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OZET

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP), trombositopeni (trombosit sayisi
<100.000/mm”), plazmada antitrombosit antikorlarin varligi, trombosit yasam siiresinin
kisalig1 ve kemik iliginde megakaryositlerin artmasi ile karakterize ¢ocukluk ¢caginin en
sik karsilagilan edinsel trombositopeni nedenidir. Patogenezindeki esas neden trombosit
Omriiniin kisalmasidir. Buna neden olabilecek pek ¢ok faktdr one siiriilmiistiir. Oksidatif
etki, antioksidan mekanizma, apoptozis ve antiapoptozisin her birinin ayr1 ayr1 etkisi
oldugu tizerine ¢alismalar bulunmaktadir.

Calisma grubumuza ITP tanil1 45 hasta alindi. Tanidan itibaren ilk 3 ay iginde
trombositopenisi diizelen 23 olgu Grup I (Yeni Tan1 Konmus ITP), tanidan itibaren 12
ay veya daha uzun siirede tombositopenisi diizelmeyen 22 olgu Grup II (Kronik ITP) ve
bu tiim olgular1 igerenler Grup III (Toplam ITP) olarak belirlendi. Grup IV (Kontrol
Grubu) olarak solid tiimdr saptanan, bu nedenle kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi
yapilarak normal oldugu belirlenen 20 olgudan olusturuldu. Calismada retrospektif
olarak dosya kayitlar1 incelenerek hasta ve kontrol gruplar1 belirlendi. Bu olgularin
patoloji labaratuvarinda sakli parafin blok 6rneklerine ayr1 ayr1 girelin, Hsp70, Bcl-2 ve
Bax uygulandi. Boyanma yayginligi, boyanma siddeti ve boyanma skoru agisindan
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.

Kronik ITP’li olgularda girelin boyanma yayginlig1 ve boyanma skoru Yeni Tani
Konmus ITP’li olgulara gére; girelin boyanma siddeti ise Yeni Tan1 Konmus ITP ve
Kontrol Grubu'na gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).
Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Hsp70 ve Bcl-2 boyanma yaygmligi, boyanma
siddeti ve boyanma skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi
(p>0,05). Tiim ITP’li olgularda Kontrol Grubu'na gdre Bax boyanma siddeti istatistiksel
olarak anlaml derecede diisiiktii (p<0,05). Bax boyanma yayginlig1 ve boyanma skoru
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Bcl-2/Bax ve
Hsp70/Bax boyanma skoru oranlar1 bakimindan ¢alismaya dahil edilen olgular arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Ancak girelin/Bax boyanma
skoru oran1 Kronik ITP’li olgularda Yeni Tan1 Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).

Bir oksidan olan Bax parametresinin tiim gruplarda diisiik olmasi; antioksidan

parametreler olan girelin, Bel-2 ve Hsp70 parametrelerinden sadece girelin diistikligi
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ITP’deki olaylarm bir sonucu mu, yoksa nedeni mi oldugu arastirmaya agik bir
konudur. Bu bilgilerin 15181nda, trombositlerdeki yapisal ve fonksiyonel degisikliklerden
ve trombositopeni mekanizmasindan yalnizca antijen-antikor reaksiyonunu sorumlu
tutmanin yeterli olmadig1 diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Idiyopatik trombositopenik purpura, girelin, Hsp70, Bcl-2, Bax



ABSTRACT

THE EXPRESSION OF GHRELIN, HSP70, BCL-2 AND BAX PROTEINS IN
IDIOPATHIC THROMBOCYTOPENIC PURPURA AT BONE MARROW

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) is a syndrome that is characterized
by thrombocytopenia (thrombocyte count<100,000/mm3), the presence of
antithrombocyte antibodies in the plasma, a short thrombocyte lifecycle, and increased
megakaryocytes in the bone marrow. The main factor in its pathogenesis is the
shortening of the thrombocyte lifetime, and many studies have been conducted for this
purpose. There are studies that state that each of the factors such as oxidative effect,
antioxidant mechanism, apoptosis, and anti-apoptosis have individual effects.

Forty-five patients diagnosed with ITP were included in the current study.
Diagnosis to three-month, 23 cases in which thrombocytopenia improved were included
in Group I (Newly Diagnosis ITP) and during the twelve-month follow up period, 22
cases in which thrombocytopenia did not improve were included in Group II (Chronic
ITP) and all cases with ITP were included in Group III (Total ITP). Twenty cases in
which a solid tumor was detected and who had normal bone marrow aspiration findings
and biopsy were included in Group IV (Control Group). The bone marrow biopsy was
immunohistochemically evaluated in terms of diffusiveness of staining, severity of
staining, and staining score individually, in paraffin block samples by administration of

Bax, Bcl-2, Hsp70, and ghrelin.

In the chronic ITP group, the diffusiveness of staining and staining score with
ghrelin were significantly lower when compared to the acute ITP group, and the
severity of ghrelin staining was significantly lower when compared with acute ITP
group and the control group (p<0.05). There was no significant difference between the
study groups in terms of diffusiveness of staining, severity of staining, and staining
score with Hsp70 (p>0.05). There was no significant difference between the study
groups in terms of diffusiveness of staining, severity of staining, and staining score with
Bcl-2 (p>0.05). In all cases with ITP, the severity of Bax staining was significantly
lower than the control group (p<0.05). No statistically significant difference was

observed in terms of Bax diffusiveness of staining and staining score (p>0.05). No
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significant difference was found between the study groups in terms of ratios of Bcl-
2/Bax and Hsp70/Bax staining scores (p>0.05). However, the ghrelin/Bax staining score
ratio in cases with chronic ITP was significantly lower than the cases with acute ITP

(p<0.05).

Whether finding a low Bax value, which is an oxidant parameter, in all groups,
and finding only a low value of ghrelin among the antioxidant parameters such as
ghrelin, Bcl-2, and Hsp70, is a result or the cause of the events in ITP, is a subject of
discussion. In the light of this information, we believe that it is insufficient to consider
the antigen-antibody reaction to be responsible for the structural and functional changes

in thrombocytes and the mechanism of thrombocytopenia.

Key words: Idiopathic thrombocytopenic purpura, ghrelin, Hsp70, Bcl-2, Bax,
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1. GIRIS

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP) dolasimdaki trombositlerin yikiminin
artmas1 ile karakterize, kendi kendini sinirlayan; otoimmun, c¢ocukluk g¢aginin en sik
karsilasilan edinsel trombositopeni nedenidir (1). Idiyopatik trombositopenik purpura
patogenezi net degildir. Karmasik patogenezin oldugu heterojen bir hastaliktir.
Etyolojisinde oksidatif etki, antioksidan mekanizma, apopitozis ve antiapopitoz etkisi
oldugu bildirilmektedir (2- 4).

Oksidatif hasar otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Otoimmunite
sonucuyla gelistigi diisiiniilen ITP patogenezinde oksidatif stres ve serbest radikallerin
etkisi bulunmaktadir (2).

Girelin antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye sahiptir. Bcl-2/bax oranimm artirarak,
sitokrom ¢ salimmmmi Onleyerek; reaktif oksijen iirlinlerinin olusumunu inhibe ederek,
mitokondriyal transmembran potansiyelini stabilize ederek; kaspaz 3 aktivasyonunu inhibe
ederek antiapoptotik etki gosterir. Girelin Hsp70 ekspresyonunu uyararak apoptozisi
baskilar (5). Stresle indiiklenebilen molekiiler bir saperon olan Hsp70, proteinlerin
katlanmasinda ve protein homeostazisini devam ettirmede onemli bir role sahiptir. Hiicre
ic1t Hsp koruyucu fonksiyona sahiptir. Bu hiicre koruyucu fonksiyonu Hsp'nin antiapoptotik
ozelligi ile aciklanir. Hsp70 salinimi artmis 1s1, besinsel yoksunluk, agir metaller, oksidatif
stres ve viral enfeksiyonlar gibi faktorler tarafindan uyarilir. Apoptozisin hem ekstrinsik
hem intrinsik yolunu etkiler. Hsp70'in Bax translokasyonunu bloke ettigi gosterilmistir (6,
7).

Radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller
gibi uyaranlar apoptozisi tetikleyen pozitif sinyaller olarak rol almaktadir. Apoptozis;
antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan diizenlenir.
Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen ve protein bulunmaktadir.
Apoptozis Bcl-2 grubu dimerize proteinler tarafindan kontrol edilir. Bazi antiapoptotik
(bcl-2, bel-xl...) ve pro-apoptotik (bax, bad...) proteinler bu grupta yer almaktadir.
Calismalarda “Bcl-2/Bax” orani “6liim anahtar1” olarak degerlendirilmektedir (8-10).

Idiyopatik trombositopenik purpurali hastalarm en az %?20’sinde halen
antitrombosit antikorlar tespit edilememektedir. Bu durum ITP fizyopatolojisinde baska
mekanizmalar olabilecegini de diisiindiirmektedir. Otoantikor iiretimini baglatan faktorler

bilinmemektedir. Yeni tam1 konmus ve kronik ITP’nin patogenezinde farkh



mekanizmalarin  rol oynadigr gorislini  desteklemektedir. Elektron mikroskop
calismalarinda, ITP megakaryositlerinin %50-70’inde membran anormallikleri ve yaklasik
%78 inde apoptozisle ilgili anormallikler oldugu gosterilmistir (11).

Calismamizda tan1 ani yapilan kemik iligi biyopsisi parafin blok o6rneklerinde,
immunohistokimyasal olarak; girelin, Hsp70, Bcl-2 ve Bax boyamalar1 yapilarak
etyolojide suclanan oksidatif stres, apoptozis ve antiapoptozisin etkisi degerlendirilmek
istenildi. Bu sekilde ITP patogenezinde bu parametrelerin roliinii anlayarak ITP tan,
prognoz ve tedavisinde kullanilip kullanilmayacagi hakkinda yeni bir bakis agisi

kazandirilmak istenildi.
1.1. idiyopatik Trombositopenik Purpura

1.1.2. Genel Bilgiler

Trombositler megakaryositler tarafindan tiretilen 1-4 pm boyutlarinda ¢ekirdeksiz
hiicrelerdir. Ortalama yasam siiresi 7-10 giindiir. 1/3’ii dalakta, 2/3’li kan dolasiminda
bulunmaktadir. Ortalama trombosit hacmi (MPV) 8,9+1,5 fl degerindedir. Trombosit sayist
tiim yas gruplarinda 150.000-400.000/mm? arasinda degismektedir (1).

Trombositler primer hemostazin dnemli pargasini olusturur. Trombositopenisi olan
hastaya yaklasimda ozellikle oOykii ve fizik muayene primer hemostaz defektini
diistindiirmiiyorsa, oncelikli olarak diisiik trombosit sayisinin laboratuvar artefaktina bagl
olup olmadigi1 saptanmalidir. Trombositler 16kositlere yapisarak trombosit satellitleri adi
verilen kiimeler olusturabilirler. Bu da trombositleri, ger¢ekte olmadigi halde diisiik sayida
bulmamiza neden olur (1). Kan alinirken trombositlerin aktivasyonuna, enjektér ya da
tiipte trombositlerin agregasyonuna, megatrombositlerin sayillamamasima, etilen diamid
tetra asetik aside (EDTA) bagli trombositlerin in vitro agliitinasyonuna ya da trombosit
glikoprotein reseptorlerine baglanan eptifibatide, tirofiban, absiksimab gibi monoklonal
antikorlara bagli psddotrombositopeni goriilebilir. EDTA’ya bagh psddotrombositopent;
sitrat, okzalat ya da heparin gibi farkli antikoagiilanlar kullanilarak ya da parmak ve
topuktan alman Orne8in periferikk yaymasi incelenerek kanitlanabilir  (3).
Psddotrombositopeni erigkin hastalarda 9%0,9-2 oraninda goriiliir. Cocuklarda bu oran daha
diisiiktiir. Tespit edilmemesi gereksiz tetkik, tedavi ve maliyete neden olur. Ileri tetkik ve

tedavi gerekli degildir (12).



Tablo 1. Cocuklarda trombositopeninin patofizyolojik smiflamasi

I. Artmus trombosit yikimi (kemik iliginde normal ya da artmms megakaryositler, megakaryositik
trombositopeni)
A. Immun trombositopeniler
1. Idiyopatik
a. Immun (idiyopatik) trombositopenik purpura
2. Sekonder
a. Enfeksiyonun indiikledigi (HIV, CMV, EBV, sugigegi, kizamik, kizamikgik,
kabakulak, bogmaca, hepatit, parvoviriis B19; bakteriyel, tiiberkiiloz, tifo)
b. Tlaca bagh
c. Transfiizyon sonrasi purpura
d. Otoimmun hemolitik anemi (Evans sendromu)
e. Sistemik lupus eritematozus
f. Hipertiroidizm
g. Lenfoproliferatif hastaliklar
3. Neonatal immun trombositopeniler
a. Neonatal otoimmun trombositopeni
b. Neonatal alloimmun trombositopeni
c. Eritroblastosis fetalis — Rh uygunsuzlugu
B. Immun olmayan trombositopeniler
1. Trombosit tiiketimine bagl
a. Mikroanjiyopatik hemolitik anemi: HUS, TTP
b. Dissemine intravaskiiler koagiilasyon
¢. Viriise bagli hemofagositik sendrom
d. Kasabach-Merritt sendromu (dev hemanjiyom)
e. Siyanotik kalp hastaliklar1
2. Trombosit yikimina bagh
a. flaglar (ristosetin, protamin siilfat, bleomisin)
b. Enfeksiyonlar
c¢. Kardiyak (intrakardiyak defekt tamiri, prostetik kapak, sol ventrikiil ¢ikis
obstriiksiyonu )
d. Malign hipertansiyon
I1. Trombosit dagilim bozukluklari ve géllenme
A. Hipersplenizm (portal hipertansiyon, Gaucher, siyanotik konjenital kalp hastaliklari, enfeksiyon,
neoplazi)
B. Hipotermi




Tablo 1. (Devam) Cocuklarda trombositopeninin patofizyolojik siniflamasi

II1. Azalmis trombosit iiretimi-etkisiz trombopoez (kemik iliginde azalmis ya da eksik

megakaryositler-amegakaryositik trombositopeni )

A. Megakaryositlerin baskilanmasi ya da hipoplazi
1. Ilaglar (klorotiazid, Sstrojenler, etanol, tolbutamid )
2. Konstitiisyonel

a. TAR sendromu

b. Konjenital amegakaryositik trombositopeni

c. Amegakaryositik trombositopeni ile radio-ulnar sinostosis
d. Trombositopeni-korpus kallosum agenezisi sendromu

e. Paris-Trousseau sendromu

f. Rubella sendromu

g. Trizomi 13 ve 18

3. Etkisiz trombopoez

a. Megaloblastik anemiler (folat ve vitamin B12 eksikligi)
b. Agir demir eksikligi anemisi

c. Ailesel trombositopeniler

d. Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri

4. Kontrol mekanizmasi bozukluklar1

a. Trombopoietin eksikligi
b. Tidal trombosit disgenezisi
c. Siklik trombositopeniler

5. Metabolik bozukluklar

a. Metilmalonik asidemi

b. Ketotik glisinemi

c. Holokarboksilaz sentetaz eksikligi

d. izovalerik asidemi

e. Idiyopatik hiperglisinemi

f. Hipotiroid annelerden dogan ¢ocuklar

6. Herediter trombosit bozukluklari

a. Bernard-Soulier sendromu

b. May Hegglin anomalisi ve diger MYH-9 geni ile iliskili hastaliklar
c. Wiskott-Aldrich sendromu

d. Saf sex-linked trombositopeni

e. Mediterranean trombositopeni

7. Edinsel aplastik bozukluklar

a. Idiyopatik
b. flaglarn indiikledigi (doz iliskili: antineoplastikler, benzen, arsenik, mesantoin,

tridion, antitiroidler, antidiyabetikler, antihistaminikler, fenilbutazon, insektisidler, altin bilesikleri;
idiyosenkrazi: kloramfenikol)

¢. Radyasyonun indiikledigi
d. Viral enfeksiyonlara bagli (HIV, EBV, hepatit)

B. Kemik iligini infiltre eden durumlar

1. Benign (osteopetroz, depo hastaliklari)
2. Malign (16semi, myelofibroz, langerhans hiicreli histiyositoz, ndroblastom, solid timdr

metastazlari)




Trombositopeni, tipik olarak deri ve mukozalarda kanamaya neden olur.
Trombositopenisi olan ¢ocuk hastalar siklikla petesi, purpura ve epistaksis ile bagvururlar.
Ayrica hematiiri, menoraji ve gastrointestinal kanama ve nadir olmakla birlikte
intrakraniyal kanama goriilmektedir (13, 14).

Trombositopeni; trombositlerin asir1 yikimma, anormal dagilimina (dalakta
gollenme) ya da yetersiz yapimina bagli olabilir. Cocukluk c¢aginda goriilen
trombositopenilerin etyolojik siniflandirilmasi Tablo 1’de gosterilmistir (1).

Tablo 2. Immun trombositopeni meydana getiren ilaglar

Analjezikler Siilfonamid derivesi Diger
Asetilsalisilik asit ilaglar Alfa metildopa
Asetominofen Siilfometoksazol/trimeto Alprendol
Fenilbutazon prim Antazolin
Indometazin Siilfisoksazol Antilenfosit serum
Morfin Siilfadimidin BCG
Sulindak Asetozolamid Klordiazepoksid
Stibofen Klorpropamid Klorfenitamin
Fenoprofen Diazoksid Klortiazid
Antitiiberkiiloz ilaclar Furosemid Simetidin
Izoniazid Talbutomid Diatrizoat
Para-amino salisilik asit Antikonviilsan, sedatif, Digitoksin
Rifampin hipnotikler Altin tuzlar
Streptomisin Barbirtiiratlar Hidroklortiazid
Antibiyotikler Karbamazepin Heparin
Ampisilin Fenitoin Losetanik asit
Metisilin Etiklorvinol Levamizol
Penisilin Meprobamat Minoksidil
Sodyum sefalotin Parametadion Nitroprusid
Moksolaktam Primidon Oksiprenolol
Linkomisin Sodyum valproat Penisilamin
Gentamisin Benzodiazepin Prokainamid
Oksitetrasiklin Klonazepam Propiltiourasil
Novobiosin Diazepam Spironolakton
Pentamidin Cinchona alkoloidleri Vinilklorid
Vankomisin Kinidin
Amfoterisin B Kinin

Besinler

Bakla

1.1.3. Tanimlama

Idiyopatik trombositopenik purpura; trombositopeni, trombosit yasam siirelerinde
kisalma, plazmada antitrombosit antikor varligi ve kemik iliginde megakaryosit artis1 ile

karakterize bir sendromdur (1).



Idiyopatik trombositopenik purpuranm ilk klasik tanimlamasi 1735’te Alman sair
Paul Werlhof tarafindan yapilmistir. Werholf ‘belli bir olay olmadan aniden burundan ve
agizdan kanayan, yogun asir1 koyu kan kusan’gen¢ bir kadinda tariflemistir. Boyun ve
kollarda siyah mor goriiniimlii lekeler tespit ederek ’'morbus maculosus
hemorrhagicus’olarak tanmimlamis ve bu tammlamaya istinaden ITP ‘Werholf hastaligr’
olarak bilinmektedir (15). 1889’te Georges Hayem, trombositlerin kanda ol¢iimlerini
saglayan bir metod gelistirdikten kisa bir siire sonra hastada trombosit diizeyini
belirleyerek purpuranin trombositopeniye bagli oldugunu kanitlamustir (15, 16). idiyopatik
trombositopenik purpuranin immun mekanizmast ilk olarak 1951°de tanimlanmistur.
Trombositopenik hastalarin plazmasi1 saglikli kisilere transfiize edilerek bu kisilerde
trombosit diisiisii gosterilmis ve “trombositopenik faktor™ lin varligir kanitlanmistir (17).
Bu plazma faktoriiniin antitrombosit antikor oldugu; serolojik yontemlerle bu faktoriin
immiinglobulin G (IgG) oldugu gosterilmistir (18).

Kronik ITP’li hastalarda 1982'de trombosit yiizeyindeki glikoprotein IIbllla
(Gpllbllla)’ya karsi olusan otoantikorlarin varligi belirlenmistir (19). Idiyopatik
trombositopenik purpurali bir hastada ilk splenektomi 1916 yilinda Prag’da yapilmis ve
kronik ITP’li hastalarda en 6nemli tedavi yaklasimi olmustur (15, 16).

Eskiden ITP, trombositopeninin siiresine gdre akut, kronik veya rekiirren olarak
siniflandirilirdi. Yeni kilavuzlarda bu tanimlamalar sdyle yapilmaktadir (20).

a. Yeni Tam Konmus ITP: Trombositopeni siiresi tanidan itibaren ilk 3 aylik
donemi kapsar.

b. Persistan ITP: Tanidan itibaren 3-12 aylar arasinda hala remisyona girmeyen ve
ya tedavi kesildiginde remisyonda kalmayan olgular1 kapsar.

¢. Kronik iTP: Trombositopenisi 12 ay veya daha fazla siiren olgular bu grupta
tanimlanir.

Eski literatiirde 6 aydan uzun siiren trombositopenide kroniklesmeden bahsedilirdi.
Ancak 6-12 aylik siire i¢inde kronik diye belirtilen grubun biiyiik boliimii bir y1l civarinda
normal degerlere ulastigmin goriilmesi iizerine bu siire bir yila uzatilmistir. Ayrica kronik
ITP’de 5 yilda %30, 10 yilda %44 kendiliginden diizelme olasilig1 vardir. Eriskinlerde
kronik form, ¢ocuklarda yeni tan1 konmus form daha siktir. Cocuklarda ITP olgularmnimn
%85-90’1 yeni tan1 konmus tiptir. Vakalarin %15-20’si ise kroniklesir (1, 21). Idiyopatik

trombositopenik purpura altta yatan hastaligin olup olmamasina gére primer ve sekonder



olarak da siniflandirilabilir. Primer ITP bir dislama tanisidir. Trombositopeni yapan diger
nedenlerin bulunmadiginin gosterilmesi gerekir. Cocuklarda sekonder ITP ise nadir
olmakla birlikte en sik SLE ve HIV enfeksiyonu sonucu goriiliir (1, 20).

Idiyopatik trombositopenik purpuranin gercek goriilme sikligi bilinmemekle
birlikte y1lda 1/10.000 ¢ocukta goriildiigii kabul edilmektedir. Yeni tan1 konmus ITP tanis1
konan ortalama 10 vakadan birinin kroniklestigi, bu vakalarin da ¢ogunun spontan
remisyona girdigi ya da asemptomatik orta derecede trombositopeni ile seyrettigi
bilinmekte ve geriye kalan kronik semptomatik ITP olgularinm sikhiginm 1/250.000
oldugu bildirilmektedir (21, 22).

1.1.4. Epidemiyoloji

Idiyopatik trombositopenik purpura en sik 2-8 yas arasinda goriiliir. Bes yas
civarinda pik yapar. Her iki cinsiyet esit oranda etkilenir. Her iki cinsiyette esit siklikta
goriildiigi bilinmesine ragmen yapilan bazi ¢alismalarda erkek cocuklarda daha fazla
goriildiigii bildirilmektedir. Iki yasindan kiiciik cocuklarda goriilen ITP’ye infantil ITP
denilmektedir. Erkeklerde daha sik, enfeksiyon Oykiisii ve kroniklesme orani daha az,
klinik seyir daha agir ve tedaviye yanit daha kotiidiir. Infantil ITP nin erkeklerde daha sik
goriilmesinde baska faktorlerin de rol aldign diisiiniilmektedir (1, 23). Kronik ITP,
cogunlukla 10 yasindan biiyiiklerde ve daha siklikla kizlarda goriilmektedir. Mevsimlere
gore siklik caligmalar arasinda farklilik gostermektedir. Bir kisminda bahar aylarida, bir
kisminda ise kis aylarinda daha sik goriildigii bildirilmistir. Mevsimsel farkliligin viral
enfeksiyon siklig1 ile iliskili olabilecegi 6ne stirtilmiistiir (1, 20-22).

Vakalarin %50-80’inde ITP gelisiminden &nce son 1-4 hafta iginde gegirilmis viral
enfeksiyon Oykiisii vardir. Enfeksiyon sonrasi latent donem ortalama iki haftadir. Ancak
birka¢ giin ile alt1 hafta kadar olabilir. En sik neden non spesifik iist solunum yolu
enfeksiyonlaridir. Sadece %?20’sinde spesifik bir etken (kizamik, sugicegi, kabakulak,
hepatit A-B-C, enfeksiyoz mononiikleoz, sitomegaloviriis ve parvovirlis infeksiyonlari,
bakteriyel infeksiyonlar gibi) saptanabilmistir (1, 23, 24). Idiyopatik trombositopenik
purpura ayrica kizamik, kabakulak, kizamik¢ik (MMR) asis1 sonrasi genellikle 6 ay
icerisinde goriilebilmektedir. Riskin 1/24.000 doz oldugu bildirilmistir (25).



1.1.5. Patogenez

Harrington 1951'de, trombositopenik hastalarin plazmasmi saglikli kisilere
transflize ederek bu kisilerde trombosit diisiisiinii gdstermis ve “trombositopenik faktor” iin
varligimm kanitlamistir (17). Shulman ve ark (18), bu trombositopenik faktoriin IgG
yapisinda oldugunu kanitlamistir. Leeuwen ve ark (19), ITP’de saptanan bu antikorlarin
trombosit yiizeyindeki Gpllbllla’ya karst olustugunu gostermiglerdir. Daha sonraki
calismalarda, ITP hastalarmmn plazmasinda ve trombositlerin iizerinde GplIb-1lla, Gplb-
IX, Gpla-1Ib, Gp V, Gp IV ve diger spesifik glikoprotinlere kars1 IgG, IgA, IgM tipinde
otoantikorlar saptanmustir. Hastalarin %50-85’inde 1gG tipi otoantikorlar, %50’sinde diger
tip antikorlar tanimlanmistir (IgA, 1gM). Otoantikorlarin trombositlerin fonksiyonlarmi
etkilemedigi kabul edilir. Idiyopatik trombositopenik purpurali ¢cocuklarin ¢ogunda ¢ok
diisiik trombosit sayilarina ragmen agir kanamalarin goriilmemesi bununla aciklanabilir
(26).

Bu antikorlarin ITP icin spesifik olmadigi, sistemik lupus eritematozus (SLE),
kronik lenfositik 16semi, agir kombine immun yetmezlik sendromu, aplastik anemi ve HIV
enfeksiyonu gibi cok sayida hastalikta bulundugu bilinmektedir (27, 28). Trombositler,
basta dalak olmak iizere retikiiloendotelyal sistemde Fc reseptorler araciligi ile
makrofajlarca fagosite edilmektedirler. ITP’li hastalarda, 51 Cr veya 111 Indiyum oxine ile
yapilan sintigrafik ¢caligmalarda otolog veya homolog trombositlerin normalde 9 giin olan
trombosit yasam siiresinin 14 saate kadar kisaldig1 gosterilmistir (29).

Otoantikor iiretiminin baglamasinda genetik faktorlerin 6nemli rol oynar. Olasilikla
trombosit antikorlari, bakteri ve viriislerde bulunan antijenler ile capraz reaksiyona
girmektedir. Bu antijenlerden en iyi bilinenleri varisella zoster viriisii ve H. pilori’dir (30).
Bazen capraz reaksiyon indiiksiyonu bir ajana ihtiyag duymaz ve immun hasar immunojen
kaybolduktan sonra da devam eder. Kronik ITP’de viral enfeksiyon tetikleyici faktor

olabilir. Ancak viral enfeksiyon asemptomatiktir ya da tanmamamustir (30, 31).

Idiyopatik trombositopenik purpurada otoantikor olusumunda hem hiimoral hem de
hiicresel immun sistem rol almaktadir. Antikor kapli trombositler Fc reseptorler araciligi
ile antijen sunan hiicrelere (makrofajlar ve dendritik hiicreler) baglanirlar, hiicre i¢ine
almarak yikilirlar. Antijen sunan hiicreler, trombositlerin glikoproteinlerini yikmakla
kalmayarak diger trombosit glikoproteinlerinden yeni kriptik epitoplar olustururlar. Yeni

peptidleri hiicre yiizeyinde eksprese ederek sitokinler araciligi ile CD4+ T hiicrelerinin



(Thl ve Th2) proliferasyonunu baglatirlar. Aktiflesen CD4+ T hiicreleri de otoreaktif B
hiicrelerini aktive ederek anti-Gpllb-Illa yaninda, anti-Gplb-IX antikorlarm salinmasina
neden olurlar. Bazi ¢aligmalarda T hiicrelerinden salinan proinflamatuar sitokinlerin (IL 2,
IL 10, mterferon y) serum diizeylerinin arttig1 ve anti-inflamatuvar sitokin olan IL 4
diizeyinin azaldig1 gosterilmistir. Yeni Tan1 Konmus ITP’li hastalarda Th2 sitokin profili
(IL 4, IL 5, IL 6, IL 13 azalmasi) goriiliirken, kronik ITP’li hastalarda Th1 profilinin (IL 2,
IL 10, INF v artig1) goriildiigii saptanmistir (31-33).

Idiyopatik trombositopenik purpurali hastalarda kompansatuar olarak artmus, fakat
yetersiz bir trombosit yapimi oldugu varsayilmaktadir. Yapilan caligmalarda hastalarin
yaklagik 2/3’iinde azalmis ya da normal trombosit yapimi, sadece 1/3’iinde artmis
trombosit yapimi gosterilmistir. Diger taraftan megakaryositler, matiirasyon siirecinde
yiizeylerinde GpllIb-Illa ve Gplb-IX eksprese etmektedirler ve megakaryositlere baglanan
otoantikorlar, megakaryositopoezi inhibe ederek trombosit iiretimini de etkilemektedir (31,
34). Chang ve ark (35), invitro sivi kiiltiiriinde ITP’li hastalarin plazmalarinda tespit edilen
antitrombosit antikorlar1 aracilifi ile kord kami hiicrelerinde megakaryosit iiretiminin
baskilandigmi gostermislerdir. Kontrol grubunda veya benzer antikor bulunmayan ITP
hastalarinda aymi etkiyi gosterememislerdir. ITP’nin patogenezinde kompleman ve
kompleman reseptorlerinin yeri yeni tanimlanmustir. ITP’li cocuk hastalarda properdin,

faktor H, Clq, C9 ve faktor B diizeylerinin biri veya birkaginda azalma saptanmistir (31).

1.1.6. Genetik ve Cevresel Faktorler

Idiyopatik trombositopenik purpura, monozigotik ikizlerde bildirilmis ve aile
bireylerinde otoantikor {iretimine egilim saptanmistir. Belli etnik gruplarda HLA-DRw2 ve
DRB1*0410 allellerinin siklig1 yiiksek bulunmustu. HLA-DR4 ile kortikosteroidlere iyi
yanitin, DRB1*0410 ile kortikosteroidlere kotii yamitin ve HLA-DRB1*1501 ile
splenektomiye kotii yamitm iliskili oldugu gosterilmistir (36). Idiyopatik trombositopenik
purpura gelisiminde fagositlerdeki Fc reseptor polimorfizmi etkili olabilir. Ug tip Fc
reseptorii vardir. FcRII grubu ti¢ gen (IIA, IIB, IIC) ve FcRIII grubu ise iki gen (IIIA, I11B)
tarafindan kodlanir. Genetik polimorfizmler immunoglobulin baglayan reseptorlerin
affinitelerini degistirmektedir. FcyRIIIA polimorfizmleri ile tedaviye yanitin iliskili oldugu

one siirtilmiistiir (37).



Insan trombosit antijenleri (HPA) ile yapilan c¢alismalarda HPA-5b alleli
tastyanlarin yeni tan1 konmus ITP i¢in artmus risk tasidiklar1 gdsterilmistir. Proinflamatuar
sitokinler TNF ve LTA (lenfotoksin alfa)’nin gen polimorfizmlerinin, cocukluk ¢ag1 kronik
ITP’li olgulari ile birlikteligi gosterilmistir (32, 38).

Cocukluk caginda ITP ¢ogunlukla viral bir hastaligi takiben olusur. Idiyopatik
trombositopenik purpurada enfeksiyonun tedavisi ile trombosit sayisinda artis saptanir.
Birgok calismada ITP ile H. pilori arasindaki iliski arastirilmistir. Gasbarini ve ark (39), H.
pilori enfestasyonu saptanan ITP’li hastalarm hepsinde, H. pilori eradikasyon tedavisi ile
birlikte trombosit sayisinda anlamli bir artis saptamislardir. Birgok c¢alisma, ITP’li
hastalarda artmis H. pilori sikligini ileri siirmiistiir. Tedavi alan hastalarda trombosit

yiikselme oranini %38-73 olarak bildirilmistir (40).

1.1.7. Klinik Bulgular

Petesi, ekimoz ve mukoza kanamalar1 ITP ile birlikte olan semptomlardir.
Vakalarmm %50’sinde semptomlar hafiftir. Petesiler subkonjunktiva, yanak mukozasi,
yumusak damak ve ciltte; ekimozlar genellikle alt extremitelerin anterior yiizlerinde ve
kemik cikintilarmin (kaburgalar, skapula, omuzlar, bacaklar ve pubik alan) iizerindedir. Bu
tip cilt kanamalarma ilave olarak, ozellikle hastaligin baslangicinda epistaksis, diseti,
gastrointestinal sistem kanamasi ve hematiiri de goriilebilir. Ciddi menoraji, retina, isitme
kaybina neden olabilen orta kulak ve en korkulan komplikasyonlardan biri olan merkezi
sinir sistemi kanamasi da olabilir. Hematom ve hemartroz nadirdir, intramuskuler
injeksiyon veya ciddi travma sonrasinda geligebilir (1, 41).

Hastaligin en korkulan komplikasyonu ise intrakraniyal kanamadir. ITP’de
intrakraniyal kanama insidansi %0.1-0.5 arasindadir. Trombosit sayis1 olgularin %73 {inde
10.000/mm?’iin altinda; %25’inde 10.000-20.000/mm? arasinda; %2’sinde 20.000/mm?3’iin
iizerindedir. ITP tanisi ile intrakraniyal kanama aras siire, vakalarin %51°i ilk 4 haftada,
%49’u 4 hafta-9 yil arasindadir. Saptanabilen risk faktorleri ve siklig1 asagida belirtilmistir
(1, 41, 42):

e Kafa travmasi (%29)

e Aspirin tedavisi (%5)
e AV malformasyon (%17)
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e Muko-kiitandz kanama varligi (%49)

Idiyopatik trombositopenik purpurada kanama bulgular1 disinda fizik muayene
normaldir. Agir kanama yoksa solukluk goriilmez. %10 vakada dalak ucu palpe edilebilir,
viral enfeksiyonla birliktedir. Belirgin splenomegali saptanirsa 16semi, sistemik lupus
eritematozus, enfeksiydz mononiikleoz, hipersplenizm gibi diger tamilar dikkatlice
arastirilmalidir. Hepatomegali ve lenfadenopati saptanmaz. Ancak st solunum yolu
enfeksiyonuna bagli servikal lenfadenopati goriilebilir. Yaygin lenfadenopati varsa
oncelikle 16semi tanis1 dislanmalidir (1, 20).

Hastalarm %50-75°1 hafif kanama bulgular1 ile basvurur. ITP’de cok diisiik
trombosit sayilarina ragmen 16semi, aplastik anemi gibi kemik iligini tutan diger durumlara
ya da kemoterapi alan hastalara kiyasla daha hafif kanamalarin goériilmesi trombositlerin
daha geng, biiyiik ve hemostatik olarak daha etkili olmasma baglanmistir (1, 41).

Tablo 3. ITP’li gocuklarda kanama siddetinin smiflandiriimasi (32)

Derecesi Klinik olarak kanama bulgular1
Hafif Petesi, <5 cm ekimoz, basi ile duran burun kanamasi
Orta Sayisiz petesi, >5 cm ekimoz, 20 dakikadan uzun siiren burun kanamasi

diseti, sindirim sisteminden aralikli kanamalar, hematiiri, hipermenore vb
sonucunda Hb’de 2 gr’dan az diisme

Agir Koter ya da tampon gereken burun kanamasi
Sindirim sistemi, diseti vb kanamalar sonrasinda Hb’de >2 gr’dan fazla diisme,
siipheli organ i¢i kanamalar

Fatal Kafa i¢i kanama veya hipotansiyona neden olan ve kan transflizyonuna gerek
duyulan kanama

1.1.8. Laboratuvar

Trombosit sayis1 genelikle 100.000/mm?’iin altindadir. Agir kanama belirtileri olan
hastalarda trombosit sayis1 genellikle 20.000/mm? altinda bulunur. MPV (8,9+1,5) normal
ya da artmistir. Kan sayiminda agir kanama olmadikca Hb de§eri normal saptanir.
Idiyopatik trombositopenik purpurada trombositopeni disinda anormal bulgu saptanmaz.
Enfeksiyon varsa lokositoz, lenfositoz ve atipik hiicreler saptanabilir. %25 vakada hafif
eozinofili saptanir. Tam kan sayiminda saptanan trombositopeni megatrombositleri,
psodotrombositopeniyi ve diger hematolojik bozukluklar1 ayirt etmek i¢in periferik yayma
ile dogrulanmalidir (1, 20, 43).

Kemik iligi aspirasyonu tanisaldir. Kemik iliginde megakaryositler sayica artmis

veya normaldir. Megakaryositler immatiir goriinimliidiir. Niikleer lobulasyon yoktur ve
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koyu bazofilik sitoplazmalar1 dagmnik goriiniimliidiir. Myeloid ve eritroid seriler normaldir.
Kan kaybi fazla ise eritroid hiperplazi saptanabilir. Eozinofili kemik iliginde dikkati
cekebilir. Ancak bu bulgular mutlaka ITP tanisi igin tanisal ve prognositik sayilmamalidir.
Asil amag 16semi gibi diger hematolojik hastaliklarin ayirici tanisint yapmaktir (1, 23, 24).

Tam sirasinda kemik iligi aspirasyonu veya biyopsisinin yapilmasi gerekliligi en
¢ok konusulan konulardan biridir. Kemik iligi aspirasyonunun ITP tanis1 koymak igin rutin
olarak yapilmamasi, hastalarda atipik prezentasyon (ates, kilo kaybi, kemik agrisi),
organomegali, iskelet bozukluklari, 16kosit ve eritrosit sayisinda anormallik, atipik 16kosit
morfolojisi saptanmasi durumunda ve steroid tedavisi baslanacaksa taniyr desteklemek
amaci ile kemik iligi incelemesi yapilmasi gerektigi genel olarak kabul edilmistir (44, 45).

Akut 16seminin izole trombositopeni ile prezantasyonu ¢ok nadirdir (<%1). Fakat
steroid tedavisi l6semi tanmismi geciktirmekte ve prognozu kotii yonde etkilemektedir.
Down sendromu olan ¢ocuklarda, megakaryoblastik l6semi kendisini trombositopeni ile
gosterebileceginden kemik iligi yapilmasi onerilmektedir (45).

Kanama zamani uzun, protrombin zamani, aktive parsiyel tromboplastin zamani ve
fibrinojen normaldir. Cr 51 ile isaretlenmis trombositlerin yasam siirelerinin 1-4 saate
kadar kisaldig1 gosterilmistir (1, 29).

Hemostatik olarak daha aktif olan gen¢ ve biiyiik trombositlere kars1 yash, kiiciik
ve etkisiz trombositleri yansitan MPV degerinin <8 fl olmasinin kanama riski ve sikliginda
artis ile iligkili oldugu gosterilmistir Kanama riskinin 6nceden belirlenmesinde yardimci
olabilecegi diisliniilmektedir (43).

Akim sitometrisi ile antitrombosit antikor Ol¢iimiiniin duyarliligi %90,3 olup,
ozgiilliigii ise %39,3 kadar diisiik bulunmustur. Yiiksek sensitiviteye sahip giivenilir testler
olmadig1 i¢in antitrombosit antikorlarin rutinde kullanilmasi Onerilmemektedir. Yeni
gelisen tekniklere ragmen hastalarin %20’sinde antikor saptanamaz. Antiniikleer antikor
(ANA), anti-ds DNA, direkt coombs testi, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, EBV,
CMV, HIV, parvoviriis titreleri ve kan grubu klinik olarak gerekli ise yapilmalidir (46).

1.1.9. Ayirict Tam

Cocuklarda ITP tanis1 trombositopeni yapan diger nedenlerin dislanmasi ile
konulur. Fanconi aplastik anemisi, miyelodisplastik sendrom, Evans sendromu,

hipersplenizm, SLE, mikroanjiopatik hemolitik anemi, yaygm damar i¢i pihtilagma,
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vonWillebrand hastalig tip 2B, ilacin uyardig1 trombositopeni gibi ikincil trombositopeni
yapan nedenler diglanmalidir. Trombositopenili hastalarda Oncelikle periferik yayma
incelemesi ile tam kan tiiplerinde Ca-EDTA kullanildiginda trombositlerin kiimelesmesine
bagl olarak trombositopeni ya da trombositlerin 16kositlerin etrafinda rozet olusturmalar1
sonucunda meydana gelen trombositopeni rahathkla ayirt edilebilir (47, 48). ITP’li
hastalarda hafif splenomegali olabilir. Viral enfeksiyon ile birliktedir. Masif splenomegali,
lenfadenopati, sarilik ve hepatomegali gibi muayene bulgular1 da sekonder trombositopeni
yapan hastaliklarda yol gostericidir. Anemi, 16kositoz, lokopeni veya anormal lokosit
morfolojisi varliginda akut l6semi, lenfoma, aplastik anemi, myelodisplazi ve metastatik
hastaliklarin ayrimi i¢in kemik iligi aspirasyonunun degerlendirilmesi gerekir (43, 48).

Detayli bir aile Oykiisii ile kalitsal non immun trombositopeni nedenleri elimine
edilmelidir. Kiiclik yastan itibaren mukokutan6z kanama Oykiisii varsa ailesel
trombositopeniler, vonWillebrand tip-II ve Wiscott-Aldrich sendromu ayiric1 tanida
hatirlanmalidir. Ug aydan kiiciik gocuklarda pasif kazanilmis otoimmun ve alloimmun
trombositopeniler akilda tutulmalidir (43).

Bircok atesli bakteriyel ve viral enfeksiyona bagli olarak da trombositopeninin
gelisebilecegi unutulmamalidir. Dikkatli fizik muayene, 6ykii ve gerektiginde laboratuar

tetkikleri ile ayirict taniya gidilmelidir.

1.1.10. Komplikasyonlar

Intrakraniyal kanama, ITP’nin en ¢ok korkulan komplikasyonudur (41). Goriilme
siklig1 %0.1-0.5 arasindadir. Trombosit sayis1 vakalarin %73’tinde 10.000/mm?’{in altinda;
%25’inde 10.000-20.000/mm? arasinda; %2’sinde 20.000/mm?’iin iizerindedir. ITP tanisi
ile intrakraniyal kanama arasi siire, vakalarin %51°1 ilk 4 haftada, %49’u 4 hafta-9 yil
arasindadir. Intrakraniyal kanamali olgularda eslik eden risk faktorleri ve sikligi asagida
belirtilmistir (42):

e Kafa travmasi (%29)
e Aspirin tedavisi (%5)
e AV malformasyon (%17)

e Muko-kiitandz kanama varligi (%49)
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Kanama olgularin %77 sinde intraserebral (%87 supratentoriyal, %13 posterior
fossada) kanama seklindedir. Hastalarin %23 {inde ise subdural hematom goriiliir. ITP’de

tedavinin intrakraniyal kanamay1 6nledigine dair kanit bulunmamaktadir (41, 42).

1.1.11. Tedavi

Cocuklarda ITP’de tedavi verilmesinin amaci, hayati tehdit eden santral sinir
sistemi kanamasini 6nlemek ve major kanama ya da uzamis kanamanin neden olacagi kan
kayb1 riskini azaltmaktir. Tedavi protokollerinden herhangi birinin kanamay1 6nledigine ya
da hastaligin seyrini etkiledigine dair kanit bulunmamasina ragmen bircok klinisyen
tarafindan giivenli trombosit sayis1 (>20.000/mm?) diizeyine daha hizl1 ulasilabilmesi i¢in
tedavi verilmektedir. Tedavi altta yatan immun defekti diizeltmez. Idiyopatik
trombositopenik purpurada tedavinin hastalik siiresine ve prognozuna etkisi yoktur (20).
Bir prospektif ¢alismada higcbir tedavi verilmeyen, intravendz immunglobulin (IVIG) ya da
steroid tedavisi verilen hastalarda elde edilen remisyon oranlari sirasiyla %68, %73 ve
%066 olarak bildirilmistir (49).

Spontan remisyon olasiliginin yiiksek ve tedavinin yan etkilerinin olmasi nedeni ile
klinik bulgulara gore tedavi verilmeden sadece gozlem (bekle ve gor politikasy) ile takip
edilebilmektedir. Trombositleri <20.000/mm? olan ve 10 tanesinde (%38) mukozal kanama
saptanan 26 ¢ocugun tedavisiz 5-32 aylik izlemlerinde, sadece baslangicta burun kanamasi
olan iki cocuga takip siiresinde tedavi verilmistir (49).

Amerikan Hematoloji Birligi (ASH), tarafindan 1996’da yayinlanan kilavuza gore
tedavi karar1 semptomlardan ziyade trombosit sayisina dayandirilmistir. Trombosit sayisi
>30.000/mm*> ve mindr purpurast olan hastalarda tedavi verilmesinin gereksiz oldugu
belirtilmig, trombosit sayis1 <20.000/mm? ve yaygm mukozal kanamasi olan hastalar ile
trombosit sayis1 10.000/mm? ve mindr purpurasi olan hastalarmn steroid, IVIG ya da anti-D
ile tedavi edilmeleri gerektigi dnerilmistir (46). Ingiliz Hematoloji Birligi (BSH) tarafindan
yaymlanan kilavuzda ise tedavi kararinin sadece trombosit sayisina gore degil klinik
bulgular dikkate alinarak verilmesi gerektigi savunulmustur. Tedavide ilk secenek olarak
steroidlerin tercih edilmesini, IVIG tedavisini daha ciddi kanama bulgular1 olan hastalarin
acil tedavilerinde 6nermektedirler (47). Trombosit sayis1 >20.000/mm? ve asemptomatik ya
da min6r purpurasi olan hastalarda tedavinin gerekli olmadig: bildirilmektedir. Bu hastalar

tedavi almasalar da yakindan izlenmelidirler. Trombositopeniyi ve buna bagli kanamay1
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agirlastirabilecek aspirin ve diger antikoagiilan ilaglarin alimi Onlenmeli, aktivite
kisitlanmali, travmaya maruz kalmmamali ve intramuskiiler enjeksiyonlardan
kacmilmalidir. Haftada 1-2 kez yapilan kan sayimi trombosit sayis1 artisa gectikten sonra
normale donene kadar 2-3 haftada bir kontrol edilir. izlemde ailenin egitimi de énem
kazanmaktadir (50).

Idiyopatik trombositopenik purpura tedavisinde ilk tercih edilecek ilaglar
kortikosteroidler ve IVIG’dir. Yapilan ¢alismalarda tedavi bicimlerinin birbirlerine
istlinliigliniin olmadigi, tedavi ile trombosit sayisinin tedavisiz izleme sadece trombosit

sayisini ylikseltme siireleri arasinda farklilik bulundugu gésterilmistir (50, 51).

Tablo 4. ITP tedavisinde kullanilan ilaglar ve trombosit yiikselme hizi

Tedavi Tipi Baslangi¢ Cevabi (giin) Pik Cevabi (giin)
Anti-D 1-3 3-7
Azatiopurin 30-90 30-180
Danazol 14-90 28-180
Deksametazon 2-14 4-28
Eltrombopag 7-28 14-90
IVIG 1-3 2-7
Prednizone 4-14 7-28
Rituksimab 7-56 14-180
Romiplostim 5-14 14-60
Splenektomi 1-56 7-56
Vinblastin 7-14 7-42
Vinkristin 7-14 7-42
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1.1.11.1 Kortikosteroidler

Idiyopatik trombositopenik purpura tedavisinde ilk kullanilan ilagtir. Idiyopatik
trombositopenik purpura stiresi lizerine etkisi olmamakla birlikte trombosit sayisini etkili
ve giivenli bir bicimde arttirmaktadir. Steroidlerin etki mekanizmast;

1. Antikor kaplh trombositlerin dalakta fagositozunu inhibe ederek trombosit yasam
siiresinin uzamasini saglamak,

2. Antitrombosit antikorlarm yapimin inhibe etmek,

3. Kapiller stabiliteyi arttirarak trombositopeniye bagli endoteliyal bozuklugu
diizeltmek ve kanamay1 azaltmak seklindedir (50, 52).

Glinlimiize kadar cesitli steroild doz rejimleri kullanilmistir ve bu rejimleri
karsilagtiran g¢alismalar yapilmistir. Standart doz tedavide 2 mg/kg/glin prednizon (60
mg/m?/giin, maksimum doz 60-80 mg/giin) 21 giinde azaltilarak kesilir. Daha yiliksek
dozlarda 4 mg/kg/giin 4 giin kullanilan prednizon ve 30 mg/kg/giin (500 mg/m?/giin) 3 giin
kullanilan intravendz veya oral metilprednizolonun (maksimum 1 gr/gilin) ya da yiliksek
doz metilprednizolon tedavisinin (30 mg/kg/giin 3 giin, 20 mg/kg/giin 4 giin) daha az yan
etki ile daha hizli trombosit sayisini yiikselttigi goriilmiistiir. Hiperglisemi, kilo artisi,
hipertansiyon, cushingoid yiiz, akne, psodotiimor serebri, katarakt, biiyiime ve gelisme
geriligi, avaskiiler nekroz, psikoz gibi yan etkilerinden dolayr uzun siireli steroid
kullannmindan sakmilmalidir. Ayrica yliksek dozlarda ve uzun siireli steroid kullanimi

trombosit iiretimini baskilayarak trombositopeniyi arttirabilir (53, 54).

1.1.11.2. intravenoz immunglobulin (IVIG)

Ik kez 1981°de Imbach ve ark.1 (55) tarafindan ITP tedavisinde basar1 ile
kullanilmistir. Etki mekanizmast;

1. Retikiiloendoteliyal sistemde Fc reseptor blokaji,

2. Inhibitor yollarin aktivasyonu,

3.Igerdigi anti-idiyopatik antikorlar aracilig: ile otoantikorlar1 yapan B hiicrelerini
baskilayarak otoantikor iiretiminde azalma ve otoantikorlar1 baglayarak otoantikorlar
etkisiz hale getirme seklindedir .

Intravendz immunglobulin tedavisinde de farkli rejimler kullamilmustir. 400
mg/kg/glin 5 giin ve 1 g/kg/gilin 2 giin olmak iizere 2 g/kg toplam dozda kullanildig1 gibi,
daha diisiik dozlarda da (800 mg/kg tek doz ya da 250 mg/kg/giin 2 giin) basarili bir
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sekilde kullanilabilmektedir. IVIG tedavisi ile vakalarin %95’inde 48 saat i¢inde trombosit
sayisinda belirgin artis saptanir. Etki siiresi yaklasik 2-4 hafta kadardir (50, 52, 56).

Yapilan ¢alismalara gore standart doz steroidlere ve anti-D tedavisine gore
trombosit sayisint daha hizli yiikselttigi gosterilmistir. Etkisinin yiiksek doz steroid
tedavisinden hizli olmadig: bildirilmistir (57).

Intravendz immunglobulin tedavisi ile %15-75 oraninda yan etki goriiliir. Siklikla
ates, titreme, bulanti, kusma, hipotansiyon, inflizyon hizina bagl bas agris1 gibi gecici hafif
yan etkiler goriilirken, meninkslerde immun kompleks birikimine bagli aseptik menenjit,
ozellikle IgA eksikligi olanlarda anaflaksi, IVIG preparatlarinda bulunan anti-A, anti-B ve
anti-D gibi eritrosit alloantikorlarina bagli coombs (+) hemolitik anemi, viral bulas (hepatit
C), bobrek yetersizligi ve hemipleji gibi nadir komplikasyonlar da goriilebilmektedir. IVIG
tedavisinin, steroid ve anti-D tedavilerine gére daha pahali olmas1 ve ortalama 46 saat

gibi daha uzun siirede uygulanmasi dezavantajlaridir (58-60).

1.1.11.3. Anti-D immunglobulin

Idiyopatik trombositopenik purpura tedavisinde ilk kez 1983’te kullanilmistir. Anti-
D eritrosit Rh antijenlerine karsi yiiksek miktarda antikor iceren, plazma kaynakli bir
gamaglobulindir. Anti-D immunoglobulin, spesifik olarak eritrositlerdeki D antijenine
baglanarak antikor ile kapl eritrositlerin, retikiiloendoteliyal sistemde 6zellikle de dalakta
tutularak Fc reseptor blokaji yapmasina ve trombosit yilkiminin azalmasma yol agar. Rh
pozitif ve splenektomi yapilmamis hastalarda kullanilabilmektedir. Anti-D ile trombosit
sayisinda artis IVIG kadar hizli degildir. Trombosit sayisinda artis genellikle 48 saat sonra
basladigindan acil tedavide yeri yoktur. Anti-D tedavisi i¢in onerilen doz 50-75 pg/kg olup
hemoglobin degeri 10 gr/dl ve altinda olan hastalar i¢in anemi riskini 6nlemeye yonelik
20-40 pg/kg gibi diisiik dozlar kullanilabilir. Ancak son yillarda yeni tan1 konmus iTP’de
yiliksek basar1 oranlar1 75 pg/kg/doz ile bildirilmektedir. Rh pozitif kisilerde kullanimi
gecici hemolitik anemiye neden olur. Ates, titreme, bas agrisi, anti-D’ye bagli hemoliz ve
pozitif Coombs reaksiyonuna bagli Hb ve hematokritte diisme, akut anaflaktik reaksiyon
baslica yan etkilerdir. Genellikle Hb diistisii 0.4-6.1 g/dl (ortalama 1.7 g/dl) civarmndadir (1,
61, 62).

1.1.11.4. Splenektomi
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Splenektomi ile antitrombosit antikorlarinin yapildigi veretikiiloendoteliyal sistem
tarafindan trombositlerin yikildig1 organ ortadan kaldirilmis olur. Yeni tan1 konmus ITP’de
tedaviye yanitsiz, hayati tehdit eden kanama varsa ya da kronik ITP’de tanidan 1 y1l sonra
trombosit sayist <30.000/mm?, tedaviye yanitsiz ve kanama bulgular1 mevcutsa
splenektomi bir tedavi segenegi olabilir (1, 63). Eriskinlere oranla spontan remisyonun sik
olmas1 ve oOzellikle 5 yasm altinda splenektomi sonrasi kapsiillii mikroorganizmalarla
sepsis riskinin yiiksek olmasi nedeniyle cocuklarda daha az siklikta uygulanmaktadir.
Splenektomi tanidan sonraki 12 aydan once yapilmamalidir. Ciinkii bu donemde hala
kendiliginden remisyon sansi mevcuttur. Splenektomiden hemen sonra 1-2 haftada
trombosit sayis1 maksimuma ulasir ve 1-2 ayda normale iner. Splenektomi ile %70-80
oraninda remisyon goriiliir. Splenektomi sonrasi pik trombosit sayisinin >500.000/mm?
olmasi1 hastada remisyon olabilecegini diisiindiiriir. Bu hastalara operasyondan en az 2-4
hafta 6nce pnomokok, meningokok ve daha 6nce yapilmadiysa H. influenza tip B asilar1
uygulanmali ve splenektomi sonrasi 5 yilda bir pnomokok ve meningokok asilar1
tekrarlanmalidir. Splenektomili hastada sepsis gelismesi ilk 2 yilda sik oldugu i¢in koruma
amacl penisilin proflaksisi verilmelidir. Tedavinin basaris1 agisindan operasyon oncesi

abdominal ultrasonografi ile aksesuar dalak ekarte edilmelidir (1, 63, 64).

1.1.11.5. Trombosit siispansiyon transfiizyonu

Antitrombosit antikorlar transflizyonla verilen trombositlerin kisa slirede yikimina
neden olacagindan trombosit transflizyonu sadece hayati tehdit eden agir kanamalarda ve
acil splenektomiden 6nce kullanilmaktadir. Ozellikle intrakranial kanamali olgularda

trombosit siispansiyonu ile birlikte IVIG verilmesi 6nerilmektedir (1, 65).

1.1.11.6. Diger Tedaviler

Vinka alkaloidleri (vinkristin, vinblastin), danazol, siklofosfamid, azatiopiirin,
siklosporin, oa-interferon 2b, dapson, kolsisin, epsilon-aminokaproik asit, rekombinant
faktor Vlla, rituksimab cocuklarda nadiren kullanilmasi gereken tedavi secenekleridir.
Steroidler ve IVIG tedavisine ya da splenektomiye yanit alinmayan, splenektominin
kontrendike oldugu ve kanama semptomlarinin eslik ettigi refrakter trombositopenili
hastalarda tercih edilebilir. Vinka alkaloidleri, trombositlerin mikrotubullerine baglanir ve
olusan kompleksin makrofajlar tarafindan fagositozu inhibe edilir. Vinkristin 1.5 mg/m? iv

(maksimum 2 mg), vinblastin ise 6 mg/m? iv (maksimum 10 mg) 1 ay boyunca haftada tek
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doz verilir, yanit yoksa kesilir, yanit varsa glivenli trombosit sayisin1 devam ettirmek i¢in
2-3 haftada bir doz tekrar1 gerekir. Periferik noropati, konstipasyon, alopesi, vinblastin ile
doz bagimli myelosiipresyon, flebit gibi yan etkiler goriilebilir. Siklofosfamid
immunsupresif bir ajan olup 1-2 mg/kg/giin oral kullanilir. Tedavi bagladiktan 2-10 hafta
sonra yanit gelisir. Myelosiipresyon, alopesi, hemorajik sistit, hepatotoksisite goriilebilen
yan etkilerdir. Siklosporin T hiicre fonksiyonlarmi baskilar ve 5 mg/kg/giin dozda oral
verilir. Bir ayda yanit almamazsa kesilir. Yan etki olarak hipertansiyon, nefrotoksisite ve
hepatotoksisite goriilebilir. Danazol retikiiloendoteliyal makrofajlardaki Fc reseptor
sayisin1 azaltir. 300-400 mg/m?*/giin dozunda oral verilir. 2 aydan 6nce yanit beklenmez.
Hirsutizm, akne ve kilo alimi1 gibi virilizan yan etkiler goriilebilir (1, 66, 67).

Rituksimab B hiicre yiizey antijeni olan CD 20’ye karsi olusmus monoklonal
antikorlardir. 375 mg/m*/hafta iv 4 hafta verilir. %60 olgu yanit verir. Yanit birinci yilin
sonunda %40’a, ikinci yilin sonunda 9%30’a diiser. En ciddi yan etkileri ilerleyici
multifokal l6koensefalopati, serum hastaligi ve anaflaktik reaksiyonlardir. Ates, titreme,
bas agrisi, bulanti, kusma, hipotansiyon, siniis tasikardisi, Steven-Johnson sendromu,
likenoid ve vezikiilobiilloz dermatit, toksik epidermal nekroliz ve immunsupresyon diger
yan etkilerdir. Rituksimab aktif B hepatiti olan olgularda kullanilmamalidir (1, 68, 69).

Geleneksel ITP tedavisinde artmis trombosit yikimmnin azaltilmas: amaglanir. Son
yillarda eltrombopag ve romiplostim gibi trombopoetin (TPO) almacini aktive ederek
trombosit yapimini arttiran tedavi sekilleri denenmistir. En 6nemli yan etkisi ‘rebound
trombositopeni’ diye adlandirilan, ilacin kesilmesi ile trombositopeninin baslangic
degerine gore %10 azalmasidir. Cocuklarda kullanimi ile ilgili veriler sinirhdir (66, 67,

70).

1.1.11.7. Kronik iTP’de Tedavi

Kronik ITP’li hastalarda amag normal trombosit sayisina ulasmak degil, kanamalar1
onlemektir. Trombosit sayis1 > 30.000/mm?® olan semptomsuz hastalar, yakin izlemde
tutularak tedavisiz takip edilir. Kanama sikayeti olan veya trombosit sayis1 <30.000/mm?
olan riskli hastalara ise steroid tedavisi, IVIG, anti-D immunglobulin veya splenektomi
uygulanabilir. Kortikosteroid, anti-D immunglobulin, IVIG tedavilerine cevap vermeyen,

splenektomi endikasyonu olmayan ya da splenektomiye yanitsiz hastalarda siklofosfamid,
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azotiopurin, vinkristin, vinblastin, danazol, rituksimab, dapson, alfa-interferon, kolsisin ve
siklosporin gibi tedavi secenekleri uygulanabilir. Bu tedavilerin ¢ocuklarda kullanimi ile

ilgili veriler smirhidir (1, 66-68).

1.1.11.8. Hayat1 tehdit eden kanamalarda acil tedavi

Yasami tehdit eden kanama ile gelen hastalarda, yiliksek doz metilprednisolon (30
mg/kg/giin 20-30 dakikalik intravendz inflizyon ile) ve ayrica aferezle elde edilen
trombosit slispansiyonu (0.5-1 iinite/m?/saat veya her 6—8 saatte bir 2—4 {inite/m?)
verilmelidir. Trombosit transfiizyonu ve metilprednizolon ile birlikte ya da takiben 1
g/kg/giin IVIG (4-8 saatlik intravendz infiizyon) tedavisi baslanmalidir. Bu tedaviye 2-3
giin devam edilmelidir. Bu tedavi segenekleri tedaviye yanita ve klinik duruma gore
tekrarlanabilir. Direngli vakalarda vinkristin 2 mg/m? iv kullanilabilir. Medikal tedaviye
yanit yoksa ya da intrakraniyal kanamada gerekirse acil splenektomi diisiiniilmelidir. Bu

onlemler yetersiz kalirsa plazmaferezden faydalanilabilir (39, 66, 67).

1.1.12. Prognoz

Vakalarin %50’si bir ay icinde, %70-80’i 6 ay icinde diizelir. ilk bir yildan sonra
spontan remisyon nadirdir. Ancak 20 yil sonra bile spontan remisyon gelisen vakalar
bildirilmektedir. Kroniklesmeyi belirleyici faktorler sinsi baslangig, semptomlarin 2
haftadan uzun siiredir bulunmasi, kiz cinsiyet ve 10 yasindan biiylik olmadir. Ayrica
yapilan caligmalarda baslangi¢ trombosit sayisinin daha yiiksek olmasmin, Oncesinde
enfeksiyon Oykiisliniin olmamasinin da kroniklesmeyi belirleyici faktorler arasinda oldugu

belirlenmistir (1, 71, 72).

1.2. Girelin

Biiyiime hormonu (GH) salinimini uyaran GHS-R (biiylime hormon salgilatici
reseptor) i¢in spesifik endojen bir ligand olarak izole edilmis, 28 aminoasitli, lipopeptid
yapisinda bir hormondur. Hint-Avrupa dillerinde gelisim anlamma gelen "grow"
sO0zcligiiniin kokii olan "ghre" ile salgilatma anlamina gelen "relin" (salgilama) sozciikleri
birlestirilerek tiiretilmistir. Daha sonra "appetite hormone" (istah hormonu) olarak da

adlandirilmistir (5).
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Baslica salmim yeri mide oksintik mukozasimdaki X/A benzeri hiicrelerdir. Viicut
swvilarinda agile ve desacile olmak tizere iki formda bulunur. Girelin onciilii preprogirelin
117 aminoasitten olusur. Preproghrelin, 23 amino asitlik sinyal peptidi ve 94 amino asitlik
proghrelin kisimlarmi igerir. Proghrelin 28 amino asitlik matiir ghrelin ve 66 amino asitlik
kuyruk kismindan olusmustur. Preproghrelinin son iirlin olan matiir ghreline kadar
proteolitik olarak yikimmdan sorumlu olan enzimler heniiz bilinmemektedir. 28 aminoasit
iceren girelinin N-terminal ucunda 3. aminoasit olan serine bagli, 8 karbonlu bir yag asidi
olan n-oktaonik asit igerir. Biyolojik aktiviteyi saglayan oktanil grubudur. Bu
posttransyonel degisim, girelin molekiiliine kazandirdigi hidrofobik o6zelligiyle beyin
dokusuna, 6zellikle hipotalamus ve hipofize gecisine imkan saglamaktadir. Agil grubu
tasimayan girelin formu olan desacil girelinin hipotalamik ve hipofizer reseptorlere
baglanmadig1 goriilmiistiir. Desacil girelin dolasimdaki toplam girelinin %80-90’nin1
olusturmaktadir (73-75).

Girelin hormonu mideden baska basta ince barsak olmak iizere, hipotalamus,
hipofiz, tiikriik bezi, tiroid bezi, bobrekler, myokard, pankreasin alfa, beta ve epsilon
hiicreleri, santral sinir sistemi, akciger, plesanta, gonadlar, immun sistem, meme dokusu,
dislerde, iskelet kasi, cilt, yag dokusu, noroendokrin tiimorlerden mediiller tiroid
karsinomalar1 ve akciger tiimorleri gibi degisik tiimor dokularinda da sentezlenmektedir.
Girelinin yarilanma 6mrii 15-20 dakikadir. Plazma konsantrasyonu 200-600 ng/L’dir (5).

Biiyiime hormonu salimimini gii¢lii bir sekilde uyarmaktadir. Fizyolojik olarak GH
salinimin1 nervus vagus yoluyla in vivo stimule etmektedir. Girelinin hipofiz bezindeki
somatotropik hiicrelerdeki GHS-R1-a araciligiyla hipofiz icine girmesi ve fosfolipaz C
aktivasyonu sonucu intraselliiler Ca+2 iyonu derisiminin ylikseltmesiyle doz bagimli
olarak GH salinimi uyarilir. Hipotalamustaki GHRH salmimini aktive eder, somatostatin
salmimini ise azaltmaktadir. GHRH uygulanmasi, farelerin hipofiz bezindeki girelin
reseptorlerinde belirgin bir artisa neden oldugu, girelin ve GHRH 'm birlikte verilmesinin
sinerjistik etki ortaya ¢ikardig1 ve GH salinimi arttirdig1 gosterilmistir (76, 77).

Girelin sekresyonunun diizenlenmesinde en dnemli faktdr beslenmedir. Istah acici
ve adipojenik etkileri vardir. Girelinin istah lizerine olan etkilerini 3 yolla gosterdigi kabul
edilmistir (78):

1. Mideden sentezlenerek kan dolasimi ile hipotalamik ARC hiicrelerine ulagir. Kan

beyin bariyerini aktif transport ile gecerek beynin diger bdliimlerine ulasir.
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2. Periferal olarak sentezlenen girelin, vagal sinir ug¢larin1 uyarmakta, bu da GHS-R
ekspresyonuna neden olarak vagal baglantisi olan niikleus solitaryus yoluyla hipotalamusu
uyarmaktadir.

3. Hipotalamusta lokal olarak sentezlenmekte ve direkt olarak ARC'deki Noropeptid
Y (NPY)/istah etkili protein (AGRP) ve diger hipotalamik hiicreleri uyarmaktadir.

Dolasimdaki glikoz seviyelerini, GH salmimiyla, insiilin direncini arttirarak ve
glikoneogenezisi stimule ederek ayarlar. Sistemik girelin uygulamasi, insanlarda insiilin
salmimini inhibe eder ve plazma glukoz seviyesini arttirir. Bu etkilere insan ve hayvanlarin
endokrin pankreasinda tespit edilen GHS-R1a aracilik etmektedir. Ayrica insiilin karsit
hormonlar olan GH, kortizol, epinefrin ve glukagon salinimmi stimule ederek ve
hepatositlere direkt etki sonucu hepatik glukoz yapimini arttirarak etki gostermektedir (79).

Santral yada periferal yolla uygulanan girelin doza bagimli olarak 1s1 artisina neden
olmakta ve uygulama sekline gore ise 1s1 artisinda farklilik olusturmaktadir. Ornegin girelin
intraperitoneal verilirse 1s1 artis1 5-20 dakikada olurken, intraserebroventrikiiler verilmesi
halinde ise 10-60 dakika arasinda gergeklesmektedir. Bu 1s1 degisimin altinda yatan neden,
heniiz bilinmemesine ragmen ghrelinin enerji harcanmasinda ve korunmasinda rolii oldugu
kabul edilmektedir (73).

Sempatik aktiviteyi Onleyerek ve vazodilatasyona neden olarak kan basincini
diisiirmektedir. Intraserebroventrikiiler uygulanan girelin enjeksiyonu niikleus traktus
solitaryus ile kan basinci ve otonom sinir sisteminin diizenlenmesinde gorevli olan vagusun
dorsomotor niikleusunda c-Fos ekspresyonuna sebep olmaktadir. Ugiincii ventrikiile ghrelin
enjeksiyonu kahverengi yag dokusunda 1s1 diizenlemesinde etkili olan sempatik aktiviteyi
azaltmaktadir (5, 78).

Cinsiyet ve yas faktorleri dikkate alinarak girelinin hastaliklarla iligkisi hakkinda
bircok arastirma yapilmistir. Lipopeptid yapidaki bu hormonun seviyesi hastaliklara bagh
olarak degisim gostermektedir. Boy kisaliginda girelin miktar1 artarken akromegalili
hastalarda azalmakta yada de§ismemektedir. Colyak, anoreksia nervoza, bulimia nervoza,
kansere bagli anoreksiya ve kasekside kan ghrelin miktarlarinin arttig1 bildirilmektedir. Tip
2 diyabeti yada insiilin direnci olan hastalarda serum girelin seviyeleri diisiik bulunmustur.
Ayrica Tip 2 diyabetli hastalarin tiikriikklerinde girelin diizeyi diisik bulunmus olup
hastaligin izlenmesinde ©Onemli parametre olabilecegi belirtilmistir. Tip 1 diyabetli

hastalarda ise girelin diizeyi normal bulunmustur (80, 81). Hipertiroidili hastalarda girelin
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seviyesi azalmakta, hipotiroidili hastalarda ise artmaktadir. Kronik bobrek yetmezligi
(KBY), periton diyalizi ve hemodiyaliz hastalarinda girelin yiiksek saptanmistir. Kronik
bobrek yetmezligi olan hastalarda, olmayan bireylere gore girelin diizeyinin 2.8 kat artmis
oldugu tespit edilmistir. Tedavi géren epileptik hastalarda kilo almadan girelin seviyesinin
distiigii gosterilirken, baska bir ¢alismada da arttigimi gdstermistir. Ancak teorik olarak
epilepsi tedavisi ile girelin seviyesinin azaldigz ileri siiriilmektedir. Polikistik over sendromu
(PKOS) olan hastalarda kontrol grubuna gore diisiik girelin diizeyi tespit edilmisken, obez
PKOS’lu hastalarda daha diisiik bulunmustur. Bir grup arastirmacit H. pilori enfeksiyonunda
girelin seviyesinin arttigini, bir grup girelin seviyesinin azaldigmi rapor etmistir. H. pilori
eradikasyonu ile bir grup hastada girelin miktar1 artarken, bir grup hastada ise diigmiistiir.
Girelin gen tirtinlerinin degisik sistem ve organ iizerine olan bir¢ok etkisi tanimlanmistir (5,

82).

1.2.1. Girelin ve Apoptozis

Girelin esas olarak fare midesinden izole edilmis olup, GHS-R nin endojen
ligandidir. Girelinin kardiyomiyosit, endotel hiicrelerde adiposit, adrenal zona glomeriiloza
hiicreleri, pankreatik beta hiicrelerinde, osteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri, intestinal
epitelyal hiicreler ve hipotalamik noronlar gibi cogu hiicrelerde apoptozisi inhibe ettigi
bildirilmistir. Ayrica MAPK, fosfatidilinozitol 3 kinaz, PKA, PKC gibi girelinin
antiapoptotik etkisi ile iligkili yolaklar1 aktive ettigi gosterilmistir. Girelinin antiapoptotik
etkisi ile iliskili olarak Hsp70 ve ASK1 (apoptosis signal-regiilating kinaz 1) 6nemli hedef
molekiillerdir. ASK1’in apoptotik hiicre Oliimiinde ©Onemli bir sinyal kinaz oldugu
gosterilmistir. ASK1 aktivasyonu, mitokondriden sitokrom c salmmimi, daha sonra kaspaz 9
ve kaspaz 3 aktivasyonu gibi mitokondriyal olaylarla tetiklenen apoptotik hiicre oliimiini
indiikler (83, 84). Ist sok prtoteini 70 molekiiler bir saperondur. Girelin Hsp70
ekspresyonunu stimule etmektedir. Calismalar Hsp70’in ASK1 aktivasyonunu inhibe
ettigini ve ASK1 bagimli apoptotik hiicre Sliimiinii Onledigini gostermistir. Girelin ise
Hsp70 ekspresyonunu stimule ederek ASKI iligkili apoptozisi inhibe eder. Girelinin,
sodyum nitroprussid tarafindan indiiklenmis ASK1 aktivitesini, ASK1 iligkili kaspaz 3
aktivasyonunu ve PCl12 (feokromasitoma) hiicrelerinde apoptozisi inhibe ettigi
gosterilmistir. Hsp70’in inhibitorii quercetin, ASK1 aktivitesi lizerinden girelinin etkilerini

bloke eder. Girelin, Bcl-2/Bax oranini arttirarak, sitokrom c salmimini dnleyerek, reaktif
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oksijen lriinlerinin olusumunu inhibe ederek, mitokondriyal transmembran potansiyelini
stabilize ederek, kaspaz 3 aktivasyonunu inhibe ederek anti-apoptotik etki gosterir (5, 6).

Bir¢ok calisma oksidatif stresin plazma girelin diizeyini arttirdigini gostermistir.
Girelin antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye sahiptir. Artmis serum yada plazma girelin
diizeyi ilseratif kolit, Crohn hastali§i, ankilozan spondilit, sepsis, pankreatit, kolit ve
romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarda bildirilmistir. Serum ve plazma girelin
ekspresyonunda artis hastaligin ciddiyeti ile ve 6zellikle TNF alfa, IL 6 ve IL 1beta gibi
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu ile koreledir. Bu veriler ¢esitli fare modellerinde
inflamasyonun tedavisinde ekzojen girelin kullanimima yol agmistir. Bu calismalarda agil
girelin kullanimmin patoloji yada girelin tedavisinin dozu ne olursa olsun sitokin iiretimini
yada ekspresyonunu baskiladigi gorilmiistiir (85, 86).

Girelinin; glutatyon peroksidaz, siiperoksid dismutaz ve katalaz gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesini arttirdig1 ve lipit peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit
konsantrasyonunu azalttig1 gosterilmistir. Reaktif oksijen {irtinlerinin birikimi ve siiperoksid
dismutaz diizeyinde azalma apoptotik hiicre 6liimiine katilmaktadir. Girelin oksidatif hasara

kars1 anahtar antioksidan enzim olan SOD aktivitesini arttirir (87).

1.3. Is1 Sok Proteinleri

Is1 Sok Proteinleri (Hsp), ilk olarak 30 dakika siireyle 37 °C’de isiya maruz
birakilip; daha sonra 25 °C 1stya diisiirilen Drosophila melanogaster (sirke sinegi) tiikriik
bezi hiicrelerindeki kromozomal kiimelerde tariflenmistir. Hsp sentezinin ¢esitli
indiikleyicileri arasinda; ¢evresel stres, 1s1 soku, oksidanlar veya agir metallere maruziyet,
stresin olmadig1 durumlar, normal hiicre biiylimesinin, gelismesinin ve diferansiasyonunun
belli evreleri dahil olmak iizere ¢esitli hastalik halleri, iskemi veya inflamasyon sayilabilir
(88).

Hiicre bir stres etkeni ile karsilastigi zaman hiicre iskeletinde, sitoplazmik
yapilarda, hiicre yiizey morfolojisinde, hiicresel redoks durumunda, DNA sentezinde,
protein metabolizmasinda ve protein stabilitesinde modifikasyonlar meydana gelmektedir.
Stres molekiiler hasar meydana getirir ve stres durumunda genellikle anormal katlanmis
proteinler agiga ¢ikmaktadir. Bu proteinler hiicre igerisinde agregatlar olustururlar, bu da

ardigik stres yanitinin agiga ¢ikmasina neden olmaktadir (88, 89).
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Is1 sok proteinleri 1s1 soku tarafindan indiiklenen ve hiicrede ¢ok i1yi korunan bir
protein ailesi olarak kesfedilmistir. Hiicrede yeni sentezlenen proteinlerin katlanmasimin
diizenlenmesi, niikleer biitiinliiglin ve matriks materyalinin korunmasi, yapist bozulmus
proteinlerin onarilmasi, hasar gormiis proteinlerin eliminasyonlari, proteinlerin organel
diizeyinde lokalizasyonu, organele alinmasi ya da organelden atilmasi gibi ¢ok sayida
goreve sahiptir. Bir diger islevi geri doniislimsiiz hasara ugramis polipeptidlerin
proteolizine yardim etmektir. Is1 sok proteinlerinin bir kisminin kendi baslaria proteaz
aktivitesi gosterdikleri ya da yikilmasi1 gereken polipeptidlerin proteazlarla etkilesmelerine
yardim ettikleri belirlenmistir (89, 90).

Is1 sok proteinlerinin pek ¢ogu, olduk¢ca korunmus bir amino (N)-terminal
adenosine trifosfataz (ATPaz) ucu ve bir Karboksi (C) terminal substrat-baglayicit ucundan
olusurlar. Is1 sok proteinleri molekiiler agirliklarina gore; Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60,
Hsp40 ve diisiik molekiiler agirlikli Hsp (Ubiquitin ve HSP27) aileleri olmak {izere 6 gruba
ayrilirlar. Bu aile iiyelerinden bazilar1 hiicrede siirekli olarak sentezlenirken, bazilarmin
stres kosullarinda sentezleri artmaktadir. Diger aile iiyeleri ise yalnizca stres etkisi
sonucunda sentezlenmektedir Biiyilk molekiiler agirhikli Hsp’ler ATP bagiml
saperonlardir, kendi konformasyonlarinin diizenlenmesi ve ATP baglanmasi i¢in ko-

saperonlara gereksinim duyarlar. Hsp27 gibi kii¢iik saperonlar ATP bagimli degildirler
(91).

1.3.1. Is1 Sok Proteini 70

Organizmalarda en 1yi korunan ve en c¢ok calisilan grup Hsp70 ailesi iiyeleridir.
Hsp70 ailesi insanda en az 11 gen tarafindan kodlanan molekiiler agirligi 66 ile 78 kD
arasinda degisen proteinleri icermektedir. Is1 sok protein 70 tiyeleri 6. kromozomun MHC
klas 3 bolgesinde bulunur. Is1 sok protein 70°in molekiiler yapisi 44 kilodaltonluk (kDa),
18kDA, 10kDA olmak iizere 3 ana bilesenden olusur. Bu protein ailesinin indiiklenebilir
Hsp70 (Hsp72) ve bazal metabolizmada sentezlenen Hsc70 gibi iiyeleri sitozolde lokalize
olurken, bir grup Hsp70 mitokondride ve diger bir grup iiyesi de endoplazmik retikulumda
lokalize olmustur (91, 92). Okaryotik Hsp70 proteini iki islevsel bdlgeye sahiptir. Bunlar;
ATP’ye baglanan -NH2 terminal bolge ve peptide baglanan -COOH terminal bdlgedir.
Normal kosullarda Hsp70 ailesine ait proteinler, olgunlasmamis polipeptidlerin diizgiin

katlanmalari, hasarli proteinlerin yeniden katlanmasi, protein agregasyonunun onlenmesi,
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yikim i¢in proteinlerin intraselliiler lokalizasyona transportunun indiiklenmesi ve protein
komplekslerinin formasyonunun saglanmasi gibi islevlere sahip ATP bagimli molekiiler

saperonlardir (90, 91).

1.3.2. Is1 Sok Proteini 70 ve Apoptozis

Gen ablasyon yontemleri Hsp70’in apoptoziste onemli bir role sahip oldugunu
gostermistir. Fare embriyonik hiicrelerinde indiiklenebilir Hsp70, Hsp70.1, Hsp70.3
genleri ¢ikarildiginda ¢ok sayida letal uyaranlara karst duyarliligm arttigi belirlenmistir
(88). Hiicrede meydana gelen hasar paradoksal olarak birbirine zit iki yanit
mekanizmasinin tetiklenmesine neden olmaktadir. Apoptozis yukarida deginildigi gibi
yaygin enflamasyonu Onlemek iizere hasar goren hiicrelerin uzaklastirilmasina neden
olurken, 1s1 soku ya da stres yanit1 hiicreyi hayatta tutmak iizere hasar goren yapilarin
kurtarilmasini saglamaktadir (89).

Invivo ve invitro calismalar 1s1 uygulamalarinin Hsp ekspresyonu igin major
stimulus oldugunu gostermistir. Termal ablatif hasar1 takiben, Hsp senteziyle apoptozis
inhibe olur ve progresif hasarlanmay1 sinirlayarak tahrip olmus hiicrelerin iyilesmesine
yardim edebilir. Is1 sok proteinleri farkli apoptotik proteinler ile etkileserek apoptozisin
kritik kontrol noktalarinda diizenleyici etki yapmaktadirlar. Apoptozisin diizenlenmesinde
oldukca kompleks rollere sahip olan Hsp’ler oncelikle hiicresel koruyucu 6zelliklerinden
dolay1 apoptotik yanit1 inhibe etmektedirler. Is1 sok proteinleri kaspaz aktivasyonunu
engelleyerek apoptozisi bloke edebilirler (6, 7). Hsp27, Hsp70, Hsp60 ve Hsp90’mn asir1
sentezlenmesi apoptozisi inhibe edebilir. Farkli hiicre modellerinde Hsp’lerin yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesini engelledigi ve serbest radikaller ile DNA hasarina neden
olan hiicresel stres durumlarinda apoptozisi inhibe ettikleri gosterilmistir. Bunun aksine
Hsp27, Hsp70, Hsp60 ve Hsp90’m yeterli diizeyde sentezlenmemesi hiicrelerin apoptotik
uyaranlara duyarliligini artirir. Hsp’ler intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yollari, tic noktada
anahtar proteinlerle tepkimeye girerek bloke edebilir. Bu noktalar (7, 92);

1. Mitokondriden dnceki siiregte sinyal yollarinin diizenlenmesi,

2. Mitokondride gergeklesen apoptojenik molekiillerin salinmasmin kontrolii,

3. Post mitokondriyal siiregte apoptozom olusumunun kontroliidiir

Hsp70’in sitokrom ¢ salinimini inhibe ederek kaspaz 3 aktivasyonunu engelledigi

ve boylece apoptozisi inhibe ettigi belirlenmistir. Buna ek olarak Hsp70’in Apaf-1
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molekiiliine dogrudan baglanarak prokaspaz 9 ile apoptozom olusumunu engelledigi
belirtilmistir. Hsp70’in ATPaz baglanan bolgesi bu etkilesim i¢in gereklidir. Hsp70, Hsp40
ile esleserek Bax’larn mitokondri dig membranina lokalizasyonunu engeller ve mitokondri
dis membran gecirgenligini korur. Ayrica Hsp90 direkt olarak Apaf-1'e baglanarak
apoptozom olusumuna engel olur. TNF indikli apoptozisde Hsp70 kaspaz 3
aktivasyonuna engel olmaz, fakat fosfolipaz A2’nin aktivasyonu gibi hiicre Oliimiiniin
karakteristigi olan morfolojik degisimlerden korur (93, 94).

Oksidatif stres apoptotik siire¢ icin dnemli bir sinyaldir. Is1 sok proteini hiicresel
redoks homeostazisini siirdlirmek i¢in antioksidan gibi davranir. Hsp27 ve Hsp70 ailesinin
iiyeleri oksidatif strese karsi protektif role sahiptir. Hiicrelerin redoks durumu Hsp
sentezini etkiler (95).

Reaktif oksijen iiriinleriyle indiiklenen apoptozisin Fas 6liim reseptdrlerinin artisi
ile iligkili oldugu gosterilmistir. Hsp70’in asir1 ekspresyonu Fas ile indiiklenen apoptozisi
azaltir (94).

Is1 sok proteini 70, ayrica kaspaz bagimsiz apoptotik yolu onler. Stres durumlarinda
Hsp70 lizozomal membran stabilizasyonunu saglayarak katepsinlerin salinimini inhibe
eder. Bu bazi hiicre modellerinde otofajik hiicre 6liimiiniin inhibisyonuna yol acar. Hsp’ler
sadece proapoptotik yolagmm regiilasyonunda degil, antiapoptotik mediatorlerin
aktivasyonunda ve devamliliginda yer alirlar. Bcl-2 protein ailesi birbirleri arasinda
apoptozise izin veren yada inhibe eden, homodimer veya heterodimer olusturan 20’den
fazla tliye icerirler. Bir ko-saperon olan BAG-1 proteini Hsp70 ve Bcl-2 arasinda Bcl-2
aktivasyonuna yardimci olan bir baglant1 yapar. Proapoptotik ve antiapoptotik siire¢ ayrica
Hsp sentezini diizenler. Fas aktivasyonunun Hsp70 upregiilasyonunu inhibe ettigi

gosterilmistir. Is1 sok proteini apoptotik sinyalizasyonda major rol oynar (93-96).

1.4. Apoptozis

Apoptozis; organizmalarda siki sekilde korunmus oldugu kabul edilen doku
embriyogenez ve organizmalarin sekillenmesinden cesitli hastaliklara kadar bir¢ok
mekanizmada 6nemli rol almaktadir. Apoptozis ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen mekanizmasi ¢ok agik degildir. Bu konuda bilinenlerin oldukca baslangicinda

olundugu diistiniilmektedir. Apoptozis terimi ilk olarak 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve
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Currie tarafindan hiicre 6limiiniin morfolojik bir formunu tanimlamak i¢in kullanilmistir
(97).

Programlanmis hiicre Oliimii ya da apoptozis genel olarak belirli morfolojik
ozellikler ile karakterize edilen enerji bagimli biyokimyasal bir mekanizmadir. Apoptozis
normal hiicre dongiisii, normal gelisim, immun sistem fonksiyonu, hormon bagimli atrofi,
embriyonik gelisim ve kimyasal olarak uyarilmis hiicre 6liimiinii igeren cesitli islemlerin
hayati komponenti olarak goz Oniinde bulundurulmaktadir. Uygun olmayan apoptozis
norodejenetratif hastaliklar, iskemik zarar, otoimmun hastaliklar ve bir¢ok kanser tipini
kapsayan bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Apoptozis, intrauterin donemden
itibaren baslar. Fizyolojik ve patolojik bir¢cok olayda 6nemli rol oynar. Bunlar (8);

1. Embriyonal ve fotal gelisimde; immiin sistemin ve sinir sisteminin
gelismesiigin dnemli role sahiptir. Intrauterin dénemde, immiin sistemin maturasyonu
esnasinda, santral lenfoid organlardaki otoreaktif lenfositlerin ortadan kaldirilmasini saglar.
Boylece periferal lenfoid ve myeloid kompartmanlarin asir1 biiylimesi kisitlanir. Sinir
sistemi geligirken; aksonlar1 hedef organlara ulasamayan noronlarin ortadan kaldirilmasini
ve noronlarla hedef organlar arasinda olugan baglant1 hatalariin onarilmasini saglar.

2. Hormon salgisinin azalmasina bagh olarak gelisen involiisyonlarda; 6rnegin
menstruasyonda endometrial dokunun yikilmasi, laktasyon sonrasi meme atrofisi.

3. Dokularda hiicre hemostazinin saglanmasi: bagirsaktaki kript epitellerinin
stirekli yenilenmesi gibi.

4. immiin reaksiyonlarda; Viral hepatitte karacigerde olusan apoptotik hiicreler
(Concilman cisimcikleri ) veya graft versus host reaksiyonlar1 gibi.

5. Hiicrelerin herhangi bir nedenle hasarlanmalarn durumunda veya yashhkta;
ornegin 1s1, radyasyon, antikanser ilaglar, hipoksi gibi durumlarda apoptozis, belirli
uyarilarla baslatilan molekiiler olaylarin enerjiye bagimli dongiisiiniin son noktasidir ve
dort ardisik basamagi vardir (98):

1. Ekstra ve intraseliiler sinyallerle apoptozisin baslatilma faz

2. Kontrol ve diizenlenme faz: Intraseliiler pozitif ve negatif diizenleyici
molekiillerle apoptozisin stimiilasyonu veya inhibisyonu s6z konusudur.

3. infaz faz: Genel final faz1i ve fiili 6lim programindan olusur ve bu faz
cogunlukla proteazlarin kaspaz ailesi tarafindan gerceklestirilir.

4. Fagositoz fazi: Fagositoz ile 6l hiicrelerin temizlenmesidir.

28



1.4.1. Apoptozis Mekanizmalar

Apoptozis hiicre yiizeyine spesifik O0liim reseptorlerinin baglanmasi ile bagslar.
Hiicrenin apoptozise gidebilmesi i¢in ilk Once, ilgili genetik mekanizmayi harekete
gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre icinden veya digindan gelebilir.
DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinde artis, hiicre i¢ci pH degisiklikleri, hiicre siklus
bozukluklar1 hiicreyi apoptozise gotiiren hiicre 6liim sinyallerini baslatir. Oliim
reseptorlerinin  hiicre yilizeyinde spesifik ligandlarina baglanmasi sonucu hiicre ici
proteazlar yani kaspazlar aktive olur. Aktive olan kaspazlar hedef proteinleri yikarak,
hiicre i¢i degisikliklere neden olur (97, 99). Apoptotik siire¢ ilerledik¢e hiicrelerde
sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla ¢evrili kiigiik pargalara boliiniir.
Bunlara “apoptotik cisim” adi verilir. Apoptotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve
fagositler tarafindan fagosite edilerek yok edilir. Apoptozisi indiikleyen sinyaller; intrensek
yolu ve ekstrensek yolu tetikleyen proteinler olmak tlizere ¢ok sayidadir (97).

Apoptozis mekanizmas1 oldukca kompleks enerji bagimli molekiiler kaskad
olaylarini igermektedir. Yapilan arastirmalar ekstrensek ve intrensek ya da mitokondriyal
yol olarak iki ana apoptotik yolun oldugunu, bu iki yolun birbiri ile baglantili oldugu ve bir
yolda rol alan molekiillerin diger yoldakini etkiledigini gdstermistir. Bu iki yola ilave
olarak T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granzim bagimli hiicre 6liimiinii igeren bir

yol daha vardir (8, 100).
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|  Biylme fakticleri ” 1

1- Mitokondriyal stres durumlarinda agiga ¢ikan ve kofaktdr niikleotid trifosfat (ATP ve dATP) ile aktiflenen
sitokrom-c, sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici faktor (Apaf-1) ve kaspaz 9 ile birleserek kaspaz-3’ii
aktive eder ve kaspaz kaskadinin siirdiiriilmesi ile hiicresel proteoliz gelisir.

2- Oliim aktivatérlerinin (FasL ve TNF) hiicre yiizeyindeki Fas ve TNF reseptorlerine baglanmasi ve
sitoplazmada kaspaz-8’i aktive etmesiyle apoptotik dongii baslar.

3- Endoplazmik retikulumda bulunan prokaspaz 12’nin, yiiksek kalsiyum seviyeleri, kalsiyum bagiml bir
tiyol-proteaz olan, hiicre iskeleti ve sinyal iletiminde gérev alan kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi
ile aktif hale gecmesi, aktiflenmis kaspaz 12, kaspaz 9 ile sitoplazmada etkileserek kaspaz kaskadini aktifler
ve apoptozis olusumuna neden olur.

Sekil 1. Apopitozis mekanizmasi (8)

Tablo 5. Apoptozisin baslaticilar1 (ekstrensek yol) (100)

Oliim reseptorleri Ligandi
TNF ailesi: TNF-R1 TNF

Fas FasL

DR3 Tweak
TRAIL-R1 (DR4) TRAIL
TRAIL-R2 (DRS) TRAIL
DR6 DR6L
TAJ TAJL
THANK-R THANK
Diger: Granzim B

Mannoz 6-Fosfataz (insiilin benzeri
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Biiyiime faktorii II reseptorii; ILGF-II)

Tuzak reseptorleri
TNF ailesi (6liim reseptdrlerini antagonize edenler):

Solubl Fas FasL

TRAIL-R3 TRAIL
TRAIL-R4 TRAIL
Tuzak reseptor 3 Osteoprotegerin TRAIL

Tablo 6. Apoptozisin baslaticilar1 (intrensek yol) (100)

Lokalizasyon Apoptojenik Proteinler

Mitokondrilerde Sitokrom C Kaspaz-9
Kaspaz-2 Smac/DIABLO
Kaspaz-3 AIF
Kaspaz-8 SIM-20

Post mitokondrial (Apoptozomlar) Apaf-1 Kaspaz-9
dATP Sitokrom C

Endoplazmik retikulum Kaspaz-12 Bap31

Golgi kompleksi Kaspaz-2

Nukleus TR3

1.4.1.1. Ekstrensek Yol

Apoptozisi transmembran reseptor aracili etklesimlerle baglatan yol ekstrensek yada
Oli reseptor yoludur. Bu sinyal yolunda TNF reseptor gen ailesinin liyeleri olan 6lim
reseptorlerini igeren transmembran reseptorleri rol almaktadir. TNF reseptor ailelerinin
iiyeleri birbirine benzer sisteince zengin ekstraselliiler domainler igerir ve 6ldiiriicii domain
olarak adlandirilan yaklasik 80 aminoasitlik bir sitoplazmik domaine sahiptirler. Bu
domainler hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyal yoluna 6ldiiriicii sinyalin aktarilmasinda kritik
bir rol oynarlar. Ligand ve onlarin karsiligi olan oldiiriicii reseptorler FasL/FasR, TNF-
o/ TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 ve Apo2L/DR5’1 igermektedir (8, 100). Apoptozisin
ekstrensek fazini tanimlayan olaylarin olus sirasi en 1yi sekilde FasL/FasR ve TNF-
o/ TNFR1 modelleri ile karakterize edilir. Bu modellerde, reseptorler ve homolog trimerik
ligandlarin baglandig1 kiimeler vardir. Ligand baglandiginda, sitoplazmik adaptor
proteinler reseptorlere baglanan uygun Oldiirlicii domainlerin olusumunu gostermektedir.
Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi, Fas reseptoriiniin Fas iligkili 6liim domainine
(FADD) baglanmasma, TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasi ise FADD ve
reseptor interaktif protein (RIP) birimleri ile adaptdor TNFR-1 iligkili 6lim domaini
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(TRADD) proteininin baglanmasina yol acar. FADD daha sonra dldiiriicii effektor
domaininin dimerizasyonu aracilig1 ile prokaspaz 8 ile birlesir. Bu noktada bir oldiiriicti
sinyal kompleksi (DISC) olusurak bu prokaspaz 8’in oto katalitik aktivasyonuna yol agar.
Kaspaz-8 bir kez aktive olunca, apoptozisin uygulama fazi tetiklenir. Oldiiriicii reseptor
aracilt apoptozis, FADD ve kaspaz-8’e baglanacak olan c-FLIP olarak adlandirilan bir

protein tarafindan inhibe edilir (97, 101).

1.4.1.2. intrensek Yol

Dogrudan hiicre i¢i reseptorlere etki eden reseptorlerden bagimsiz olarak uyaranin
farkli bir diizenini igeren yola intrensek ya da mitokondrial yol ad: verilmektedir. Intrensek
yolu baslatan uyarici, pozitif ya da negatif bigimde rol alabilir. Negatif sinyaller, 6liim
programmin baskilanmasmin basarisiz olmasmna neden olabilecek olan belirli biiylime
faktorleri, hormonlar ve sitokinlerin olmadigi1 durumlar1 igcerir ve apoptozisi tetikler.
Radyasyon, toksinler, hipoksi, hipertermi, viral enfeksiyonlar ve serbest radikaller gibi
diger uyaranlar pozitif sinyaller olarak rol almaktadir (8). Bu uyaranlarin tamami
mitokondrial permeabilite gecis poru (MPT)’nun agilmasina, mitokondrial transmembran
potansiyeli ve sitozolun i¢ membran boslugundan normal olarak izole edilmis proapoptotik
proteinlerin iki ana grubunun salinnmma yol acan mitokondri i¢ membraninda
degisikliklere neden olabilir. ilk grup sitokrom ¢, Smac/DIABLO ve serin proteaz
HtrA2/Omi’den olusur. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal yolag1 aktive ederler
(100). Sitokrom c¢ bir apoptozom olusturan prokaspaz-9’a ilave olarak Apaf-1’1 aktive eder
ve baglar. Bu sekilde prokaspaz-9’un kiimelesmesi kaspaz 9 aktivasyonuna yol agar.
Smac/DIABLO ve HtrA2/Omi’nin, IAP’1 (apopitozis protein inhibitdrii) inhibe ederek
apoptozisi destekledigi bildirilmistir. Proapoptotik proteinlerin ikinci grubu, apoptozis
siiresince mitokondrilerden salinan AIF, endoniikleaz G ve CAD’dwr. AIF ¢ekirdege
transloke edilir ve DNA’nin 50-300 kb’lik parcalara boliinmesine ve periferal ¢ekirdek
kromatininin kondensasyonuna yol agar. Endoniikleaz G ayrica ¢ekirdege transloke edilir
ve niikleer kromatini oligoniikleozomal DNA fragmenleri olusturmak iizere parcalar (97).

Proteinlerden Bcl-2 ailesi mitokondrial membran gecirgenligini kontrol eder. Su
ana kadar Bcl-2 ailesinden 25 tane gen tanimlanmistir. Antiapoptotik proteinlerden bazilari
Bcl-2, Bel-x, Bel-xL, Bel-w, BAG’1 igerirken; pro-apoptotik proteinlerden bazilar1 Bel-10,
Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve BIk’i icerir. Bu proteinler apoptozisi baglatabilir ya da
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sonlandrabilir (8, 10). Proteinlerden Bcl-2 ailesinin aktivasyonunun ana mekanizmasi,
mitokondrial membran gegirgenliginin degisimi ile mitokondriden serbest birakilan
sitokrom c’nin diizenlenmesidir. Ilave olarak Bcl- XL ve Apaf-1°de gosterilen bir protein
““Aven”’in her ikisini baglayarak prokaspaz-9’un aktivasyonunu Onledigi belirlenmistir.
Puma ve Noxa, Bcl-2 ailesinin iki liyesidir ve bunlar proapoptozis mekanizmasinda da rol
alirlar. Puma p53 aracili apoptoziste dnemli bir rol oynar. In vitro olarak Puma'nin asir1
ekspresyonunun, Bax ekspresyonunun artisina, Bax'ta konformasyonel degisikliklere,
sitokrom ¢ salmimi ve mitokondriyal membran potansiyelinde azalmaya eslik ettigi
gosterilmistir. Noxa’da ayn1 zamanda p53 tarafindan indiiklenmis apoptozis i¢cin aday bir
aracidir. Calismalar Noxa’nin mitokondride lokalize oldugunu ve antiapoptotik Bcl-2 aile
iiyeleri ile etkilesime girerek kaspaz 9'u aktive ettigini gostermistir. Puma ve Noxa’nin her
ikisinin de p53 tarafindan indiiklenmesi nedeniyle, bunlar geno-toksik hasar ya da onkogen
aktivasyonu ile olusan apoptozise aracilik edebilirler. Miyelositomatozis onkogen (Myc)
onkoproteininin de ayni zamanda p53 bagimli ve bagimsiz mekanizmanin her ikisinde de

apoptozisi arttirma yeteneginde oldugu bildirilmistir (8, 102, 103).

1.4.1.3. Perforin/granzim yolu

Perforin/granzim yolu granzim B ya da granzim A ile apoptozisi indiikleyebilir.
Ekstrensek, intrensek ve granzim B yolu ayn1 ucgta ya da infaz yolunda odaklanabilir. Bu
yol kaspaz-3’un parcalanmasi ile baslatilabilir ve DNA’nin fragmantasyonunu, hiicre
iskeleti ve ¢ekirdek proteinlerinin pargalanmasini, proteinlerin capraz baglanmasimni,
apoptotik yapilarm olusumunu, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligantlarm ekspresyonunu
ve sonug olarak fagositik hiicreler tarafindan yutulma basamaklarmi igermektedir (8, 99).
Granzim A yolu tek iplikli DNA hasar1 araciligiyla paralel olan, kaspaz bagimsiz hiicre
Olim yolunu aktive eder. Sitotoksik T lenfositler (CTLs) konak¢1 hiicre yiizeyindeki
antijenleri tanirlar ve bu sirada ylizeylerinde Fas ligand olusturarak hedef hiicrenin Fas
reseptoriine tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarinda granzim B (serin proteaz) ve perforin
ad1 verilen, apoptozisin olusmasini saglayan proteinler iceren sitoplazmik graniillere
sahiptirler. Bu CTL’ler, perforin ile porlar olusturarak hedef hiicrelerde kaspazlar1 aktive
edecek olan granzim B salgilarlar ve boylece perforinin salinimini igeren yeni bir yol

araciligr ile tiimor hiicresi ve virlis tarafindan enfekte edilmis hiicre iizerinde sitotoksik
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etkilerini uygulayabilirler. Granzim A’da ayni zamanda apoptozisi uyaran ve kaspaz

bagimsiz yolu aktive eden sitotoksik T hiicrelerinde de 6nemlidir (17, 97, 100).

1.4.2. Apoptozisteki Biyokimyasal Olaylar

Protein ayrnilmasi; Apoptozisin spesifik bir 06zelligi olan protein hidrolizi,
kaspazlar olarak adlandirilan, sistein proteaz ailesinin aktivasyonu ile gerceklesir.
Apoptotik hiicrelerde goriilen niikleer ve sitoplazmik yapisal degisikliklerin sebebi kaspaz
aktivasyonudur. Kaspaz aktivitesi ayn1 zamanda endoniikleazlar1 da tetikler (8, 10).

Protein c¢apraz baglanmasi (Cross-Linking); Apoptoziste hiicreler biiziisiir ve
kiigiik pargalara ayrilir. Bu pargalar; transglutamazlarin yaptigi protein ¢apraz baglanmalar1
ile sitoplazmik proteinler apoptotik cisimlere doniistiiriiliir.

DNA yikimi; Apoptotik hiicrelerde DNA yikilarak 50-300 kilo baz’lik biiyiik
parcalara ayrilir. Daha sonra Ca2+ ve Mg2+’a bagimli endoniikleazlar DNA zincirini, H1
histon bdlgesinden180-200 baz ciftlik ve katlar1 uzunlugunda parcalara ayirir.

Fagositik tammma; Apoptotik hiicreler, plazma membranlarinin dis zarinda
fosfatidilserin ve trombospondin eksprese ederler. Saglikli hiicrelerde plazma membraninin
icinde bulunan fosfotidilserin, apoptotik hiicrelerde plazma membranmin dis yiiziinde
bulunur. Apoptotik hiicrelerde fosfotidilserin ekspresyonu hiicrenin fagositozu i¢in
makrofajlar ve komsu hiicreler tarafindan taninmasina izin verir. Fagositik hiicreler i¢in

sinyal gorevi goriir (8, 10, 99, 100).

1.4.3. Apoptozisin Genetik Kontrolii

Apoptozis, antiapoptotik ve proapoptotik proteinler arasindaki denge tarafindan
diizenlenir. Organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen ¢ok sayida gen ve protein
bulunmaktadir (8, 10, 97).

Tablo 7. Apoptozis ve Genler (10)

Apoptozisi baskilayan genler Apoptozisi indiikleyen genler
Bcl-2/Bax grubundan: Bcl-2/Bax grubundan:
Bcl-2, BHRL-1, Bel-xL, Bel-w, Brag-1, Mcl-1 Bax Harakiri/DP5

E1B-19K, CED-9, A1/BFL-1, BOO/Diva, NR13 Bel-Xs, BLK, Bax
Bad, Noxa, Bcl-GI Map-1, BIM/BOD
BIK/NBK

c-abl geni c-myc
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ras onkogeni p53, p21
p35 Fas, FADd

1.4.3.1. Bcl-2/Bax protein ailesi

Apoptozisin mitokondriyal yolagin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanir.
Bu ailenin 20 {yesi tamimlanmistir. Bazi antiapoptotik (bcl-2, bel-xL, Mcl-1) ve
proapoptotik (bax, bad, bid) proteinler bu grupta yer almaktadir. Bcl-2/Bax gen ailesi
driinleri mitokondri ve ¢ekirdek zarlarmnin yanisira, endoplazmik retikulum zar1 tizerinde
de yer alirlar ve homodimer yada heterodimer seklinde kompleksler olusturarak calisirlar.
Calismalarda bu heterodimerlerden biri olan “Bcl-2/Bax” orami “6liim anahtar1” olarak
degerlendirilmektedir. Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin 6lecegine veya yasayacagina
karar verir. Ornegin Bcl-2'nin Bax ile olan etklesiminde, Bcl-2'nin oraninin daha yiiksek
olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglarken, Bax'm daha fazla olmasi durumunda
hiicre 6lime gitmektedir (9, 10).

Biitiin Bcl-2 ailesi tiyeleri 4 Bcl-2 homolog alaninin (BH) en az birini icermesi ile
karakterizedir. Bu alanlar BH1, BH2, BH3, BH4 olarak ifade edilir ve o-heliks
segmentlerine karsilik gelir. Antiapoptotik Bcl-2 {iyeleri bu 4 alana sahipken, proapoptotik
iiyelerde BH4 alan1 yoktur. Proapoptotik iiyeler de kendi arasinda iki alt gruba ayrilir.
Bunlardan biri BH1, BH2, BH3 igeren grup (Bax ve Bak), digeri ise sadece BH3 igeren
gruptur (Bid, Bad, Bim) (102). Bcl-2 ailesi liyelerinin 6nemli bir 6zelligi heterodimer ve
homodimer olusturmalaridir.  Antiapoptotik ve proapoptotik iliyeler arasindaki
heterodimerizasyon birbirlerinin etkilerini inhibe eder. Bax homodimerizasyonu hiicre
Oliim sinyali olusturur. Fakat Bcl-2 ve Bax heterodimerizasyonu, Bax fonksiyonunu inhibe
eder. Bcl-xS, Bcl-2'ye baglanarak, Bcl-2 fonksiyonunu inhibe eder. Bax'in Bcl-2 ile
etkilesimini engeller ve Bax'in o6ldiirlicii fonksiyonu ortaya c¢ikar. Bcl-2 aile iiyeleri
arasindaki etkilesimler su sekilde belirtilmistir (103, 104).

e Bcl-2 ile Bax

e Bcl-2 ile Bcl-2

e Bcl-2 ile Bel-xL
e Bcl-2 ile Bcl-xS
e Bcl-2 ile Mcl-1

e Bcl-xL ile Bel-xL
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e Bcl-xL ile Mcl-1
e Bax ile Mcl-1

Fizyolojik ve patolojik bir¢cok olayda apoptozisin regiilasyonunda Bcl-2 geni kritik
bir role sahiptir. Bcl-2 terimi, “B-cell lymphoma/ leukemia-2” terminolojisinden
gelmektedir. Bcl-2 geninin aktivasyonu i¢in kromozomal bir translokasyon olusur. Bu
translokasyonla Bcl-2 geni normal lokalizasyonundan, juxtapozisyonu olan
immiinoglobulin agir zincir lokusuna tasmir. Bu translokasyon, Bcl-2 mRNA’sinin ve
genin kodladig1 proteinlerin asir1 {iretimine neden olur (97, 102). Bcl-2, 239 aminoasitten
olusan 24-26 kDa'luk bir protein kodlar. Gii¢lii bir 6liim inhibit6riidiir. Bel-2 mitokondri
membran diginda, endoplazmik retikulum ve niikleer membranlarda bulunur. Antioksidan
yolda mitokondriden sitokrom-c salinimini engellemede rol oynar. Bcl-2’nin ayrica
mitokondri ile olan iliskisinden dolay1 antioksidan bir etkiye sahip oldugu ve bdylece
oksidan stresin neden oldugu apoptozisi baskilayabildigi bulunmustur (102, 103). Bcl-2 ve
myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1), Bcel-2-like 1 (Bcel-xL), Bcel-2-like 2 (Bel-w) ve Bcl-2
iliskili protein Al (Bfl-1) gibi diger antiapoptotik proteinlerin ekspresyonu; Bax ve Bak
proteinlerinin homo-oligomerizasyonunu ve aktivasyonunu engelleyerek hiicre 6liimiinii
bloke eder. Bcl-xL. mitokondri membran disinda lokalizedir. Bcl-xL kaspaz aktivasyonunu,
Apaf-1 tizerinden Onler. Bcl-xL ve Bcl-2 birlikte mitokondri membran gecirgenligini
korurlar (8, 97, 104).

Apoptotik uyariya yanit olarak Bcl-2 ailesinin sadece BH3 alanini igeren belirli
iyeleri aktive olur. BH3 proteinleri, Bcl-2 iligkili X proteininin (Bax) yada Bcl-2
antagonist /killer-1 (Bak) gibi proapoptotik proteinlerin miokondride aktivasyonuna yol
acar. Saglikl hiicrede bax sitozolde monomerik formda bulunur. Proapoptotik protein olan
Bax'in aktivasyonu hem translokasyonu hem de dimerizasyonu gerektirir. Apoptotik uyar1
Bax-Bax homodimerlerinin olusumuna ve sitozolden mitokondriye translokasyonuna
neden olur. Bax integral bir membran protein haline gelir. Bax ve Bak mitokondri
membraninda por olusumunu indiikler. Mitokondrinin selektif iyon geg¢irgenligi kaybolur.
Bax’m hidrofobik C terminal ucu agiga ¢ikar ve sitokrom ¢ salinimina neden olur (10, 100,
103, 104). Sitokrom ¢ ve apoptozis indiikleyici faktor olarak bilinen AIF, mitokondriden
stoplazmaya c¢ikar. AIF dogrudan kromatin kondansasyonunun ve niikleer
fragmentasyonun meydana geldigi ¢ekirdege dogru yonelirken, sitokrom c apoptozisin en

son basamaginda rol alir. Sitokrom ¢ bir stoplazma proteini olan Apaf-1'in aktivatoriidiir.
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Sitokrom ¢’nin Apaf-1'e baglanmas1 prokaspaz-9'u aktive eder ve ATP’nin de katilimi ile
olusan komplekse 'apoptosom’denir. Prokaspaz 9'un aktivasyonu bir seri kaspaz
aktivasyonunu baslatir (9).

Stoplazmada Bid inaktif halde bulunur. Sadece bir BH3 igerir. Fas ligand ile Fas'im
aktivasyonu kaspaz 8'1 aktive eder. Kaspaz 8 ise Bid'nin boliinerek aktiflenmesine yol agar.
Olusan tBid, Bcl-2’yi inaktive etmek veya Bax’1 aktiflemek {izere mitokondri membranina
yerlesir ve mitokondri proteinleri ile etkileserek apoptozise neden olur (99).

Proapoptotik protein olan Bad, fosforilasyon-defosforilasyon ile diizenlenir.
Normal kosullarda Bad stoplazmada inaktif olarak fosforile halde tutulur. Oliim sinyali ile
Bad defosforile edilir. Bad'in defosforilasyonundan kalsiyum bagimli fosfataz sorumludur.
Defosforile Bad, antiapoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak ve bu proteinleri notralize
ederek apoptozise katkida bulunur. Ayrica Bad; Bcl-xL-Bcl-2 heterodimerine baglanir
(100, 103).

Apoptozis kompleks biyokimyasal kaskad olaylarmin bir sonucudur. Kaspazlar
normal hiicrelerde inaktif proenzimler olarak sentez edilirler. Bir kaspazin diger kaspazi
aktive edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu arttirir ve hizli hiicre
Oliimiine neden olur. Kaspazlar sistein proteazlardir, aktiviteleri hiicre 6liim yolunda ortaya
cikar. Tanimlanmig 10 biiylik kaspaz; baslatici kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10), effektor
kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuar kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5) olarak
siniflandirilmistir (8, 97, 98).

Apoptozis yasamin siirdiiriilmesinde temel mekanizma olarak goriilmektedir ve bu
ylizden etyolojisini tam olarak agiklayamadigimiz pek ¢ok hastaligin aydinlatilmasinda ve
belki de tedavisinde ileride anahtar rol oynayabilecektir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar
apoptoziste olusan bozukluklarin nérodejeneratif hastaliklara, malignitelere ve otoimmiin

hastaliklara yol agabilecegini gostermistir (9).

1.4.4. Idiyopatik Trombositopenik Purpura ve Apoptozis

Dr. William Harrington 1950'deki iinlii deneyde ITP'li bir hastadan aldig1 kana
bagska bir bireye inflize etmesi sonucu ciddi trombositopeni gelistigini kesfetti. Takip eden
yillarda Harrington ve arkadasi Shulman ITP'de dolasimdaki trombositlerin azalmasindan
sorumlu hiimoral bir faktor oldugunu kanitladilar. Bir¢ok ¢aligma temelinde su goriis kabul

edildi: ITP’ye dalak ve karacigerde, retikiiloendotelyal sistemde fagositler tarafindan
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dolasan trombositlerin yikimina aracilik eden otoantikorlar neden olur. Ancak 1980’lerde
Ballem ve arkadaslar1 kinetik calismalarda ITP’deki trombositopeninin sadece periferal
trombosit yikimindan kaynaklanmadigini gostermislerdir. Ayni zamanda kemik iliginde
trombosit  iiretiminin de baskilandigmm  gdstermislerdir (1, 17-19). Idiyopatik
trombositopenik purpurali hastalarin trombosit ve megakaryositlerinde programli hiicre
Olim yollar1 ve artmis hiicre 6lim sinyalleri bulunmustur. Apoptozisin biyokimyasal
yollar1 trombosit ve megakaryosit yasamini diizenler. Farkli apoptozis yollarinm,
megakaryopoezisin farkli basamaklarinda rol aldig1 goriilmektedir. Programli hiicre
oliimiiniin genetik yada otoantikorlar tarafindan indiiklenmis disregiilasyonu ITP'de
trombositopeni yada ineffektif trombopoeze yol acar. Altta yatan mekanizmanin
anlasilmas1 gelecekte yapilan calismalarla yeni tedavi stratejileri gelisimine yol acabilir ve
hasta alt gruplarinin tespiti ayr1 tedavi yaklasimlarina yarar saglayabilir (1, 105).

Apoptozis programli hiicre Olimiiniin en yaygin formudur. Cekirdeksiz
trombositler ve megakaryositler fonksiyonel apoptotik mekanizmaya sahiptirler.
Apoptozisin intrinsik yolu yasam siirelerini belirler. Major apoptotik yollardan biri
intrinsik (mitokondriyal) apoptotik yoldur (8, 97). Apoptozisin intrinsik yolu Bcl-2 protein
ailesi iiyeleri tarafindan diizenlenir. Bu aile apoptozisi hem baskilayict hem de tetikleyici
proteinleri icerir. Intrinsik yolun anahtar mediatorleri Bax ve Bak, kontrolsiizce mitokondri
dis membraninda oligomerize olursa mitokondri dis membran permeabilizasyonu
indiiklenir ve sitokrom c ve diger soliible ve apoptojenik proteinlerin sitoplazmaya salinimi
olur. Sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktér 1 (APAF-1) ve prokaspaz 9 ile
apoptozom olusturarak birlesir ve kaspaz 9'u aktive eder. Kaspaz kaskadi strdiiriiliir. Bak
ve Bax aktivitesi siki bir sekilde megakaryositlerde ekspresse edilen antiapoptotik Bcl-2
aile iyeleri, Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 tarafindan kontrol edilir. Bcel-xL ve Mcl-1
megakaryosit yasamini kordineli bir sekilde diizenledigi fakat trombosit yasami i¢in Mcl-
I'in 6nemsiz oldugu goriilmiistiir (9, 102, 104).

Apoptozisin ekstrinsik yolu TNF reseptor siiper ailesine ait 6liim reseptorlerine
baglanma ile tetiklenir. Bu aile prokaspaz 8'in aktifleyebilen intraselliiler 6lim domainini
icerir. Prokaspaz 8'in aktiflenmesi kaspaz 3, 6 ve 7'nin direkt aktivasyonuna yol acar.

Ekstrinsik yol Bcl-2 ailesi ve mitokondriyi bypass eder (97, 101).
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Bugiinkii kanitlarin megakaryositlerin apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik her iki
basamagma da sahip oldugunu desteklemesine ragmen, megakaryositlerde apoptozisin
ekstrinsik yolunun molekiiler ve fonksiyonel yonii kesfedilmeyi beklemektedir (105).

Idiyopatik trombositopenik purpurada megakaryositlerin stoplazmik vakuoller,
apoptozis ve paraapoptozisin yapisal 6zelliklerini sergiledigi bildirilmistir. In vitro ortamda
ITP plazmasma saglikli bireyden megakaryosit maruziyeti ya da in vivo transfiizyonun
apoptozis ile uyumlu morfolojik degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir (11).

Apoptozise giden hiicrelerin yiizeyinde fosfotidilserin eksternalizasyonu fagositler
tarafindan apoptotik hiicrelerin temizlenmesine yol acar. Trombositler {izerinde anormal
artmis PS maruziyeti kronik ITP'li yetiskin hastalarda ve yeni tan1 konmus ITP’li ¢cocuk
hastalarda bildirilmistir (106). Winkler ve ark.'lar1 (107) yeni tani konmus ITP’li
¢ocuklarda trombositlerde PS sikliginmn anlamli derecede yiiksek oldugunu ve ITP
trombositlerinin kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman daha yiliksek oranda aktive kaspaz
3, 9 ve 8 igerdigini bildirmislerdir. Kronik ITP’li yetiskin hastalarda saglikli dondr
trombositler ile kiyaslandiginda trombositlerin yiizeyinde anlamli oranda yiiksek PS diizeyi
icerdigi gosterildi. ITP’de trombosit yiizeyine PS eksternalizasyonu bu hiicrelerin RES
tarafindan asir1 sistemik klirensine yol agabilir. Bu trombositopeni gelisimine ya da agreve
olmasina neden olur.

Trombosit apoptozisini tetikleyen trombosit yiizey molekiilleri GPIIb-111a ve GPIba
olarak bildirilmistir. GPIIb-IIIa ve GPIba ITP'de trombosit spesifik otoantikorlarin hedefi
olarak belirtilmektedir. Leytin ve ark.'lar1 (108) farelere anti-GPIIb antikor enjeksiyonunun
fare trombositlerinde kaspazlarin aktivasyonu sonucu apoptozisi indiikleyebildigini ve
trombositopeni gelistigi gostermislerdir. Anti GPIIb enjeksiyonu trombositlerde PS
maruziyeti, kaspaz 3 aktivasyonu ve mitokondri i¢ membran potansiyelinin
depolarizasyonu ile sonuglanmustir. IVIG tiim diinyada ITP ve diger otoimmun hastaliklar:
tedavi etmede kullanilir. Fare plateletlerinde anti-GPIIb antikorlar1 ile indiiklenen
apoptoziste IVIG etkisini inceleyen calismada ITPmin iyilesmesine ek olarak IVIG
enjeksiyonunun dolasimdaki plateletlerde kaspaz 3 aktivasyonunu ve fosfotidilserin
maruziyetini inhibe ettigini ve fakat mitokondriyal i¢ membran depolarizasyonunu inhibe
etmedigini bildirdiler. Bu IVIG'in plateletlerde ekstramitokondriyal apoptotik yaniti
tyilestirdigine, fakat mitokondriyal yanita etki etmedigine isaret eder. IVIG tedavisi kemik

iliginde apoptotik ve paraapoptotik megakaryosit sayisinda azalma saglar (11).
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Kronik ITP'li yetiskinlerde artmis proapoptotik soluble Fas ligand diizeyi
bulunmustur. Diger ¢alismada ise soluble TRAIL diizeyinde abartili artis bildirilmistir
(105). Yang ve ark.'lar1 (109) azalmis TRAIL ekspresyonundan kaynaklanan megakaryosit
apoptozisinde azalmanin, ITP’li hastalarda bozulmus trombopoeze katkida bulunabildigini
belirttiler. Bu etkin molekiiller otoantikorlardan daha az spesifiktirler. Ancak trombosit ve
megakaryositlerde programli hiicre Olimii ve apoptotik siiregte hastaligin seyrine
katilabilirler. Dahas1 immatiir dendritik hiicrelerin kolayca apoptotik plateletleri fagosite
ettigi bulunmustur. idiyopatik trombositopenik purpura'll hastalarm dendritik hiicreleri,
sagliklt donor plateletleri ile kiyaslandiginda, apoptotik plateletleri T lenfositlere sunum
kapasitesinde artis vardi (80). Proapoptotik agonistik antikorlar tarafindan indiiklenebilen
ve apoptozis inhibitorleri ve antiapoptotik antikorlar tarafindan Onlenebilen platelet
apoptozisinin, ITP gelisiminde rol oynayabildigini desteklemektedir (105).

2. GEREC VE YONTEM

Calismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji ve Onkoloji BD
Poliklinigi'ne basvurup ITP siiphesiyle yatirilan olgular alindi. Trombosit sayisi
<100.000/mm?, fizik muayenede trombosit diisiikliigiine ait belirtiler disinda baska bulgu
olmayan, kemik iliginde megakaryosit artis1 disinda patoloji saptanmayan, trombositopeni
yapabilecek baska bir hastalig1 olmayan ITP tamili 45 hasta alindi. Calisma retrospektif
olarak yapildi. Tanidan itibaren ilk 3 ay1 kapsayan donemde trombositopenisi diizelen 23
olgu Yeni Tan1 Konmus ITP, 12 ay veya daha uzun siirede trombositopenisi diizelmeyen
22 olgu Kronik ITP grubuna alindi. Kontrol Grubu olarak ise solid tiimdr saptanan ve
kemik iligi tutulumu olmadigini ispatlamak i¢in yapilan kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi
incelemesi normal olan 20 olgu ¢alismaya dahil edildi. Olgular 4 gruba (Grup I: Yeni Tam
Konmus ITP, Grup II: Kronik ITP, Grup III: Toplam ITP, Grup IV: Kontrol Grubu) ayrildi.
Ailelerden onam formlar1 alindi. Olgulara ait demografik ve klinikopatolojik bilgiler
patoloji raporlarindan ve hasta dosyalarindan retrospektif olarak elde edildi.

Yeni tan1 konmus ITP’li 23 hastanin 11’1 kiz (%47,8), 12’si erkek (%52,2) ve
erkek/kiz oran1: 1.09 idi. Kronik ITP’li hastalarin 12’si kiz (%54,5), 10’u erkek (%45,5) ve
erkek/kiz orani: 0.83 idi. Kontrol Grubu'ndaki hastalarin 7’si kiz (%35), 13’1 erkek (%65)
ve erkek/kiz orani: 1.85 idi. Olgular 1-17 yaslar1 arasi olup Yeni Tani Konmus ITP
olgular1 yas ortalamasi 6,73+4,79 yil, Kronik ITP olgular1 yas ortalamasi 10,27+5,06 yil ve
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Kontrol Grubu olgular1 yas ortalamas1 7,37+£5,32 yil idi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).
Tablo 8. Olgularin demografik 6zellikleri

Grupl Grup II Grup III Grup 1V
(Yeni Tam Konmus (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
iTP)

Yas (ort+SD) 6,73£4,79 10,27+5,06 8,13+521 7,37+5,32
(alt-iist) (1-16) (1-17) (1-17) (1-17)
Cinsiyet n (%)
Erkek 12 (%52,2) 10 (%45,5) 22 (%49) 13 (%65)
Kiz 11 (%47,8) 12 (%54,5) 23 (%51) 7 (%35)

N: Hasta sayisi, ort: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma

Olgulara ait H&E boyal1 arsiv preparatlar1 11k mikroskobu ile yeniden incelenerek
tanilar1 dogrulandi. Tiim olgular i¢cin demonstratif 6zellige sahip olanlar "referans preparat”
olarak secilerek mikroskopik fotograflama i¢in ayrildi ve daha sonra fotograflari ¢ekilerek

tez dokiimaninda kullanildi.

2.1. Immunohistokimyasal Boyama

Olgulara ait H&E boyal1 arsiv preparatlar1 151k mikroskobu ile yeniden incelenerek
tanilar1 dogrulandiktan sonra immiinohistokimyasal (IHK) uygulama icin parafin
bloklardan 4 mikrometre kalinliginda kesitler alindi. Olgulara ait bloklardan elde edilen
kesitler poly-lysine kapli lamlar iizerine alindu.

Ik olarak 10 dakika etiivde 60°C sicaklikta bekletilen lamlar daha sonra Girelin
(Boster, Rabbit Anti-ghrelin Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA), Hsp70 (Novus,
Rabbit Anti-Hsp70 Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA), Bcl-2 (Boster, Rabbit Anti-
Bcl-2 Polyclonal antibody, 100 ul, 1/100, USA) ve Bax (Santacruz, Rabbit Anti-Bax
Polyclonal Antibody, 100 ul, 1/100, USA) boyamalar1 i¢in otomatik boyama cihazinda
(Ventana Medical System, SN: 712299, REF: 750-700, Arizona, USA) isleme alindu.

Primer antikor ile islemden sonra lamlar musluk suyunda yikanarak ultramount ile
kapatildi. Pozitif kontrol olarak Hsp70 ve Girelin i¢in tiikriikk bezi dokusu, Bcl-2 ve Bax
icin tonsil dokusuna ait 6rnekler kullanildi. Antikorlar ile boyali lamlar Olympus marka
BX51 151k mikroskobunda degerlendirildi. Goriintiileme ise Olympus DP71 ile yapild:.

Her iic boya icin de sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul edildi. Tiim

olgularda pozitif boyanan alanlarmm yayginligi ve boyanma siddeti kaydedildi. Her iki
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degerlendirmeden elde edilen degerler toplanarak, bu toplamdan boyanma skoru elde

edildi (110).

Tablo 9. Sitoplazmik boyama i¢in skorlama sistemi
Boyanma Yayginh@ Boyanma Siddeti Boyanma Skoru

(yayginhik+siddet)

Boyanma yok: 0 Negatif: 0 0: Negatif
<%10: 1 Zayif: 1 1 yada 2: +1
%10-50: 2 Orta: 2 3 yada 4: +2
>%50: 3 Giiglii: 3 5 yada 6: +3

Calismada Yeni Tan1 Konmus ITP, Kronik ITP, Toplam ITP ve Kontrol Grubu
karsilastirildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Kontrol ve hasta grubu
arasindaki farkliliklar analizi i¢in kategorik verilerde Ki Kare testi, nonparametrik veri

analizinde Kruskal-Wallis testi, korelasyon analizinde ise Spearman Korelasyon analizi

kullanildz.
3. BULGULAR

Yeni Tan1 Konmus iTP’li 23 hastanin 11'i kiz (%47,8), 12’si erkek (%52,2) ve
erkek/kiz oran1: 1,09 idi. Kronik ITP’li hastalarin 12’si kiz (%54,5), 10’u erkek (%45,5) ve
erkek/kiz orani: 0,83 idi. Kontrol Grubu' ndaki hastalarin 7’si kiz (%35), 13’1 erkek (%65)
ve erkek/kiz orani: 1,85 idi. Olgular 1-17 yaslar1 arast olup Yeni Tani Konmus ITP
olgular1 yas ortalamasi 6,73+4,79 yil, Kronik ITP olgular1 yas ortalamasi 10,27+5,06 yil ve
Kontrol Grubu olgular1 yas ortalamas1 7,37+5,32 yil idi. Gruplar arasinda yas ve cinsiyet
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Yeni Tan1 Konmus ITP olgular1 daha ¢ok yaz mevsiminde, Kronik ITP’li olgular
ise daha cok kis mevsiminde tam1 almislardir. Her iki grup arasinda mevsimlere gore
hastaligin dagilimi acgisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik izlenmedi (p>0,05). Yeni
Tan1 Konmus ITP’li olgularin 14’iinde (%31,1), Kronik ITP’li olgularmn 15’inde (%33,3)
enfeksiyon Oykiisii mevcut olup, her iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
izlenmedi (p>0,05).

Yeni Tan1 Konmus ve Kronik ITP'li hastalar ile Kontrol Grubu arasinda trombosit
ve PCT degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli diisiikliik saptandi (p<0,05).
Calismaya dahil edilen gruplar arasinda MPV, PDW degerleri arasinda istatistiksel anlamli
farklilik izlenmedi (p>0,05). Hemoglobin degeri Kronik ITP'li grupta Kontrol Grubu'na
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gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik saptanmis olup (p<0,05); Yeni Tani

Konmus ITP ve Kontrol Grubu arasinda istatistiksel acidan anlamli farklilik izlenmedi

(p>0,05).
Tablo 10. Gruplarin trombosit, MPV, PDW, PCT, Hb ve WBC degerleri
Grupl Grup II Grup IIT Grup IV
(Yeni Tam (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
Konmus ITP) (n=22) (n=45) (n=20)
(n=23) (ort£SD) (ort+SD) (ort+SD)
(ort£SD) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
(alt-iist)
Trombosit (x10°/L) 23,9+23,00° 33,4+31,07 28,6+27,00 460,5+200,15
(1,73-84,00) (3,00-129,00) (1,73-129,00) (174,00-862,00)
MPV (fL) 9,9+2,00 9,8+2,46 9,85+2,23 8,6+3,13
(6,40-13,60) (6,30-15,80) (6,30-15,80) (6,10-19,90)
PDW (%) 39,2+21,66 34,1£19,44 36,6+20,5 42,9+19,30
(15,40-71,80) (16,10-81,40) (15,40-81,40) (17,10-97,00)
PCT (%) 0,026+0,021* 0,05+0,06* 0,038+0,040? 0,47+0,35
(0,00-0,07) (0,00-0,27) (0,00-0,27) (0,13-1,71)
Hb (g/dL) 12,2+1,08 13,1£1,67* 12,6+1,37 11,6£1,24
(10,6-14,9) (7,8-15,4) (7,8-15,4) (9,5-13,3)
WBC (x10°/L) 8,66+2,62 7,96+2,29 8,31+2,45 9,56+3,66
(3,9-14,9) (3,91-15,1) (3,90-15,1) (4,5-17,5)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.

a; meveut grubun Grup [V'e gore p<0,05
b; mevcut grubun Grup I'e gore p<0,05

Calismaya

dahil

edilen

tim olgular

oksidan ve

antioksidan durumun

degerlendirilmesi i¢in girelin, Hsp70, Bcl-2 ve Bax ayr1 ayr1 boyanma yayginligi, boyanma
siddeti ve boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gruplar arasinda girelin boyanma yayginligi, boyanma siddeti ve boyanma skoru
acisindan istatistiksel agidan anlamli farkliliklar vardi. Kronik ITP’li olgularda girelin
boyanma yaygmligi ve boyanma skoru Yeni Tan1 Konmus ITP’li olgulara gére; girelin
boyanma siddeti ise Yeni Tam1 Konmus ITP ve Kontrol Grubu'na gore istatistiksel olarak

anlaml derecede diisiiktii (p<0,05).
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Tablo 11. ITP ve Kontrol Grubu'nda girelin boya degerlendirmesi

Girelin Grup I . Grup Il Grup 111 Grup IV
(Yeni Tam1 Konmus ITP) (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
(n=23) (n=22) (n=45) (n=20)

(ort+£SD) (ort+SD) (ort+£SD) (ort+£SD)

(alt-iist) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)

Yayginhk 2,43+0,66 1,72+0,70° 2,08+0,76 2,10+0,64
(1-3) (1-3) (1-3) (1-3)

Siddet 1,82+0,57 1,27+0,45% 1,55+0,58* 1,85+0,48
(1-3) (1-2) (1-3) (1-3)

Skor 2,43+0,66 1,72+0,70° 2,08+0,76 2,10+0,64
(1-3) (1-3) (1-3) (1-3)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
a, mevcut grubun Grup [V'e gore; p<0,05
b, mevcut grubun Grup I'e gore; p<0,05

Sekil 2. (+) boyanma yaygmliginda sitoplazmik girelin boyamas1 (Immiinperoksidaz,
X200).
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Sekil 3. (+++) boyanma yaygmhiginda sitoplazmik girelin boyamasi (Immiinperoksidaz,
X200).

!

Sekil 4. (+) boyanma siddetinde sitoplazmik girelin boyamas1 (Immiinperoksidaz, X200).
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Sekil 5. (+++) boyanma siddetinde sitoplazmik girelin boyamas1 (Immiinperoksidaz,
X200).

Calismamizda Yeni Tani Konmus ITP’li 23 olgunun 12’sinde (%52,1), Kronik
ITP’1i 22 olgunun 3’iinde (%13,6), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 5’inde (%25) (+++)
yayginlikta girelin boyanmas izlendi. Kronik iTP’li olgularda girelin boyanma yaygmligi
Yeni Tan1 Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii

(p<0,05).
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0 0 | 1 | 2 | 3
Girelin yayginlik
Byeni tani konmus 0 9 12
O kronik 0 10 3
£ toplam 0 11 19 15
W kontrol 0 3 12 5

Sekil 6. Girelinin Yeni Tam1 Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki
boyanma yayginlig1
Calismamizda Yeni Tan1 Konmus ITP’li 23 olgunun 2’sinde (%8,69), Kontrol

Grubu'nda 20 olgunun 1’inde (%35) (+++) siddette girelin boyanmasi izlendi. Kronik ITP’li
olgularda (+++) siddette boyanma izlenen olgu yoktu. Kronik ITP’li olgularda girelin
boyanma siddeti Yeni Tan1 Konmus ITP ve Kontrol Grubu'na gore istatistiksel olarak

anlaml derecede diisiiktii (p<0,05).
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Byeni tani konmus 0 6 15 2
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Fltoplam 0 22 21 2
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Sekil 7. Girelinin Yeni Tan1 Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki
boyanma siddeti
Calismamizda Yeni Tani Konmus ITP’li 23 olgunun 12’sinde (%52,1), Kronik

ITP’li 22 olgunun 3’iinde (%13,6), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 5’inde (%25) (+++)
girelin boyanma skoru izlendi. Kronik ITP’li olgularda girelin boyanma skoru Yeni Tani

Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).
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Sekil 8. Girelinin Yeni Tani Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki

boyanma skoru

Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Hsp70 boyanma yayginligi, boyanma

siddeti ve boyanma skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi

(p>0,05).

Tablo 12. ITP ve Kontrol Grubu'nda Hsp70 boya degerlendirmesi

Hsp70 Grupl . Grup I Grup I Grup IV
(Yeni Tam1 Konmus ITP) (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
(n=23) (n=22) (n=45) (n=20)
(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)
(alt-iist) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
Yayginhk 2,60+0,49 2,72+0,45 2,66+0,47 2,45+0,60
(2-3) (2-3) (2-3) (1-3)
Siddet 2,17+0,57 2,18+0,45 2,17+0,49 2,20+0,69
(1-3) (2-3) (2-3) (1-3)
Skor 2,60+0,49 2,72+0,45 2,66+0,47 2,45+0,60
(2-3) (2-3) (2-3) (1-3)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi
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Sekil 10. (+++) boyanma yaygmliginda sitoplazmik Hsp70 boyamasi (Iimmiinperoksidaz,
X200).
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Sekil 11. (+) boyanma siddetinde sitoplazmik Hsp70 boyamas1 (Immiinperoksidaz, X200).
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X200).
Calismamizda Yeni Tam1 Konmus ITP’li 23 olgunun 14’iinde (%60,8), Kronik
ITP’li 22 olgunun 16'sinda (%72,7), Kontrol Grubunda ise 20 olgunun 10'unda (%50)

(+++) yayginlikta Hsp70 boyanmasi izlendi. Caligmaya dahil edilen gruplar arasinda
Hsp70 boyanma yayginligi acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi
(p>0,05).
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Sekil 13. Hsp70'in Yeni Tani Konmus, Kronik iTP ve Kontrol Grubu olgularmndaki

boyanma yayginligi

Calismamizda Yeni Tam1 Konmus ITP’li 23 olgunun 6'sinda (%26), Kronik ITP’li
22 olgunun 4'linde (%18,1), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 7'sinde (%35) (+++)

siddette Hsp70 boyanmasi izlendi. Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Hsp70

boyanma siddeti a¢isindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).
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Sekil 14. Hsp70'in Yeni Tani Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularmdaki
boyanma siddeti
Calismamizda Yeni Tani Konmus ITP’li 23 olgunun 14’iinde (%60,8), Kronik

ITP’li 22 olgunun 16'sinda (%72,7), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 10'unda (%50)
(+++) Hsp70 boyanma skoru izlendi. Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Hsp70

boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).
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Sekil 15. Hsp70'in Yeni Tam1 Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki

boyanma skoru

Calismaya dahil edilen gruplar arasinda Bcl-2 boyanma yayginligi, boyanma siddeti

ve boyanma skoru ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).

Tablo 13. ITP ve Kontrol Grubu'nda Bcl-2 boya degerlendirmesi

Bel-2 Grupl Grup II Grup IIT Grup IV
(Yeni Tam Konmus ITP) (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
(n=23) (n=22) (n=45) (n=20)
(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)
(alt-iist) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
Yaygmnhk 0,13+0,45 0,18+0,58 0,15+0,52 0,25+0,63
(0-2) (0-2) (0-2) (0-2)
Siddet 1,00+0,00 1,04+0,21 1,02+0,14 1,00+0,00
(1-1) (1-2) (1-2) (1-1)
Skor 1,04+0,20 1,09+0,29 1,06+0,25 1,10£0,30
(1-2) (1-2) (1-2) (1-2)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
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Sekil 16. (+) boyanma yaygmhginda sitoplazmik Bcl-2 boyamasi (Immiinperoksidaz,

X200).

Sekil 17. (++) boyanma yaygmliginda sitoplazmik Bcl-2 boyamasi (Immiinperoksidaz,

X200).
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Sekil 18. (+) boyanma siddetinde sitoplazmik Bcl-2 boyamasi (Immiinperoksidaz, X200).
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Sekil 19. (++) boyanma siddetinde sitoplazmik Bcl-2 boyamas1 (immiinperoksidaz, X200).
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Calismamiza dahil edilen gruplarda hi¢bir olguda (+++) Bcl-2 boyanma yayginligi,

boyanma siddeti ve boyanma skoru izlenmedi.
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Bcl-2 yayginlik
Byeni tani konmus 21 1 1 0
B kronik 20 0 2 0
@ toplam 41 1 3 0
H kontrol 17 1 2 0

Sekil 20. Bcl-2'nin Yeni Tani Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularmndaki

boyanma yayginlig1
50
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Bcl-2 siddet
Byeni tani konmus 0 23 0 0
&I kronik 0 21 1 0
toplam 0 44 1 0
H kontrol 0 20 0 0

Sekil 21. Bcl-2'nin Yeni Tami Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularmndaki
boyanma siddeti
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Sekil 22. Bcl-2'nin Yeni Tani Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki

boyanma skoru

Calismaya dahil edilen gruplar arasinda tiim ITP’li olgularda Kontrol Grubu'na
gore Bax boyanma siddeti istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05). Bax

boyanma yaygimligi ve boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

izlenmedi (p>0,05).
Tablo 14. ITP ve Kontrol Grubu'nda Bax boya degerlendirmesi
Bax Grupl Grup II Grup III Grup IV
(Yeni Tam Konmus ITP) (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
(n=23) (n=22) (n=45) (n=20)
(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)
(alt-iist) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
Yayginhk 2,39+0,58 2,68+0,47 2,53+0,54 2,60+0,50
(1-3) (2-3) (1-3) (2-3)
Siddet 1,86+0,54 1,95+0,37 1,91£0,46" 2,15+0,36
(1-3) (1-3) (1-3) (2-3)
Skor 2,39+0,58 2,68+0,47 2,53+0,54 2,60+0,50
(1-3) (2-3) (1-3) (2-3)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
a, meveut grubun Grup IV'e gore;

p<0,05
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Sekil 23. (+) boyanma yaygmliginda sitoplazmik Bax boyamas1 (Iimmiinperoksidaz,
X200).
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Sekil 54. (+++) boyanma yayginliginda sitoplazmik Bax boyamas1 (immiinperoksidaz,
X200).
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Sekil 25. (+) boyanma siddetinde sitoplazmik Bax boyamasi (immﬁnperoksi-daz, ~X200).

Sekil 26. (+++) b
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oyanma siddetinde sitoplazmik Bax boyamas1 (Iimmiinperoksidaz, X200).
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Calismamizda Yeni Tam1 Konmus ITP’li 23 olgunun 10’unda (%43,4), Kronik
ITP’li 22 olgunun 15’inde (%68,1), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 12’sinde (%60)
(+++) yayginhikta Bax boyanmasi izlenmis olup gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamlilik bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 27. Bax'n Yeni Tan1 Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularmdaki boyanma
yaygimnligi

Calismamizda Yeni Tam1 Konmus ITP’li 23 olgunun 2’sinde (%8,69), Kronik
ITP’li 22 olgunun 1’inde (%4,54), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 3'iinde (%15) (+++)
siddette Bax boyanmasi izlendi. Tiim ITP’li olgularda Kontrol Grubu'na gére Bax

boyanma siddeti istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).
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ekil 28. Bax’in Yeni Tan1 Konmus, Kronik iTP ve Kontrol Grubu olgularindaki boyanma
§ g y
siddeti

Calismamizda Yeni Tam1 Konmus ITP’li 23 olgunun 10’unda (%43,4), Kronik
ITP’li 22 olgunun 15’inde (%68,1), Kontrol Grubu'nda ise 20 olgunun 12’sinde (%60)

(+++) Bax boyanma skoru izlenmis olup gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 29. Bax’in Yeni Tam1 Konmus, Kronik ITP ve Kontrol Grubu olgularindaki boyanma
skoru
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Oksidan/antioksidan oranlarin durumunun degerlendirilmesi icin Bax/Bcl-2,
Bax/Hsp70, Bax/girelin boyanma skorlar1 her grup icin ayr1 ayri istatistiksel olarak
incelendi. Bax/Bcl-2 ve Bax/Hsp70 boyanma skoru oranlar1 bakimindan ¢alismaya dahil
edilen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Ancak
Bax/girelin boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda Yeni Tani Konmus ITP’li
olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Kontrol Grubu'na
gore ise istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi.

Tablo 15. ITP ve Kontrol Grubu'nda oksidanlarin antioksidanlara gdre boyanma skoru
oranlar1

Oksidan/antioksidan Grupl Grup II Grup IIT Grup 1V

BS (Yeni Tam Konmus ITP) (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
(n=23) (n=22) (n=45) (n=20)

(ort+SD) (ort+SD) (ort+SD) (ort+SD)

(alt-iist) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)

Bax/ Bcl-2 2,32+0,59 2,54+0,57 2,43+0,58 2,50+0,68

(1-3) (1,5-3) (1-3) (1-3)

Bax/ Hsp70 0,94+0,28 1,00+0,23 0,97+0,26 1,1340,36
(0,33-1,5) (0,67-1,5) (0,33-1,5) (0,67-2)

Bax/ Girelin 1,07£0,51 1,82+0,81b 1,44+0,76 1,40+0,65
(0,33-3) (0,67-3) (0,33-3) (0,67-3)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
b, mevcut grubun Grup I'e gore; p<0,05

Antioksidan/oksidan oranlarin durumunun degerlendirilmesi i¢in Bcl-2/Bax,
Hsp70/Bax, girelin/Bax boyanma skorlar1 her grup i¢in ayri1 ayri istatistiksel olarak
incelendi. Bcl-2/Bax ve Hsp70/Bax boyanma skoru oranlar1 bakimindan ¢alismaya dahil
edilen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).

Ancak girelin/Bax boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda Yeni Tani
Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).

Kontrol Grubu'na gore ise istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).
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Tablo 16. ITP ve Kontrol Grubu'nda antioksidanlarmn oksidanlara gére boyanma skoru
oranlar1

Antioksidan/oksidan Grup I Grup 11 Grup IIT Grup IV
BS (Yeni Tam Konmus (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
iTP) (n=22) (n=45) (n=20)
(n=23) (ort£SD) (ort+SD) (ort+SD)
(ort£SD) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
(alt-iist)
Bcl-2 / Bax 0,46+0,15 0,41+0,11 0,44+0,13 0,45+0,20
(0,33-1) (0,33-0,67) (0,33-1) (0,33-1)
Hsp70 / Bax 1,17+0,48 1,04+0,24 1,11+0,38 0,97+0,31
(0,67-3) (0,67-1,5) (0,67-3) (0,50-1,5)
Girelin / Bax 1,08+0,49 0,66+0,30 b 0,88+0,46 0,85+0,35
(0,33-3) (0,33-1,5) (0,33-3) (0,33-1,5)

Veriler ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi.
b, meveut grubun Grup Te gore; p<0,05

Antioksidan/antioksidan oranlarmm durumunun degerlendirilmesi i¢in Bcl-2/Hsp70,
Bcl-2/girelin, Hsp70/girelin boyanma skorlar1 her grup icin ayri ayri istatistiksel olarak
incelendi. Bcl-2/girelin boyanma skoru oram Kronik ITP’li olgularda Yeni Tan1 Konmus
ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Hsp70/girelin
boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda, hem Yeni Tam1 Konmus ITP, hem de
Kontrol Grubu olgularindan anlamli derecede yiiksekti (p<<0,05). Gruplar arasinda Bcl-
2/Hsp70 boyanma skoru oran1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi.

Tablo 17. ITP ve Kontrol Grubu'nda antioksidanlar aras1 boyanma skoru oranlar1

Antioksidan/antioksidan Grupl Grup II Grup III Grup 1V
BS (Yeni Tam Konmus (Kronik ITP) (Toplam ITP) (Kontrol)
ITP) (n=22) (n=45) (n=20)
(n=23) (ort=SD) (ort=SD) (ort=SD)
(ort=SD) (alt-iist) (alt-iist) (alt-iist)
(alt-iist)
Bcl-2 / Hsp70 0,41+0,09 0,40+0,11 0,41%0,10 0,47+0,16
(0,33-0,67) (0,33-0,67) (0,33-0,67) (0,33-1)
Bcl-2 / Girelin 0,47+0,19 0,74+0,38 b 0,60+0,32 0,56:0,20
(0,33-1) (0,33-2) (0,33-2) (0,33-1)
Hsp70 / Girelin 1,18+0,51 1,82+0,73 ab 1,49+0,70 1,30+0,58
(0,67-3) (0,67-3) (0,67-3) (0,5-3)

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edildi.
a, meveut grubun Grup I'V'e gore; p<0,05
b, mevcut grubun Grup I'e gore; p<0,05
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4. TARTISMA

Idiyopatik trombositopenik purpura, dolasimdaki trombositlerin yikimmin artmasi
ile karakterize, kendi kendini sinirlayan, otoimmun, ¢ocukluk ¢aginin en sik karsilagilan
edinsel trombositopeni nedenidir. Idiyopatik trombositopenik purpura karmasik
patogenezin oldugu heterojen bir hastaliktir. Etyolojisinde oksidatif etki, antioksidan
mekanizma, apoptozis ve antiapoptozisin etkisi oldugu iizerine ¢alismalar bulunmaktadir
(1, 105).

Oksidatif hasar otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Otoimmunite
sonucu gelistigi diisiiniilen ITP patogenezinde oksidatif stres ve serbest radikallerin etkisi
bulunmaktadir (111, 112).

Calisma grubumuz ITP tanili 45 olgudan olusturuldu. Tanidan itibaren ilk 3 ay
kapsayan dénemde trombositopenisi diizelen 23 olgu Yeni Tan1 Konmus ITP, 12 ay veya
daha uzun siirede tombositopenisi diizelmeyen 22 olgu Kronik ITP grubuna alindi. Kontrol
Grubu olarak ise solid tiimor saptanan ve kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi incelemesi
normal olan 20 olgu ¢alismaya dahil edildi. Calisma retrospektif olarak yapildi. Idiyopatik
trombositopenik purpura tani ani yapilan kemik iligi biyopsisi parafin blok orneklerinde,
immunohistokimyasal olarak; girelin, Hsp70, Bcl-2, Bax uygulanarak boyanma yayginligi,
boyanma siddeti ve boyanma skoru agisindan degerlendirilerek etyolojide suglanan
oksidatif stres, apoptozis ve antiapoptozis etkisi degerlendirilmek istenildi. Bu sekilde ITP
patogenezinde bu parametrelerin roliinii anlayarak ITP tami, prognoz ve tedavisinde
kullanilip kullanilmayacagi hakkinda yeni bir bakis acis1 kazandirilmak istenildi.

Girelin esas olarak fare midesinden izole edilmis olup, GHS-R nin endojen
ligandidir. Girelinin kardiyomiyosit, endotel hiicrelerde adiposit, adrenal zona glomeriiloza
hiicreleri, pankreatik beta hiicrelerinde, osteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri, intestinal
epitelyal hiicreler ve hipotalamik ndronlar gibi ¢ogu hiicrelerde apoptozisi inhibe ettigi
bildirilmistir (5). Girelin; Bcl-2/Bax oranmini artirarak, sitokrom c salinimini dnleyerek,
reaktif oksijen {riinlerinin olusumunu inhibe ederek, mitokondriyal transmembran
potansiyelini stabilize ederek, kaspaz 3 aktivasyonunu inhibe ederek antiapoptotik etki
gosterir. Calismaya dahil edilen gruplarda girelin ile Bcl-2/Bax orani arasinda pozitif
korelasyon vardi. Kronik ITP Grubu'nda girelin ile Bcl-2/Bax oram arasindaki pozitif
korelasyon istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Birgok ¢alisma oksidatif stresin plazma

girelin diizeyini arttirdigini gostermistir. Girelin antioksidan ve anti-inflamatuar etkiye
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sahiptir (5, 85). Artmis serum yada plazma girelin diizeyi iilseratif kolit, Crohn hastaligi,
ankilozan spondilit, sepsis, pankreatit, kolit ve romatoid artrit gibi inflamatuvar
hastaliklarda bildirilmistir. Calismamizda gruplar arasinda girelin boyanma yaygmligi,
boyanma siddeti ve boyanma skoru agisindan istatistiksel agidan anlamh farkliliklar vardi.
Kronik ITP’li hastalarda girelin boyanma yaygmligi ve boyanma skoru, Yeni Tanm1 Konmus
ITP’li olgulara gore; girelin boyanma siddeti ise Yeni Tani Konmus ITP ve Kontrol
Grubu'na gore istatistiksel olarak anlamh derecede diisiiktii (p<0,05). Kronik TP
Grubu'nda girelin yaygmlik, siddet ve boyanma skorunun, Yeni Tani Konmus ITP
Grubu'ndan istatistiksel olarak anlamli diisiik degerlerde olmasi kronik olgularda
antiapopitotik etkinin diisiik oldugunu vurgulamaktadir. Yeni Tan1 Konmus ITP’li 23
olgunun 12’sinde (%52,1), Kronik ITP’li 22 olgunun 3’iinde (%13,6), Kontrol Grubu'nda
ise 20 olgunun 5’inde (%25) (+++) yayginlikta girelin boyanmasi izlendi. Yeni Tani
Konmus ITP Grubu'nda Kontrol Grubu olgulardan daha yiiksek yiizdede antiapoptotik ve
antioksidan etki bulunmaktadir. Kronik olgularda ise belirgin diisiiklik mevcuttur. Buna

gore Yeni Tam1 Konmus ITP olgular1 otoimmun patoloji gdstermemektedir.

Serum ve plazma girelin ekspresyonunda artis hastaligin ciddiyeti ile ve 6zellikle
TNF alfa, IL 6 ve IL Ibeta gibi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonu ile koreledir. Bu
veriler ¢esitli fare modellerinde inflamasyonun tedavisinde ekzojen girelin kullanimina yol
acmistir. Bu ¢alismalarda acil girelin kullaniminin patoloji yada girelin tedavisinin dozu ne
olursa olsun sitokin tiretimini yada ekspresyonunu baskiladig1 gériilmiistiir (83).

Waseem ve ark.'min (113) yaptig1 calismada girelinin inflamatuvar barsak
hastaliklarinda TNF alfa’nin indiikledigi antiproliferatif ve pro-apopitotik etkileri
hafifleterek mukozal iyilesmeyi arttirdigini gostermislerdir.

Kheradmand ve ark.'nin (114) fare overlerinde girelinin antioksidan etkisini
incelemislerdir. Farelerde subkutan girelin enjeksiyonu sonrast over dokusunda
antioksidan enzim aktivitesini ve lipid peroksidasyonunu degerlendirmislerdir. Girelin
enjeksiyonu sonrasi siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi ve glutatyon diizeyini artmus,
lipid peroksidasyonu ise azalmig bulunmustur. Jahromi ve ark.'nin (115) yaptig1 calismada
farelerde asetaminofene bagl karaciger toksisitesine karsi girelinin protektif roli
arastirilmistir. Girelin ile tedavi edilen farelerde karaciger enzimlerinin, N-asetilsistein ile
tedavi edilenlere gore daha hizli diistiigii goriilmiistiir.

Zhang ve ark.'nin (116) yaptig1 caligmada rat aortik endotel hiicrelerinde palmitat
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ile apoptozisi indiiklemislerdir. Girelinin endotel hiicrelerde palmitatla indiiklenen
oksidatif stresi ve apoptozisi Bcl-2 ekspresyonunu arttirip, Bax ekspresyonunu azaltarak
baskiladig1 goriildii. Calismamizda girelin ve Bcl-2 arasinda pozitif korelasyon olup
istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05). Girelin ve Bax arasinda negatif korelasyon olup
istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p<0,05). Bu bulgu literatiir ile benzerlik
gostermektedir.

Kiang ve ark.'min (117) yaptig1 bir calismada fareler iyonize radyasyona maruz
birakilip, sonrasinda girelin enjeksiyonu uygulanarak etkisi incelenmistir. Iyonize
radyasyon sonrasi farelerde lenfosit, notrofil, hemoglobin, hematokrit ve trombosit
degerlerinde diisme, kemik iligi hiicrelerinde azalma meydana gelmistir. Iyonize
radyasyonun 24, 48 ve 72. saatinde farelere girelin enjeksiyonu yapilmistir. Girelin tedavisi
sonrasinda iyonize radyasyonun neden oldugu ndétropeni, trombositopeni ve kemik iligi
hasarinda diizelme, hemoglobin ve hematokrit degerlerimde ylikselme meydana geldigi
goriilmiistiir.

Stresle indiiklenebilen protein Hsp70; yaklasik olarak 70 kDa ve ATP bagimli
molekiiler saperondur. Is1 sok proteinleri molekiiler biiyiikliiklerine, yapisal ve fonksiyonel
cesitlerine gore siniflandirilir. Bu proteinlerin intraselliiller ve ekstraselliiler yerlesimine
bagl olarak farkli fonksiyonlar1 vardir. Hsp70 salinimi artmis 1s1, besinsel yoksunluk, agir
metaller, oksidatif stres ve viral enfeksiyonlar gibi faktorler tarafindan indiiklenir (88).
Hiicre i¢i Hsp koruyucu fonksiyona sahiptir. Is1 sok proteinlerinin bu hiicre koruyucu
fonksiyonu antiapoptotik 6zelligi ile agiklanir. Calismamizda Hsp70'in Kronik ITP
Grubu'nda Yeni Tan1 Konmus ITP ve Kontrol Grubu'ndan daha yiiksek olmasi hiicre i¢i
koruyucu etki saglamak ve antiapoptotik etkiyi artirmak nedeniyle oldugu diisiiniildii.

Apoptozisin hem ekstrinsik hem intrinsik yolunu etkileyen Hsp70’in Bax
translokasyonunu bloke ettigi gosterilmistir. Calismamiza dahil edilen tiim ITP’li olgularda
Kontrol Grubu'na goére Bax boyanma siddeti istatistiksel olarak anlaml derecede diisiiktii
(p<0,05). Fakat Bax boyanma yaygimlig1 ve boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik izlenmedi (p>0,05). Baz1 otoimmiin hastaliklarda stres proteinlerine karsi
yiiksek diizeyde otoantikorlar saptanmissa da Onemleri heniiz net olarak agikliga
kavusmamustir. Stres proteinlerinin genel olarak intraselliiler yerlesimli oldugu
diistiniilmekteyse de, stres altinda kalan bazi hiicrelerin yiizeylerinde de stres proteinlerinin

bulunduguna dair kanitlar mevcuttur. Stres proteinlerinin inflamasyon gibi stres hallerinde
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artmalar1 stres proteinlerinin otoimmiinitenin tetiklenmesinde rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (88, 90).

Yapilan calismalarda romatoid artritli hastalarin sinoviyal membran ve sivilarinda
Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 ekspresyonunun artmis oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde
Behget hastaliginda IgA tipindeki anti-Hsp60 antikorlar1 yiiksek bulunmustur (118). Birtag
ve ark.'lar1 (119) Behget hastaligi tanis1i olan 62 hastada serum Hsp70 ve anti-Hsp70
diizeyini 6lgmiislerdir. Saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda Behget hastalarinda
serum Hsp70 ve anti-Hsp70 diizeyinde artis oldugunu saptanmustir. Is1 sok proteinlerinin
cogunun otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yeri oldugu goriilmiistiir. Sistemik lupus
eritematozus’lu hastalarda periferik kandaki mononiikleer hiicrelerde Hsp70 ve Hsp90’1n
asir1 miktarda yapildig1 ve bu bulgunun SLE’ye spesifik oldugu diisiiniilmektedir (120).
Miigge ve ark.min (121) yaptig1 bir ¢alismada ise 47 SLE’li hastada Western Blot yontemi
ile Hsp70’e kars1 otoantikor olusumunu incelemislerdir. Kontrol grubu ve SLE’li hastalar
arasinda Hsp70’e kars1 otoantikor olusumu benzer siklikta saptanmis olup, antikor titresi
ve hastaligin aktivitesi arasinda iliski olmadigi goriilmiistir. Bu veri otoantikor
olusumunun dogal yollarla gerceklestigini ve SLE patogenezinde Hsp70 otoantikorlarinin
varliginin tartigilmasi gerektigini desteklemektedir.

Dolasik ve ark.'nin (122) yaptig1 calismada ITP’li hastalarda serum Hsp60, Hsp70,
anti-Hsp60 ve anti-Hsp70 diizeylerini arastirmislardir. Akut ITP hastalarinda serum Hsp60
diizeyi, kronik ITP ve kontrol grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Trombosit sayis1
30x10°/L’den yiiksek olan ITP'li hastalarda Hsp60 diizeyi, trombosit sayis1 30x10°/L’den
diisiik olan ITP’li hastalarla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek olup, serum Hsp60
diizeyi ile trombosit sayist arasinda pozitif korelasyon saptanmistir. Diisiik serum Hsp60
diizeyinin anti-inflamatuvar cevapta yetersizlige yol agabilecegi sonucuna varilmistir. ITP
patogenezinde Hsp’lerin roliinii anlamak i¢in ve ITP tani, prognoz ve tedavisinde kullanilip
kullanilmayacag: ile ilgili daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir.

Xiao ve ark.'min (123) yaptig1 ¢alismada 29 ITP’li cocukta Western Blot ydntemi ile
lenfositlerde Hsp60 ve Hsp70 ailesinin iiyesi olan Hsp71 diizeyini 6l¢miislerdir. Hem
kontrol grubunda hem de ITP’li grupta lenfositlerde Hsp71 ve Hsp60 saptanislardir. ITP’li
hasta lenfositlerinde Hsp71 diizeyi kontrol grubundan hafif derecede diisiik bulunmustur.
Ayrica Hsp60 ve Hsp71’e karst plazma antikor diizeyini incelemislerdir. Hsp71’e kars1
antikor diizeyi ITP’li hastalarda kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. idiyopatik
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trombositopenik purpurali hastalarm %50’sinden fazlasinda Hsp71°e karsi antikor
saptanmustir. Hsp71’e karst antikor varligmin ITP formlar: ile iliskili olmadig goriildii.
Calismamiza dahil edilen gruplar arasinda ise Hsp70 boyanma yaygimligi, boyanma siddeti
ve boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Bu
verinin klinik 6nemi su sekilde agiklanabilir. Birincisi; Hsp’ler cevresel stres, viral,
bakteriyel, parazitik enfeksiyonlar, ates, inflamasyon, malignensi ve otoimmunite
tarafindan indiiklenebilir. Ikincisi; Hsp’ler hiicreleri, organlari ve organizmay: bu stresin
neden oldugu hasara kars1 koruyabilir. Is1 sok proteinlerinin yoklugu ya da diisiik diizeyde
olmas: hiicreleri strese karsi daha duyarli hale getirebilir. Immun cevapta Hsp’lerin
onemini arastiran ¢aligmalar Hsp’lerin diisiik ekspresyonunun plateletlere karsi antikor
olusumu ile iligkili olabildigine isaret eder.

Programlanmis hiicre oliimii ya da apoptozis genel olarak belirli morfolojik
ozellikler ile karakterize edilen enerji bagimli biyokimyasal bir mekanizmadir. Apoptozis
normal hiicre dongiisii, normal gelisim, immun sistem fonksiyonu, hormon bagimli atrofi,
embriyonik gelisim ve kimyasal olarak uyarilmis hiicre 6limiinii igeren cesitli islemlerin
hayati komponenti olarak gz Oniinde bulundurulmaktadir. Uygun olmayan apoptozis
norodejenetratif hastaliklar, iskemik zarar, otoimmun hastaliklar ve bir¢ok kanser tipini
kapsayan bir faktor olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Yapilan arastirmalar ekstrensek ve
intrensek ya da mitokondriyal yol olarak iki ana apoptotik yolun oldugunu, bu iki yolun
birbiri ile baglantili oldugu ve bir yolda rol alan molekiillerin diger yoldakini etkiledigini
gostermistir. Bu iki yola ilave olarak T-hiicre aracili sitotoksisiteyi ve perforin-granzim
bagimli hiicre 6liimiinii iceren bir yol daha vardir (8, 100).

Apoptozisin mitokondriyal yolagin regiilasyonu Bcl-2/Bax gen ailesi ile saglanur.
Bu ailenin 20 {iyesi tanimlanmistir. Bazi antiapoptotik (bcl-2, bcl-xl, Mcl-1) ve
proapoptotik (bax, bad, bid) proteinler bu grupta yer almaktadir. Bcl-2/Bax gen ailesi
drtinleri mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yanisira, endoplazmik retikulum zar1 tizerinde
de yer alirlar ve homodimer yada heterodimer seklinde kompleksler olusturarak calisirlar.

b

Calismalarda bu heterodimerlerden biri olan “Bcl-2/Bax” orami “6liim anahtar1” olarak
degerlendirilmektedir. Bu proteinlerin seviyeleri hiicrenin Olecegine veya yasayacagina
karar verir. Ornegin Bcl-2'nin Bax ile olan etklesiminde, Bcl-2'nin oraninin daha yiiksek
olmasi hiicrenin yasamini siirdiirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmasi durumunda

hiicre 6liime gitmektedir (9,10). Calismamizda proapoptotik olan Bax Kontrol Grubu ile
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kiyaslaninca Yeni Tam1 Konmus ITP Grubu'nda diisiik diizeydedir. Oysa Kronik ITP
Grubu'nda yiiksek seviyededir. Kronik ITP Grubu'nda hasar goren hiicreleri
uzaklastirmak,enflamasyonu engellemek i¢in apoptozisin artmis olabilecegi diisiiniildii.
Idiyopatik trombositopenik purpuranin patofizyolojisinde bozulmus hiicresel
immunitenin 6nemli oldugu kabul edilmistir. Ancak T lenfositlerin polarizasyonu ve
apoptotik profilleri anlasilmaz kalmistir. Lin ve ark.'min (124) T hiicre alt gruplarinin
polarizasyonunu, T hiicre alt gruplarinda Fas/FasL, Bcl-2 ve Bax mRNA ekspresyonunu
inceleyerek, ITP patogenezindeki rollerini tartismuglardir. T hiicrelerinde Fas/FasL
ekspresyonunun arttigin gosterdiler. Ayrica Bel-2 mRNA ekspresyonunun arttigini, Bax
mRNA ekspresyonunun azaldigini gosterdiler. Bcl-2/Bax mRNA oran1 gelistirdiler.
Th1/Th2 oram ile Bcl-2/Bax mRNA oranlar1 arasinda pozitif korelasyon saptadilar. T
hiicre alt gruplarmin anormal polarizasyonu, Bcl-2/Bax mRNA’nin yiiksek oram1 ve T
hiicre alt gruplarinda Fas/FasL ‘m anormal ekspresyonu ile iliskili olabilir ve ITP
immunopatogenezinde yer alabilir. Son ¢alismalar ITP’li hastalarda aktive lenfositlerin yer
aldigmi ve trombositlerin aktive lenfositler tarafindan direkt olarak parcalandigini ve
hiicresel apoptozisin indiiklendigini ortaya koymustur. Lin ve ark.'larinin (124) yaptig:
calismada ise ITP’li hastalarm T hiicre at gruplarinda Fas/FasL ekspresyonunun arttigini
bulmuslardir. Fas/FasL sistemi temel apoptotik yolaktir. Bcl-2 ise Fas/FasL sisteme zit
olarak ¢alisan antiapoptotik proteindir. Bcl-2 ailesinde apoptozisle iliskili bir¢ok gen
bulunmaktadir. Bax geni hiicre apoptozisini arttirrken, Bcl-2 ise apoptozisi inhibe
etmektedir. Chang Lin ve arkadaslar1 akut ITP’li hastalarda T hiicrelerde Bcl-2 mRNA
ekspresyonunun arttigini ve Bax mRNA ekspresyonunun azaldigini, Bcl-2/Bax mRNA
oraninm ise arttigini buldular. Calismamiza dahil edilen tiim ITP’li olgularda kontrol
grubuna gore Bax boyanma siddeti istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05).
Ancak calismaya dahil edilen gruplar arasinda Bcl-2 boyanma yayginligi, boyanma siddeti
ve boyanma skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05).
Antioksidanlarin oksidanlara gére boyanma skoru oranlarinin degerlendirilmesi icin Bcl-
2/Bax, Hsp70/Bax, girelin/Bax boyanma skorlar1 her grup icin ayr1 ayri istatistiksel olarak
incelendi. Bcl-2/Bax ve Hsp70/Bax boyanma skoru oranlar1 bakimindan ¢alismaya dahil
edilen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Ancak
girelin/Bax boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda Yeni Tam1 Konmus ITP’li

olgulara gore istatistiksel olarak anlaml derecede diisiiktii (p<0,05). Kontrol Grubu'na goére
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ise istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi. Girelin/Bax boyanma skoru oraninin
Kronik ITP Grubu'nda Yeni Tani Konmus ITP Grubu'na gore anlamli diisiik olmasi
antiapoptotik/apoptotik diizenlemesinde apoptozisin arttigini gostermektedir.

Winkler ve ark.'min (107) yaptig1 cahigsmada akut ITP’li hastalarda kaspaz 3, kaspaz
8, kaspaz 9 gibi apoptotik markirlar, fosfotidilserin maruziyeti ve mitokondriyal i¢
membran potansiyeli analiz edilmistir. ITP’li hastalarda aktive kaspaz 3, kaspaz 8, kaspaz
9, mikropartikiil olusumunun ve fosfotidilserin maruziyetinin arttig1 ve mitokondriyal i¢
membran potansiyelinin azaldig1 gosterildi. IVIG tedavisi sonrasi kaspaz 3, 8, 9
mikropartikiil formasyonu ve fosfotidilserin maruziyetinin azaldigi, fakat mitokondri i¢
membran potansiyelinde degisiklik olmadigi goriildii. Cekirdekli hiicrelerde membran
tomurcuklanmasi, kromatin yogunlasmasi gibi morfolojik degisiklikler apoptozisin
ozelliklerindendir. Ayrica apoptozisin iyi tanimlanmis bulgular1 kaspaz 3, 8 ve 9’un
aktivasyonu, mitokondriyal i¢ membran potansiyelinin degisimi ve mitokondri i¢
membranimndan sitokrom c¢ gibi faktorlerin salmimidwr. Cekirdeksiz hiicreler olan
plateletlerde kaspaz 3, 8, 9 aktivasyonu, mitokondriyal i¢ membran potansiyelinde degisim
ve mikropartikiil olusumunu saptamislardir. Leytin ve ark.'nin (125) fare modellerinde
anti-GPIIb antikor enjeksiyonu sonrasi plateletlerde apoptotik olaylar1 tanimlamiglardir.
ITP’li hastalarn plateletlerinde meydana gelen apoptotik olaylar trombositopeniye katkida
bulunmaktadir. ITP’li hastalarin plateletlerinde artmis fosfotidilserin maruziyeti
plateletlerin dolasimdan temizlenmesine yol agabilir.

Idiyopatik trombositopenik purpuradaki trombositopenide, trombosit destriiksiyonu
primer olay olmasma ragmen, ITP’de trombositopeninin siddetine bozulmus trombosit
iiretiminin de katkida bulundugu gdsterilmistir. Ucar ve ark.'nin (126) akut ve kronik ITP’li
hastalarin kemik iliginde ITP patogenezinde megakaryosit apoptozisinin roliinii
arastirmuglardir. Kronik ITP’li hastalarda apoptotik megakaryosit yiizdesi, akut ITP’li
hastalardan anlamli derecede diisiik bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise
akut ve kronik ITP’li hastalarda megakaryosit apoptozisinin artmadig1 goriilmiistiir. Bu
bulgu akut ve kronik ITP’li hastalarda bozulmus platelet iiretimi ve dismegakaryopoezin
patogenezinde artmis megakaryosit apoptozisinin rol oynamadigina isaret etmektedir.
Hizlanmis platelet yikimi bazi ITP’li hastalarda megakaryopoezin stimiilasyonuna neden
olurken, bazilarinda inefektif megakaryopoez meydana gelmektedir. Ugar ve ark.’nin (126)

yaptig1 calismaya gore kronik ITP’li hastalarda apoptotik megakaryosit yiizdesinin
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azalmasi, matilir megakaryositlerin sayisinin otoantikorlar tarafindan etkilendigini gosterir.
Li ve ark. (2), matiir megakaryosit apoptozisinin platelet olusumu ile iliskili oldugunu ve
megakaryositlerin erken yikimmin direkt olarak trombositopeniye yol actigini
bildirmiglerdir. Trombosit {iretimi i¢in kemik iliginde megakaryositlerin birikimi gerekli
olmayip, ayrica matiir megakaryosit apoptozisi platelet tiretiminde rol oynayabilir. Kronik
ITP diger otoimmun hastaliklarla benzer dzelliklere sahiptir. Otoimmun ve lenfoproliferatif
hastaliklarin bazilarinda azalmis apoptozisin varligi bildirilmistir. Calismamizda tiim
ITP’li olgularda Kontrol Grubu'na gére Bax boyanma siddeti istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiiktii (p<0,05). Calismaya dahil edilen gruplar arasimda Bcl-2 boyanma
yayginligi, boyanma siddeti ve boyanma skoru acisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik izlenmedi (p>0,05). Apoptotik megakaryositlerin azalmis yiizdesi kronik ITP nin
onemli bir bulgusu olabilir. Kronik ITP’li hastalarda azalmis megakaryosit apoptozisinin
diger bir nedeni apoptotik ve antiapoptotik molekiillerin diizeyindeki degisiklikler olabilir.
Literatiirde heniiz kronik ITP ile apoptotik ve antiapoptotik molekiillerin diizeyleri arasinda
iligkiyi inceleyen bir kanit bulunmamaktadir. Ayrica azalmis megakaryosit apoptozisi
kronik ITP’li hastalarda persistan trombositopeninin nedenlerinden biri olabilir. Ciinkii
matiir megakaryosit apoptozisi platelet olusumu iliskilidir. Kronik ITP’li hastalarda
azalmis megakaryosit apoptozisinin mekanizmasinin arastirilmasi i¢in daha genis hasta
gruplarina ve daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir (3, 106, 109).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi ve
hasara yol a¢gmasi olarak tamimlanan oksidatif stres insanlarda cok sayida hastalikla
iligkilendirilmistir. Bircok ¢alismada SLE, RA, MS, Behget hastaligi, Tip 1 DM, Gullian
Barre sendromu gibi otoimmun hastaliklarin patogenezinde artmis oksidatif stres ve
bozulmus antioksidan sistemin rol oynayabildigi desteklenmektedir. Artmis oksidatif
stresin, inflamasyona olan katkisindan ve apoptotik hiicre 6liimiindeki roliinden dolay1
otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynadigi diistiniilmektedir. Sonug¢ olarak
oksidatif stresin trombosit hasarinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (4). Akbayram ve
ark.'nm (127) yaptig1 calismada akut ve kronik ITP’li hastalarda serum malondialdehit
(MDA), total antioksidan kapasite (TAC), total oksidan stres (TOS) ve oksidan stres
indeksi (OSI) ¢alistimustir. Akut ve kronik ITP’li hastalarda serum MDA, TOS ve OSI
diizeyi kontrol grubundan daha yiiksek, serum TAC diizeyi ise daha diisiik bulunustur.

Akut ve kronik ITP’li hastalarda trombositopeni mekanizmasinda serbest oksijen
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radikallerinin plateletlerin yapisal ve fonksiyonel hasarinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Idiyopatik trombositopenik purpurali hastalarda platelet yikimi serbest oksijen
radikallerinin iiretimine neden olur. Serbest oksijen radikallerinin fazla liretimi ise lipid
peroksidasyonu ve malondialdehit artis1 ile sonuglanir. Membran lipidlerine baglh
antikorlar ve trombosit yikimi iizerinde, ITP’deki lipid peroksidasyonunun artmasi ve
antioksidan kapasitenin azalmasi sorumlu tutulmaktadir. Hiicreler lipid peroksidasyonu ile
iretilen radikallerin tehdidine karsi koruyucu yollara sahiptir. Glutatyon ve askorbik asit
ITP patogenezinde hiicreleri oksidatif hasara kars1 koruyucu olarak rol oynamaktadir.

Polat ve ark.'min (128) yaptig1 calismada lipid peroksidasyon iiriinii olan
malondialdehit ve antioksidan olan glutatyon ve askorbik asit diizeyi Ol¢iilmiistiir.
Idiyopatik trombositopenik purpurali grupta kontrol grubuna gdre serum malondialdehit
diizeyi artmis, eritrosit glutatyon ve askorbik asit diizeyi ise azalmis bulundu. Otoimmun
hastaliklarin patogenezinde oksidatif hasarin rol oynadig1 desteklenmis oldu. Jin ve ark.
(129) ise yetiskin kronik ITP’li hastalarda oksidatif stres ve antioksidan durumu
degerlendirmislerdir. Kronik ITP’li grupta oksidatif stres parametrelerinin arttigini ve
antioksidanlarm azaldigini1 bulmuslardir. Artmis oksidatif stresin inflamasyona olan katkis1
ve apoptotik hiicre oliimiindeki rolii nedeniyle otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol
oynadig1 diistiniilmektedir.

Calismamizda oksidanlarin antioksidanlara gére boyanma skoru oranlarinin
degerlendirilmesi i¢in Bax/Bcl-2, Bax/Hsp70, Bax/girelin boyanma skorlar1 her grup i¢in
ayr1 ayr istatistiksel olarak incelendi. Bax/Bcl-2 ve Bax/Hsp70 boyanma skoru oranlari
bakimindan caligmaya dahil edilen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
izlenmedi (p>0,05). Ancak Bax/girelin boyanma skoru orani Kronik iTP’li olgularda Yeni
Tan1 Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,05).
Kontrol Grubu'na gore ise istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi. Bu bulgu
oksidan/antioksidan dengenin Kronik ITP’de oksidatif stresin artmasi yoniinde bozulma
oldugunu gostermektedir.

Antioksidanlari oksidanlara gére boyanma skoru oranlarmin degerlendirilmesi i¢in
Bcl-2/Bax, Hsp70/Bax, girelin/Bax boyanma skorlar1 her grup icin ayri1 ayri istatistiksel
olarak incelendi. Bcl-2/Bax ve Hsp70/Bax boyanma skoru oranlar1 bakimindan ¢alismaya
dahil edilen olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0,05). Ancak

girelin/Bax boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda Yeni Tam1 Konmus ITP’li
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olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (p<0,05). Kontrol Grubu'na goére
ise istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi.

Antioksidanlar arasi boyanma skoru oranlarmin degerlendirilmesi i¢in Bcl-
2/Hsp70, Bcel-2/girelin, Hsp70/girelin boyanma skorlar1 her grup i¢in ayr1 ayr1 istatistiksel
olarak incelendi. Bcl-2/girelin boyanma skoru orani Kronik ITP’li olgularda Yeni Tani
Konmus ITP’li olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,05).
Hsp70/girelin boyanma skoru oran1 Kronik iTP’li olgularda, hem Yeni Tan1 Konmus iTP,
hem de Kontrol Grubu olgularindan anlamli derecede yiiksekti (p<0,05). Bu bulgu Kronik
ITP’li olgularda antioksidan parametreler olan Bcl-2 ve Hsp70’in, diger bir antioksidan
olan girelinden daha yiiksek olduguna isaret etmektedir. Gruplar arasinda Bcl-2/Hsp70
boyanma skoru orani bakimindan istatistiksel olarak anlaml farklilik izlenmedi.

Bu bilgilerin 151831nda, trombositlerdeki yapisal ve fonksiyonel degisikliklerden ve
trombositopeni mekanizmasindan yalnizca antijen-antikor reaksiyonunu sorumlu tutmanin
yeterli olmadigini diisiinmekteyiz. Bir oksidan olan Bax parametresinin tiim gruplarda
diisiik olmasi; antioksidan parametreler olan girelin, Bcl-2 ve Hsp70 parametrelerinden
sadece girelin diisiikliigii ITP’deki olaylarin bir sonucu mu, yoksa nedeni mi oldugu
arastirmaya acik bir konudur. ITP patogenezinde oksidan ve antioksidan parametrelerin
roliinii anlamak i¢in ve ITP tani, prognoz ve tedavisinde kullamlip kullanilmayacag: ile

ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.
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