézlenmistir.
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12.

13.

14.

15.

16.

17

18.

19.

20.

21.
22.

Gelis trombosit degeri hastalarda 30bin/mm?3

ve alti (tedavi ihtiyact dogurmasi
acisindan) ve 100bin-30bin arasi olmak tizere iki grup, ve saglikli kontroller de 3.grup
olarak ele alinmustir.

Hasta grubunda ortalama gelis trombosit sayis1 16.647/mm?>(1000-92.000), gelis MPV
10,6 fL (6,7-36) olarak gozlenmistir.

Hasta grubunda TRAF6 ortalama diizeyi 2348 pg/mL (522,2-6913,2), CCL18 diizeyi
132,97 ug/mL(86,24-1280), CCL20 diizeyi 55,02 pg/mL (8,12-111,55) ve CCL21
diizeyi ise 3006,74 pg/mL (861,34-7057,64) olarak saptanmustir (Sekil-8).

Kontrol grubunda ortalama gelis trombosit sayis1 253.800/mm? (103.000-424.000),
ortalama MPV 9,1 fL (7,3-12,4) olarak gbzlenmistir .

Kontrol grubunda ortalama TRAF6 diizeyi ortalama 25,57 pg/dL (6,5-911,0), CCL18
diizeyi 116,53 pg/dL (55,81-290,61), CCL20 diizeyi 76,6 ng/mL (19,26-2428,0),
CCL21 diizeyi ise 2476,26 ng/mL (1155,93-7889,31) olarak bulunmustur.

. Hasta grubu ve saglikli gruptaki kemokin diizeyleri istatistiksel olarak Kolmogorov-

Smirnov testi ile normal dagilima uymadigindan ANOVA analizi yapilmistir. Bu analiz
sonucunda TRAF6 diizeyi istatistiksel anlamli olarak hasta ve kontrol grubunda farkli
izlenmistir. TRAF6 diizeyi ile ilgili TUKEY analizi ile gelis trombosit degeri
30bin/mm? altinda olan gruptaki diizeyler saglikli kontroller ile anlaml1 derecede farkli
izlenmistir. Bonferroni analizi ile yine TRAF6 diizeyi trombosit degeri 30bin/mm? alt1
olan hastalar ile saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamlilik izlenmistir.
Kemokin diizeyleri ile yapilan korelasyon analizinde yiiksek korelasyon katsayisi ile
incelemeye alinan 4 kemokin birbiri arasinda iligkili bulunmustur.

Incelemeye alinan diger degiskenler olarak yas, gelis hemoglobin diizeyi, gelis 16kosit
diizeyi ele alindiginda kemokin diizeylerinin bu degiskenlerden etkilenmedigi gézlendi.
Immiin trombositopeni patogenezinde lenfosit kemoatraktanlarinn roliine iligkin
yaptigimiz ¢alismamizda kemokinlerden TRAF6 diizeyinin yiikselmesi ile trombosit
sayisinin diisiisii arasinda anlamli bir iliski gozlendi (r*: -,665). Diger kemokinlerin
diizeylerindeki artis ile trombosit sayisinda diisiis izlenir iken bu iligki istatistiksel
olarak anlamli bulunmad (p=0,000)

TRAF6 diizeyleri cinsiyet ile degismemektedir.

B hiicreli neoplazmlarin patogenezinde de rolleri gilincel ¢alismalarda vurgulanan bu

kemokinlerin tedavi ile iliskili degisiklikleri gdzlenmis oldugundan ITP tedavisinde bu
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kemokinlerin benzer immiin diizenleyiciler ile (bruton kinaz inhibitdrleri, fosfoinositol
3 inhibitorleri gibi) tedavi edilebilecegi gorlisiindeyiz.

23. Tedavi segeneklerinde trombopoetin mimetiklerin kontrendike olabilecegi ya da ciddi
istenmeyen etkilerin izlendigi durumlarda alternatif tedavi yontemleri olarak immiin
diizenleyicilerin kullanilabilecegi ve bu kemokinlerden &zellikle TRAF6’nin
metodolojik olarak kolay tespiti nedeni ile bir biomarker olarak kullanilabilecegi

gorisiindeyiz.
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OZET

Immiin trombositopeni (ITP) trombositlere karsi olusan otoantikorlarin trombosit
yikimini arttirmasi, T hiicre aracili immiin yikim ve kemik iliginde bozulmus megakaryopoez
sonucunda trombosit yasam siiresinde kisalma ve trombositopeni klinigi ile seyreden edinsel
bir hastaliktir. T hiicre aktivasyonu ve gd¢ii karmasik bir siire¢ olup bu siirecte bir dizi kemokin
ve kemokin reseptorii gérev alir. Kemokinler protein yapisinda kiiclik kemotaktik sitokinler
olup anjiyogenez, hematopoez, mast hiicresi degraniilasyonu, T hiicre farklilagmas1 ve lokosit

hareketliligi gibi bir¢ok alanda rol alirlar.

Calismamiza 85 ITP tanili hasta ve yas, cinsiyet, benzer bilinen bir kronik hastalig
olmayan ve ila¢ kullanmayan 85 géniillii dahil edildi. Sekonder ITP tanis1 olmasi, kronik ITP
tanis1 olmasi, basvuru aninda yiiksek ESR ve CRP diizeylerinin olmasi dislama kriterleri olarak
kabul edildi. Hasta ve saglikli goniilliilerden alinan kan 6rneklerinden, ELISA yontemi ile hedef
molekiiller olan CCL18, CCL20, CCL21 ve TRAF6 diizeyleri kitler icerisindeki calisma

prensiplerine gore dlgiildii.

Hastalarin yas ortalamasi 45,72 (22-87) yil olup, erkek/ kadin oran1 0.30 (20/65) idi. 61
hastada major veya mindr kanama goriildii (%71,8). Hayat1 tehdit edici kanama ise 5 hastada
gozlendi (%5,9). Hasta grubunda ortalama TRAF6 diizeyi 2348 pg/mL, CCL18 diizeyi 132,97
ug/mL, CCL20 diizeyi 55,02 pg/mL, CCL21 diizeyi ise 3006,74 pg/mL, kontrol grubunda ise
ortalama TRAF6 diizeyi 25,57 pg/mL, CCL18 diizeyi 116,53 ug/mL, CCL20 diizeyi 76,6
pg/mL ve CCL21 diizeyi ise 2476,26 pg/mL olarak Sl¢iildii.

TRAF6 diizeyinde hasta ve kontrol grubunda istatistiksel anlamli olarak farklilik

saptandt  (p=0,000). Hasta grubunda trombosit degerlerine gore 0-25.000/mm3, 26-
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50.000/mm3, 51-75.000/mm3 ve 76-100.000/mm3 olarak yapilan dortlii gruplama ile yapilan
analizde trombosit sayisi distiikce TRAF6 diizeyinde anlamli bir yiikseklik gozlendi. Bu
yiikseklik en siddetli olarak trombosit sayisi tedavi ihtiyact doguran grup olan 0-25.000 arasi
olan grupta izlendi. Bu iliskiye iligskin korelasyon katsayis1 oldukga yiiksek bulundu (r2: -,665).
ITP hastalarinda tedavi ihtiyaci dogan grupta TRAF yiiksekliginin belirgin sekilde anlaml
bulunmasi ITP patogenezinde énemli yeri olabilecegini dogrulamakta ve tedavi ihtiaycini
ongorebilecek bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak ITP hastalarinda TRAF6
diizeyinin trombosit sayisi ve hastalik seyrine etkisini gdsteren daha genis populasyonlu, ¢ok
merkezli, prospektif ¢alismalara ihtiyac vardir. Incelemeye alinan diger degiskenler olarak yas,
gelis hemoglobin diizeyi, gelis 16kosit diizeyi, splenomegali varligr ele alindiginda kemokin

diizeylerinin bu degiskenlerden etkilenmedigi gézlendi.

Anahtar kelimeler : ITP, Lenfosit kemoatraktanlari, TRAF6
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EVALUATION OF LYMPHOCYTE CHEMOATTRACTANT LEVELS
IN PATIENTS WITH IMMUNE THROMBOCYTOPENIA

SUMMARY

Immune thrombocytopenia (ITP) is an acquired disease characterized by thrombocyte
autoantibodies leading to increased platelet destruction, T-cell mediated immunodeficiency,
and impaired megakaryopoiesis. T-cell activation and migration is a complex process in which
a number of chemokines and chemokine receptors are involved. Chemokines are small
chemotactic cytokines with a protein structure and play a role in many essential pathways such
as angiogenesis, hematopoiesis, mast cell degranulation, T cell differentiation and leukocyte

mobilization.

The study included 85 patients with ITP diagnosis and 84 subjects with similar age and
gender who did not use any kind of medication or have chronic diseases. Exclusion criteria
were the presence of secondary of ITP, the presence of chronic ITP, and the presence of high
levels of ESR and CRP at the time of admission. From the blood samples obtained from patients
and healthy volunteers, the target molecules CCL18, CCL20, CCL21 and TRAF®6 levels were

measured by ELISA methods according to the working principles in the kit.

The mean age of the patients was 47.31 (22-87) and the male/female ratio was 0.30
(20/65). 61 patients had major or minor hemorrhage and life-threatening severe bleeding was
observed in only 5 patients. In the patient group, mean TRAF®6 level was 2348 pg/mL, CCL18
level 132,97 ug/mL, CCL20 level 55,02 pg/mL and CCL21 level 3006,74 pg/mL, in the control
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group TRAFG6 level was 25,57 pg/mL, CCL18 level 116,53 ug/mL, CCL20 level 76,6 pg/mL
and CCL21 level 2476,26 pg/mL which are statistically significant.

There was a statistically significant difference between patients and control group at
TRAFG6 levels (p = 0,000). Significant increased levels of TRAF6 were observed in the patient
group when the platelet count was lowered by the quartile grouping of 0-25.000 / mm3, 26-
50.000 / mm3, 51-75.000 / mm3 and 76-100.000 / mm3 according to thrombocyte counts. This
elevation was most severely observed in the group with the number of platelets from 0 to 25,000
which required treatment. In the treatment group of patients with ITP, the significant increase
in TRAF elevation in the treatment group confirms that there may be an important role in the
pathogenesis of ITP and the antagonism emerges as a parameter that can predict treatment
need. However, there is a need for multicenter, prospective studies with larger cohorts
regarding TRAFG in platelets with platelet count and disease progression. When the age, arrival
hemoglobin level, incident leukocyte level, splenomegaly were considered as the other
variables to be examined, it was observed that the chemokine levels were not affected by these

variables.

Key words: ITP, Lymphocyte chemoattractants, TRAF6
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Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiritilmesi, Trakya Universitesi
Tip Fakultesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’'nun Mart 2017 tarih ve 2017/60 sayil karari ile
onaylanmistir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden Once arastirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok 6nemlidir.

Arastirmaya katilim tamamen gondllilik ilkesine bagli olup katilmayi reddetmeniz herhangi
bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol agmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir yerinde
hicbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar kaybina yol
acmadan arastirmadan cekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da destekleyici
tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal glivenlik kurumunuza higbir mali ylk getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize karar
vermek icin lutfen biraz distindn.

e Arastirmanin bilimsel adi: immiin Trombositopenide lenfosit kemoatraktan diizeylerinin
degerlendirilmesi

e  Aragtirmanin anlagilabilir basit adi: Kan pulcuklari eksik/diisik saptanan hastalarda bazi
hiicresel protein dizeylerinin degerlendirilmesi

e  Sorumlu Arastirmacinin adi ve gérev yeri: Prof Dr Muzaffer Demir —i¢ Hastaliklari, Hematoloji
BD, Dr Veysi Asoglu, ic Hastaliklari ABD

e  Arastirmanin amaci: immun Trombositopeni hastalarinda tedaviye yénelik, tedavi etkinliginde
yenilik saglayacak molekiller tespit etmek

e  Arastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez ¢alismasi vb.): Tez Calismasi
e  Arastirmanin baslama tarihi ve 6ngoriilen siiresi: Mart 2017, 6 ay
e  Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: 85 kisi

e Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak lizere goniilliiye
uygulanacak yoéntem, girisim ve tedavilerin tiimi: Gondllilere herhangi bir girisim
uygulanmayacaktir

e  Arastirmanin deneysel kisimlari: Laboratuvar ortaminda hasta ve gonilli kanlarinda belirli
protein dizeylerine bakilacaktir.



Farkh uygulama ve girisimler icin gonillilerin arastirma gruplarina rastgele atanma olasiligi:
Yok

Katilimcinin arastirmaya dahil edilme nedeni: Otoimmiin hastaliklari bulunmamalari ve
calisma icin gonlli olmalari

Arastirmadan dogrudan goniillii icin beklenen yarar: Bulunmamaktadir
Goniilliniin sorumluluklan: Bulunmamaktadir

Goniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis veya siit
¢ocuklarinin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizliklar: Hayir, gebeler ¢alismaya
dahil edilmeyecektir.

Risklere karsi alinan 6nlemler: Herhangi bir risk bulunmamaktadir

Goniilliiye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarin olasi yarar ve
zararlari: Herhangi bir zarar bulunmamaktadir

Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak tedaviler:
Herhangi bir invaziv girisim yapilmayacagindan zarar beklenmemektedir

Goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Gondlli kisilerin rutin
hastaneye olan kontrollerinde rutin tahliller i¢in alinan kanlar kullanilacak olup gonill kisilere
herhangi bir mali kiilfet yiklenmeyecek veya ekstra bir 6deme, yemek yardimi, vs
yapillmayacaktir.

Goniilliiniin arastirmaya katiliminin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya nedenler:
Calismaya katilmayi istememesi halinde ¢alismaya alinmayacaktir.

Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi?: Yapilan calisma bir tez calismasi olup
gonullulere yonelik herhangi bir laboratuvar tetkiki/arastirma yapilmayacak oldugundan sonug
verilmeyecektir.

Gonlillilerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili herhangi bir
beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa gegebilecegi kisi ve
kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi: Gondllilerin rutin
kontrollerinde alinmis laboratuvarda calisiimis olup ¢ope atilacak olan kanlari calismada
kullanilacaktir. Herhangi bir beklenmedik olay beklenmemektedir

Goniillilerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaglarla kullanilacagi: Cope
atilacak kan numuneleri s6z konusu tezde kullanilacak olup artan miktarlar ¢cépe atilacaktir.

Goniillilerden elde edilecek biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma yapilabilmesi
icin onay: Herhangi bir genetik ¢calisma yapilmayacaktir.

“immun Trombositopeni tanili hastalarda lenfosit kemoatraktan diizeylerinin
degerlendirilmesi ” arastirmasi kapsaminda alinan biyolojik 6rneklerimin (kan);

I:I Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
I:I ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

I:I Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.



Yukarida agik¢a tanimlanan ¢aligmanin ne amagcla, kimler tarafindan ve nasil gergeklestirilecegi
anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildu.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana
anlatildu.

Aragtirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille
anlatildu.

Aragtirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana anlatildi.

Arastirmanin yiirtitiilmesi sirasinda olast yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim konusunda
24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in benden
ya da bagh bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret istenmeyecegi bana
anlatildu.

Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gerekce gostermeksizin istedigim
anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu caligmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir
bicimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiirlitiiciisii olan arastirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, caligma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni
calisma kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu'nun gerekli gordiigiinde,
gizliligimin korunmas: ilkesine uygun olarak, arastirma konusuyla iliskili orijinal tibbi
kayitlarima dogrudan erisimde bulunabilecegini biliyorum

llgili yasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacag,
kamuoyuna agiklanmayacagi; arastirma sonuglarinin bilimsel toplantilarda sunulabilecegi ya
da yayinlanabilecegi, ancak, bu tiir durumlarda kimligimin kesin olarak gizli tutulacagi bana
agiklandi.

Arastirma konusuyla ilgili olarak, ¢alismaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni bilgiler
elde edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme yapilacagi bana
acgiklandi.

Yukarida yer alan ve arastirmadan oOnce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Yukarida konusu belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
arastirmaci tarafindan yapildi.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak
katilmay1 kabul ediyorum.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nun tam imzali bir kopyasini aldim.



e  Goniilliiniin; (El yazist ile)
Adi- Soyads:
Imzasu:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarasi):

Tarih:

o Aciklamalar: yapan arastirmacinin
Unvani, Adi- Soyadi: (El yazisi ile)
Gorev yaptig1 boliim:
Imzasu:
Tarih:



