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OZET

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP), trombositopeni ile karakterize,
benign seyirli, kendi kendini sinirlayan, sonradan kazanilmis otoimmun bir
hastaliktir. Patogenezinde trombositlere karsi gelisen otoantikorlar veya otoimmun
mekanizma sorumlu tutulmaktadir. Diger bir mekanizma antikora bagimli olarak
gelisen oksidan bir iirlin olan hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden olmasidir.

Otoimmun bir hastalik olan ITP’nin patogenezi ve prognozundan oksidatif
stres ve serbest radikaller sorumlu tutulabilir. Nitrik oksitin yliksek miktari, hiicresel
stiperoksit anyon varliginda; toksik peroksinitrit molekiiliiniin olusmasina neden olur.
Peroksinitrit; lipid peroksidasyonu, DNA fragmantasyonu, plazma antioksidanlarinin
azalmasi gibi nedenlerle hiicresel hasar olusturabilir. Nitrik oksitin sentezini saglayan
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) genindeki polimorfizm, enzimin fonksiyonunda
degisiklige neden olmaktadir.

Bu calisma ITP etiyopatogenezinde eNOS Glu298Asp gen polimorfizminin
rolli, hastalifin seyri ve tedavisi lizerine etkisini arastirmak amaciyla yapildi.
Calismaya 51°1 akut ITP, 15’1 kronik ITP olmak iizere toplam 66 ITP’l1 olgu ve 60
saglikli kontrol grubu alindi. Toplam ITP, akut ITP, kronik ITP ve kontrol grubunda
strastyla GG genotipi %40.9, 9%39.2, %46.7, %21.7; GT genotipi siklig1 %48.5, %51,
%40 ve %70; TT genotipi %10.6, %9.8, %13.3 ve %8.3 olarak saptandi. Toplam ITP
grubunda GT genotipi, kronik ITP grubunda GG genotipi, akut ITP grubunda GT
genotipi, kontrol grubunda ise GT genotipi en fazla saptandi.

Calismanmizda eNOS Glu298Asp gen polimorfizmi ile ITP arasinda anlamli
bir korelasyon oldugu ve bu polimorfizmin ITP etyopatogenezinde bir risk faktorii
olabilecegi diisiiniildii. Kronik ITP’da GG genotipi sikhigmin yiiksek oranda
bulunmasi ile GG genotipine sahip bireylerin kroniklesme egilimi gosterebilecegi
diisiiniildii. Akut ve kronik ITP’da GG genotipi olanlar IVIG basta olmak iizere
medikal tedaviye (anti-D hari¢) iyi yanit verirken, kronik TP grubunda GT ve TT
genotipi olanlar medikal tedaviye direng gostermektedir. G alleli varhiginin ITP’da
tedaviye yanitta olumlu etkisinin oldugu, T alleli varlig1 ise kronik ITP’I1 hastalar1
medikal tedaviye daha direngli kildig1 goriildii.

Anahtar Kkelimeler: Idiyopatik trombositopenik purpura, eNOS Glu298Asp gen

polimorfizmi, intravendz immiinglobulin.
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ABSTRACT
Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) Glu298Asp gene polymorphism in the
cases of idiopathic thrombocytopenic purpura

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP), which is an acquired
autoimmune and selflimiting disease has a benign course and characterized by
thrombocytopenia. Pathogenesis of the disease include auto-antibodies formed
against platelets or other auto-immune mechanisms resulting in cellular damage with
formation of hydrogen peroxide which is an oxidant yield.

Oxidative stres and free-radicals could be responsible in the pathogenesis and
prognosis of ITP which is an autoimmune disorder. High doses of nitric oxide
results in the formation of toxic molecule peroxynitrite in the presence of cellular
superoxide anion. Peroxynitrite may cause cellular injury with lipid peroxidation,
DNA fragmentation and depletion of plasma antioxidants. Polymorphism of
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene which supplies nitric oxide synthesis
changes the functions of this enzyme.

This study investigated the role of eNOS Glu298Asp gene polymorphism in
ethiopathogenesis, course and treatment of ITP. 66 patients including 51 acute and
15 chronic ITP and 60 healthy controls were enrolled in the study. In all patients with
ITP and in the groups with acute, chronic ITP and healthy group, the frequency of
GG genotype were found as 9%40.9, %39.2, %46.7 and %?21.7, respectively,
meanwile the frequency of GT genotype were %48.5, %51, %40, %70 and TT
genotype were %10.6, %9.8, %13.3 and %38.3, respectively. Most common genotype
in all patients with TP, acute ITP group and control group was GT genotype, while
GG genotype was found predominantly in patients with chronic ITP.

In the present study, a significant correlation was found between ITP and
eNOS Glu298Asp gene polymorphism. This correlation gave rise to thought that
eNOS Glu298Asp gene polymorphism might be a risk factor in the ethiopathogenesis
of ITP. Patients with GG genotype was thought to have a high intention for having a
chronic disease due to high frequency of GG genotype in patients with chronic ITP.
Patients with acute, chronic ITP and having GG genotype, responded effectively to
medical treatment with IVIG therapy mainly (except anti-D). However, patients

having GT and TT genotypes in the chronic ITP group were resistant to medical



therapy. Presence of G allel was observed to have a positive and T allel to have a
negative affect in the medical treatment of patients with chronic ITP.
Key words: Idiopathic thrombocytopenic purpura, endothelial nitric oxide synthase

Glu298Asp gene polymorphisim, intravenous immunoglobuline.
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1.GIRiS

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP) trombosit antijenlerine baglanan
otoantikorlar nedeniyle trombositlerin erken yikimi sonucu olugan trombositopeni ile
karakterize bir hastaliktir (1). Hastaligin kesin sebebi bilinmemektedir. Cok sayida
calisma immiinolojik bir hastalik oldugunu desteklerken ¢ogunlukla immiinolojik
bozulmanin nedeni acik degildir ve idiyopatik terimi tercih edilir (2).

Immiin trombositopenik purpurali cocuklarin  %50-60’nda  6nceden
gecirilmis viral enfeksiyonlarin oldugu ve enfeksiyon sonrasinda gelisen uygunsuz
immiin yanitin hastaligin patogenezinde rolii oldugu bulunmustur. Olgularin %50-
65’inde olusan uygunsuz immun yanittan, otoimmun bir mekanizma sorumlu
tutulmaktadir. Sorumlu olabilecek diger mekanizmalar arasinda bozulmus trombosit
yapimi, kompleman bagimli mekanizma ile trombolizis ve antikora bagimli olarak
gelisen oksidan bir {irlin hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden olmasi ileri
stiriilmiistiir (2—6,8).

Nitrik oksit (NO) hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici islev goren
kiictik, reaktif bir serbest radikal molekiildiir. Parakrin ve otokoid olarak fonksiyon
gormek iizere hiicre zarindan serbestge gegen bir ndrotransmiterdir. Dolagim sistemi
acisindan NO’in vazodilatator etki gosterdigi, bolgesel kan akimi ve sistemik kan
basinci tizerine etkisi oldugu, endotele yonelik olarak ta aterosklerozu dnleyici etki
yaptig1r bilinmektedir. Nitrik oksitin otoimmun hastaliklarin  fizyolojik ve
patofizyolojik siire¢lerinde major mediyatdr olarak gorev aldigi disliniilmektedir.
Nitrik oksit, arjininden nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi tarafindan sentez edilir
(9-12).

Viicutta yaygin olarak bulunan ve cesitli fonksiyonlarda gorev alan NOS
enzimlerinin, li¢ farkli izoformu bulunur. Bunlar néronal (nNOS veya NOS-1),
indiiklenebilir (iNOS veya NOS-2) ve endotelyal (eNOS veya NOS-3) NOS’dir. Bu
izoformlar, farkli genler tarafindan kodlanmaktadir. Her izoformun lokalizasyonu,
regiilasyonu, katalitik &zellikleri ve inhibitdr duyarliliklar1 farklidir. insandaki NOS
enzimleri arasinda % 51-57’lik bir homoloji vardir. Ug izoformda gesitli dokularda
yaygin olarak bulunarak fizyolojik ve patolojik olaylarda gorev almaktadir (9).

Bir gen veya deoksiriboniikleik asit (DNA) dizisinin alternatif formlarindan

(allel) birinin toplumda %1°den fazla bulundugu durumlar polimorfizm olarak



adlandirilmaktadir. Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde bugiine kadar tanimlanmis
olan yaklagik 161 tek niikleotid polimorfizmi (TNP) bulunmaktadir. Endotelyal NOS
geni 7. eksonunda Guanin (G) niikleotidinin Timin (T) ile yer degistirmesi ile
Glu298Asp polimorfizmi olusur. Fonksiyonel 6nemi olan Glu298Asp polimorfizmi
enzimin yapisinda 298 numarali glutamat’in (Glu) aspartat’a (Asp) doniismesine
neden olarak protein dizisinde degisiklik yapar. Proteinin primer yapisini bozarak

enzimde fonksiyonel bir degisiklik meydana getirmektedir (13).

Endotelyal nitrik oksit sentaz gen polimorfizminin sistemik lupus
eritematozus (SLE) ve otoimmun hastaliklara yatkinligi arttirdigi belirlenmistir (14).
Sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit (RA) gibi otoimmun hastaliklarda eNOS
gen polimorfizmi varliginda glomerulonefrit gelisiminin belirgin arttig1 saptanmaistir.
Endotelyal NOS gen polimorfizminin hastaligin seyrinde olumsuz etkilere neden

oldugu belirlenmistir (15).

Oksidatif stres, serbest radikal (prooksidan) ile antioksidan sistem arasindaki
dengenin;  prooksidasyon  lehine  bozulmasi  olarak  tanimlanmaktadir.
Prooksidan/antioksidan dengenin bozulmasi DNA gibi hiicresel molekiillerde
oksidatif hasara neden olur. Normal hiicre fonksiyonlar1 ve hiicre yapilarinin

biitiinligii reaktif oksijen tirtinleri ile bozulur (16,17).

Oksidatif stresin ITP patogenezinde rol aldigi saptanmustir (7). Idiyopatik
trombositopenik purpurada, oksidatif stresin patogenezdeki rolii ile ilgili yapilan bir
calismada, tan1 aninda oksidatif stresin arttig1, antioksidatif kapasitenin azaldigini ve
ITP’nin patogenezinde artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan kapasitenin rol
oynayabilecegi vurgulanmis. Idiyopatik trombositopenik purpurada, total antioksidan
kapasite (TAOK) degerinin diisiik, oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerinin tam
aminda yiiksek oldugu saptanmis. Ayrica tani aninda yiiksek OSI saptanan olgularda
kronik ITP gelisme riskinin yiiksek oldugu bulunmus (8). Su ana kadar hastaligin
akut veya kronik olacagin1 tespit eden bir tetkik belirlenememistir.

Idiyopatik trombositopenik purpurada, daha once yapilan calismalarda
oksidatif stresin varligi belirlenmistir (7,8). Calismamizda oksidatif stres ile ilgili
olan NO’in sentezinde, gorevli eNOS enzim geninde Glu298Asp polimorfizm

varligiin ITP patogenezindeki rolii ve bu polimorfizmin kroniklesmeye yol acip



acmayacagini arastirmak istedik. Boylece eNOS geninin Glu298Asp polimorfizmi
varhigi, ITP tanili olgularda arastirilip; ITP patogenezinde gen polimorfizminin roli,
prognoza ve tedaviye olan etkisi ile ITP’min akut veya kronik formu arasinda eNOS
geni Glu298Asp polimorfizmi agisindan fark olup olmadigi hakkinda bilgi elde

edilmis olacaktir.

1.1.TROMBOSITLER

Normal trombosit sayis1 150.000-400.000/mm?’tiir. Ucte biri dalakta, iigte
ikisi kan dolagiminda bulunur (18,19). Ortalama yasam siiresi 7-10 giin arasinda
degismektedir. Kemik iligindeki megakaryositlerin sitoplazmalarindan ayrigan
trombositler normalde 1-4 pm ¢apindadir. Ortalama trombosit voliimii (MPV) ise 8.9
+ 1.5 fL degerindedir (18). Trombositler, yaslandik¢a pargalanmaya ya da graniil
iceriklerini ve membran proteinlerini kaybetmelerine bagli kiigiiliirler, trombolitik
durumlarda ise strese bagli eritropoeze benzer sekilde megakaryositler biiyiik
trombositler tiretirler (19,20).

Elektron mikroskobu ile incelendiginde dolasan trombositler diizgiin konturlu
yasst diskler seklinde izlenmektedir. Trombositler cekirdeksiz olmasina ragmen,
elektron mikroskobisi hemostazi siirdiirmede onemli rolii olan organelleri iceren
sitoplazmay1 gostermektedir (21).

Trombositler elektron mikroskobik olarak periferik bolge, sol jel bolgesi ve
organel bolgesi olmak iizere 3 bolgeye ayrilirlar.

1. Periferik bolge: Trombosit membrani yaklasik 7.5 nm kalinliginda ve 3 katli bir
yaptya sahiptir. Membranin dis ylzii kabarik ve diizensiz bir ylizey Ortiisii olan
glikokaliks ile kaplidir. Bu katman cesitli protein, glikoprotein, glikolipit ve
mukopolisakkaritten olusmustur. Glikokaliks protein ve lipitlerin {izerindeki sialik
asit kalintilarindan dolay1 negatif bir yiizey elektrigine sahiptir. Bu negatif elektrik
dolasan trombositlerin birbirine baglanmasini azaltir (21). Zarin hemen altinda,
derindeki yapilarla zar1 birbirine tutturarak hiicre bi¢imini saglayan ince
mikrotubuluslar bulunur (23).

2. Sol jel bolgesi: Mikroflamentlerden olugsmuslardir. Bu tubuler sistem aktomyozin
icerir ve belli kosullarda geri doniisiimlii depolimerizasyonla mikroflamentlere
ayrilir. Mikrotubulus sisteminin trombosit fagositozunda, trombositlerin depolama ve

salgilama fonksiyonunda rol aldig1 diisiiniilmektedir (24).



3. Organel bolgesi: Trombositlerin gercek anlamda ¢ekirdegi yoktur. Ancak
genellikle hiicrenin ortasinda toplanan graniiller g¢ekirdek izlenimi verebilir. Bu
bolgeye organel ya da graniilomer denir (24). Mitokondri, golgi cihazi, graniiller,
glikojen tanecikleri ve vakuolerden olusur. Trombositler dort ayr1 graniil icerirler.
Bunlar alfa graniiller, yogun cisimler, lizozomlar ve mikroperoksizomlardir.
Graniiller icinde en sik rastlanan alfa graniillerdir. Bunlar trombosite spesifik
platelet faktor—4, betatromboglobulin, platelet derive biiyiime faktori,
trombospondin de dahil olmak {izere 20’nin iizerinde protein igerir. Alfa graniillerin

membraninda trombosit zarinda oldugu gibi glikoprotein IIb ve Ila da bulunur (25).

1.2.,TROMBOSITOPENI NEDENLERI

Trombositopenisi olan hastaya yaklasimda o6zellikle 6ykii ve fizik muayene
primer hemostaz defektini diislindiirmiiyorsa, Oncelikli olarak diisiik trombosit
sayisinin laboratuar hatasina bagli olup olmadigi saptanmalidir (19,20). Bazen
trombositler l6kositlere yapisarak trombosit satellitleri denilen kiimeler
olusturabilirler. Psddotrombositopeni goriilme sikligi erigkin hastalarda % 0.9-2
arasinda bulunurken ¢ocuklarda daha az siklikta gériilmektedir (19,26).

Psodotrombositopeni kan alimirken enjektér ya da tiipte trombositlerin
agregasyonuna, trombositlerin aktivasyonuna, etilendiamintetraasetik aside (EDTA)
bagli trombositlerin in vitro agliitinasyonuna, megatrombositlerin sayllamamasina ya
da trombosit glikoprotein reseptdrlerine baglanan abciksimab, eptifibatide ve
tirofiban gibi monoklonal antikorlara bagli goriilebilir (18-20, 27-30).

Etilendiamintetraasetik aside bagli psddotrombositopeni nedeni, sadece bu
antikoagiilanin varliginda; kriptik trombosit antijenine karsi gelisen IgG ya da IgM
yapisindaki antikorlardir. Sitrat, oksalat ya da heparin gibi farkli antikoagiilanlar
kullanilarak ya da parmak ve topuktan alinan 6rnegin periferik yaymasi incelenerek
EDTA’ya bagl psddotrombositopeni kanitlanabilir (19,20,29).

Trombositopeniye bagli kanamalar tipik olarak deri ve mukozalarda; petesi,
purpura, ekimoz, epistaksis, hematiiri, menoraji ve gastrointestinal kanama seklinde
goriiliir. Intrakraniyal kanama sikhif1 ise %0,1-0,5 arasinda ¢ok nadir olarak

goriilmektedir (18,19).



Trombositopeni; trombositlerin yetersiz yapimina, asiri yikimina ya da
anormal dagilimina (dalakta gollenme) bagli olabilir. Cocukluk c¢aginda goriilen
trombositopenilerin etyolojik siniflandirilmasi TabloI’de gdsterilmistir (18).

Trombosit yikimina bagli trombositopeniler, immun ve immun olmayan
trombositopeniler olmak {iizere iki alt gruba ayrilirlar. Genellikle diger kan hiicre
elemanlar1 normal sayida bulunur. Periferik yaymada biiyiik trombositler goriiliir.
Kemik iliginde ise normal ya da artmis sayida megakaryositler saptanir (20).
Trombositopeninin belirlenmesi hastaya uygulanacak olan tedaviye yon vermesi

acisindan 6nem arz eder (19).



Tablo 1. Cocuklarda Trombositopeninin Patofizyolojik Siniflandirilmasi (18)

I. Artms trombosit yikim (kemik iliginde normal ya da
megakaryositler megakaryositik trombositopeni)
A . immun trombositopeniler
1. idiyopatik
a. Idiyopatik trombositopenik purpura
2. Sekonder
a. Infeksiyon (HIV, CMV, EBV, sugi¢egi, kizanik,
kizamikgik, kabakulak, bogmaca, hepatit, parvoviriis
B19, tiiberkiiloz, tifo)
b. Tlaglar
c. Transfiizyon sonrasi purpura
d. Otoimmun hemolitik anemi (Evans sendromu)
e. Sistemik lupus eritematozus (SLE)
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 bagh

a. Mikroanjiopatik hemolitik anemi: Hemolitik
sendrom, trombotik trombositopenik purpura

b. Dissemine intravaskiiler koagiilasyon
c. Viriise bagli hemofagositik sendrom
d. Kasabach-Merritt sendromu (dev hemanjiom)
e. Siyanotik kalp hastaliklar1

2. Trombosit yitkimina bagh
a. Tlaglar (ristosetin, protamin siilfat, bleomisin)
b. Infeksiyonlar
c. Kardiak (intrakardiak defektlerin tamiri, prostetik
kalp kapaklari, sol ventrikiiler ¢ikis obstriiksiyonu)
d. Malign hipertansiyon

uremik




I1. Trombosit dagilim bozukluklari ve géllenme

A. Hipersplenizm (portal hipertansiyon, gaucher, siyanotik konjenital kalp hastaliklari, infeksiyon,
neoplazi)

B. Hipotermi

III. Azalmis trombosit iiretimi-etkisiz trombopoez (kemik iliginde azalmis ya da eksik
megakaryositler-amegakaryositik trombositopeni)
A. Megakaryositlerin baskilanmasi ya da hipoplazi

1. ilaglar (klorotiazid, 6strojenler, etanol, tolbutamid)

2. Konstitiisyonel
a. TAR (Thrombocy-topenia absent radius) 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 bozukluklar:
a. Trombopoietin eksikligi
b. Tidal trombosit disgenezisi

c. Siklik trombositopeniler

5. Metabolik bozukluklar

a. Metilmalonik asidemi
b. Ketotik glisinemi
c. Holokarboksilaz sentetaz eksikligi
d. Isovalerik asidemi
e. Idiyopatik hiperglisinemi
f. Hipotiroid annelerden dogan ¢ocuklar
6. Herediter trombosit bozukluklar:
a. Bernard-Soulier sendromu
b. May Hegglin anomalisi ve diger MYH-9 geni ile
iligkili hastaliklar
c. Wiskott-Aldrich sendromu
d. Saf cinse bagl trombositopeni
e. Mediterranean trombositopeni
7. Edinsel aplastik bozukluklar
a. Idiyopatik
b. ilaglar (doz iliskili: antineoplastik ajanlar, benzen,
organik ve inorganik arsenik, mesantoin, tridion,
antitiroidler, antidiabetikler, antihistaminikler,
fenilbutazon, insektisidler, altin bilesikleri;
idiyosenkrazi: kloramfenikol)
c. Radyasyon
d. Viral infeksiyonlara bagli (HIV, EBV, hepatit)
B. Kemik iligini infiltre eden durumlar
1. Benign (osteopetroz, depo hastaliklar)
2. Malign (de novo-l6semi, myelofibroz, langerhans hiicreli histiyositoz, lenfoma,

noroblastom, solid tiimdr metastazlar)




1.3.IDIYOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURA
1.3.1.Tamm ve sikhig1

Idiyopatik trombositopenik purpura, retikiiloendotelyal sistem (RES)’de
immun aracili trombosit yikimi ile karakterize; kendini haftalar ve aylar iginde
siirlayan selim seyirli bir hastaliktir (31,32).

Purpura, ilk kez Hipokrat ve Galen tarafindan atese bagli lekeler ya da kirmizi
kabarikliklar, plaklar olarak tanimlanmistir (33). Paul Gottlieb Werlhof 1735°de;
eriskin bir kadinda ani burun kanamasi ve kanli kusma sonras1 boyun ve kollarda
olugan mor lekeleri “morbus maculosus hemorrhagicus™ olarak tarif ederek Werlhof
hastalig1 olarak bilinen ITP’nin ilk klinik tanimini yapmustir (20,33). Georges Hayem
1883°te trombositleri ve fonksiyonlarini tanimlayarak kanda 6l¢timlerini saglayan bir
metod gelistirdikten kisa bir siire sonra purpuranin diisiik trombosit sayisina bagl
oldugunu saptamistir (33).

Ik kez William J. Harrington, 1951°de trombositopenik hastalarin plazmasini
saglikli kisilere transfiize ederek; bu kisilerde gelisen hizli trombosit diisiistini
gostererek bir trombositopenik faktoriin varligini kanmitlamistir (34,35). Bdylece
ITP’nin ilk kez immun aracili trombosit yikimi1 oldugu tanimlandi. Evans bu plazma
faktoriiniin antitrombosit antikor oldugunu saptadi. Shulman ve ark. (36,37) ise
serolojik yontemlerle bu faktoriin IgG oldugunu kanitlamistir. Leeuwen 1982°de
kronik ITP’li hastalardan elde edilen antikorlarin, trombositlerinde glikoprotein
Gpllb-IlIa bulunmayan hastalara verildiginde bu hastalarin trombositlerine
baglanmadigini gostererek, ilk kez ITP’da olusan antikorlarin trombosit yiizeyindeki
Gpllb-IIla’ya kars1 olustugunu kanitlamistir (38,39).

Idiyopatik trombositopenik purpura; trombositopeni (trombosit sayisinimn
150. 000/mm? altinda bulunmast), kisa trombosit Omrii (ortalama yasam siiresi 7-10
giin), plazmada antitrombosit antikorlarin bulunmast ve kemik iliginde
megakaryositlerin artmasi1 ile karakterizedir (18). Idiyopatik trombositopenik
purpuranin insidanst 4-5.3/100.000 olarak rapor edilmistir (40). Hastaligin pik
insidans yas1 2-5 yastir. Kis ve sonbahar mevsimlerinde siklig1 artmaktadir. Her iki
cinsiyette esit goriilmekle beraber, beyaz ¢ocuklarda siyah ¢ocuklara gore daha fazla,
infant doneminde erkek ¢ocuklarda daha fazla, adultlarda ise kizlarda (3:1) daha

fazla goriilmektedir (20,41).



Idiyopatik trombositopenik purpuranin akut ve kronik olarak iki klinik formu
vardir (2). Bu taniy1 alan ¢ocuklarin yaklasik %901 akut ITP’dir. Akut ITP 6 ay
icinde kendini sinirlar. Bununla birlikte tani1 aninda hastalifin seyrinin akut mu
kronik mi olacagm belirlemek olasi degildir. Akut ITP’li c¢ocuklarda iTP’Ih
hastalarin %1’inden azinda goriilen intrakranial hemoraji gibi komplikasyon disinda
mortalite nadirdir. Trombositopeninin alti aydan daha uzun siire devam etmesi ise
kronik ITP olarak tanimlanir. idiyopatik trombositopenik purpura yaklasik olarak
%10 ¢ocukta kroniklesir. Tan1 aninda hastaligin seyrinin akut mu kronik mi olacagin
belirlemek olas1 degildir (2,20,40).

Idiyopatik trombositopenik purpura altta yatan bir hastahigin olup
olmamasina gére primer ve sekonder olarak da siniflandirilabilir. Sekonder ITP
nedenleri insan immun yetmezIlik viriisii (HIV) enfeksiyonu, SLE, lenfoproliferatif
hastaliklar, myelodisplazi, agammaglobulinemi, hipogammaglobulinemi, ilaca baglh
trombositopeni, alloimmun trombositopeni, konjenital/herediter immun olmayan
trombositopeni seklinde siralanabilir. Cocuklarda sekonder ITP nadirdir. En stk SLE

ve HIV enfeksiyonu sonucu goriilebilir (42).

1.3.2.Etyoloji ve Fizyopatogenez

Idiyopatik trombositopenik purpuranin kesin sebebi bilinmemektedir.
Yapilan ¢ok sayida calisma immiinolojik nedenli bir hastalik oldugunu
desteklemekle beraber, cogunlukla immiinolojik bozulmanin nedeni a¢ik degildir ve
idiyopatik terimi de tercih edilmektedir (2,3,4).

Idiyopatik trombositopenik purpurali cocuklarin  %50-60’1nda 6nceden
gecirilmis viral enfeksiyonlar tanimlanmistir. Viral enfeksiyonlardan 1-4 hafta sonra
cocuklarin bir kisminda trombosit yiizeyine karsi antikorlar gelisir. Bu antikorlar
trombosit ylizey glikoproteinleri iizerindeki epitoplara baglanmakta, daha sonra
monositik fagositik sistem tarafindan opsonize olmus dolasimdaki antikorlarla kapl
trombosit, splenik makrofajlardaki Fc reseptorleri ile taninip parcalanmaktadir.
Immiinolojik mekanizmada en fazla sorumlu antikorlar, trombosit yiizey glikoprotein
IIb/Illa kompleksine karsi olusan otoantikorlardir (3,4,40,43). Olgularin %50-

65’inden bu otoimmiin mekanizma sorumludur (2).



Idiyopatik trombositopenik purpuranin, immiin mekanizmas ilk olarak ITP’I1
bir hastanin plazmasimi kendine enjekte ederek trombosit miktarinda hizli bir
azalmayla sonug¢lanan Harrington’un (36) c¢alismasi ile kanitlanmasindan sonra,
ITP’I1 hastalarin plazmasini saglikli alicilara infiize ederek Fc reseptdr blokajini
gosteren c¢alismalar yapilmistir (44-46). Calismalarin sonucunda iTP’da kemik
iliginde trombosit iiretim defekti olmadigi, antikorlarla kapli trombositlerin
retikiiloendotelyal sistemde (RES) artmis yikimi nedeniyle olustugu anlagilmustir.
Neden olabilecek diger mekanizmalar bozulmus trombosit yapimi (5), kompleman
bagimli trombolizis (3,46), antikorlara bagimli olarak olusan bir oksidan iiriin olan
hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden olmasidir (6,8). Otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde serbest radikallerin bir ¢ok rolii oldugu bilinmektedir (48,49).

Idiyopatik trombositopenik purpuranin patogenezinde oksidatif stresin rol
aldig1, yapilan bir tez calismasi ile desteklenmistir (8). Bu caligmada tani aninda
oksidatif stresin artt1g1, antioksidatif kapasitenin azaldigimi ve ITP’nin patogenezinde
artmis oksidatif stres ve azalmis antioksidan kapasitenin rol oynayabilecegi
vurgulanmis. Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularda, TAOK degerinin
diisiik, OSI degerlerinin tan1 aninda yiiksek oldugu saptanmis. Akut ve kronik ITP’da
dlciilen TAOK ve OSI’nin farkli diizeylerde oldugu goriilmiistiir. Total antioksidan
kapasite diizeyinin tedavi oncesinde akut ITP’da kronik ITP’ya gore daha diisiik
oldugu, fakat tedavi ile akut ITP’da kronik iTP’ya gore cok daha yiiksek degerlere
ulastign gozlenmis. Oksidatif stres indeksi ise kronik ITP’da akut ITP’ya gére hem
tedavi 6ncesi hem de sonrasinda belirgin olarak yiiksek olup tedavi ile akut ITP’da
kronik ITP’ya gore belirgin azalmistir. Tan1 aninda yiiksek OSI saptanan olgularda
hastaligin kronik seyir gdsterebilecegi vurgulanmistir (8). Bu ¢alisma ile oksidatif
stresin ITP mekanizmasinda rol alabilecegi diisiiniilmiistiir.

Viral veya bakteriyal antijenlerle trombosit antijenleri arasindaki molekiiler
benzerligin, otoantikor iiretimini baslattig1 diisiiniilmektedir (50-53). Idiyopatik
trombositopenik purpuranin olusumunda self-antijen tanimada ve toleransta
bozukluk, Th1/Th2 sitokin profilinin degismesi, anormal hiicre yiizey molekiillerinin
bulunmasi, hiicresel sitotoksisitede ve megakaryosit iiretiminde bozukluk gibi
multidisfonksiyonel =~ mekanizmalarin =~ rolii ~ iizerinde  durulmaktadir. Bu

mekanizmalardan biri olan molekiiler taklit¢ilik farkli genler tarafindan {iretilen,
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benzer yapiy1 paylasan molekiilleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (54). Bakteriler
ya da virlisler hiicresel hasar olusturarak kendi antijenlerini salarlar. Bu antijenler
benzer ancak genetik olarak farkli olan konak antijenleri ile capraz reaksiyona
girerek immun yanit olustururlar (55). Ornek olarak ¢ocuklarda goriilen sugicegine
bagl iITP’da normal trombosit antijenleri ile viriise spesifik antikorlar arasindaki
capraz reaksiyona bagli trombosit yikimi meydana gelebilir (56). Bazen ¢apraz
reaksiyon indiiksiyonu, devam eden bir ajana ihtiya¢ duymaz ve immun hasar
immunojen kaybolduktan sonra da devam eder. Bu belki de akut ITP’l1 ¢cocuklarin
neden sadece az bir kisminda kroniklesmeye gidildigini aciklayabilir. Kronik ITP’da
de viral infeksiyon tetikleyici faktor olabilir. Ancak viral infeksiyon asemptomatiktir
ya da taninmamuistir (54).

Otoimmun hastaliklarin, santral ve/veya periferik tolerans indiiksiyon
mekanizmasinin eksikligini yansitan self-reaktif lenfositlerin aktivasyonunda azalma
ya da eliminasyonunda bozukluk nedeniyle olustugu kabul edilmektedir (57).
Timusta santral tolerans seleksiyonu hatali olabilir ve yliksek afiniteli otoreaktif T
hiicrelerin salinimina neden olabilir. Ayrica bir self-antijeni taklit eden ¢evresel ajan
periferik tolerans mekanizmasim1  kirabilir  (54). Idiyopatik trombositopenik
purpurada, B lenfositler tarafindan iiretilen antikorlar trombositlerdeki self-antijenleri
tantyarak trombositlerin fagositozuna yol agarlar. Bazi ¢calismalarda T hiicrelerinden
salman interlokin 2 (IL-2), interlokin 10 (IL-10), Interferon y (IFN y) gibi
proinflamatuar sitokinlerin serum diizeylerinin arttig1 ve anti-inflamatuvar sitokin
olan interlokin 4 (IL-4) diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (54,58-60). Aktif hastalikta
Thl sitokin profili olan IL-2, IL-10 ve IFN vy artig1 goriiliitken, remisyonda Th2
profilini gosteren IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-13’{in azaldig1 saptanmistir (61).

Megakaryositler matiirasyon siirecinde ylizeylerinde Gpllb-Illa ve  GplIb-IX
eksprese ederler ve megakaryositlere baglanan otoantikorlar megakaryositopoezi
inhibe ederek trombosit iiretimini de etkilerler (50,54,61). Idiyopatik
trombositopenik purpura tanisi alan birgok olguda kompansatuar artmis trombosit
tiretimini gosteren tipik kemik iligi bulgusu olan normal ya da artmis sayida
megakaryosit prekiirsorleri saptanir (50). Trombopoetin diizeyleri trombosit liretim
bozukluklarinda yiiksek bulunurken, ITP’da normal ya da hafif artmis trombopoetin
diizeyleri bulunur (62,63).
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1.3.3. idiyopatik Trombositopenik Purpurada Genetik

Idiyopatik trombositopenik purpura, bazi etnik gruplarda ve HLA-DRw?2 ile
DRBI1-0410 allellerinin siklig1 ile birlikte saptanmistir. HLA-DR4 varligi
kortikosteroidlere iyi yaniti, DRB1-0410 varligi ise kortikosteroidlere kotii yaniti
gosterir. HLA-DRB1-1501 varligi ile splenektomiye kotii yanitin iliskili oldugu
gosterilmistir (64).

Idiyopatik trombositopenik purpura gelisiminde fagositlerdeki Fc reseptor
polimorfizmi etkili olabilir (19). Ug tip Fc reseptdrii vardir. FcRII grubu ii¢ gen (IIA,
[IB, IIC) ve FcRIII grubu ise iki gen (IIIA, IIIB) tarafindan kodlanir. Genetik
polimorfizmler immunoglobulin baglayan reseptorlerin affinitelerini
degistirmektedir. FcyRIIIA polimorfizmleri ile tedaviye yanitin iligkili oldugu 6ne
siiriilmiistiir (65). Insan trombosit antijenleri (HPA) ile yapilan ¢alismalarda, HPA-5b
alleli tasiyanlarin; akut ITP igin artmus risk tasidiklar1 gosterilmistir (66).

1.3.4. Klinik Bulgular

Idiyopatik trombositopenik purpurali ¢ocuklarda gériilen klasik klinik tablo,
daha 6nce saglikli olan ¢ocukta aniden ortaya ¢ikan petesi ve purpuralardir. Bulgular
tamamen trombositopeniye bagli gelisen kanamalardir. Deride petesi, purpura ve
ekimozlarin yaninda burun kanamasi ve agiz i¢i mukoza kanamasi goriilebilir.
Viicudun herhangi bir yerinde hematom goriilmesi nadirdir. Kanamaya ait bulgular
trombositopeni derecesine baglidir (20,32,43).

Petesi ve purpura disinda fizik muayene normaldir, dalak biiyiikliigline ise
nadiren rastlanir. Karaciger ve dalak biiyiikliigii ile belirgin lenf nodu anomalileri
bulgularinin varliginda baska hastaliklar diistintilmelidir (2,20).

Idiyopatik trombositopenik purpura tanis1 alan olgularin  %50-80’inde
gecirilmis viral enfeksiyon oykiisii mevcuttur. Infeksiyon sonrasi latent donem
ortalama 2 hafta kadar siirer. Ancak birkac¢ giin ile 6 hafta arasinda da degisebilir
(67). En sik neden etkeni belirli olmayan iist solunum yolu infeksiyonlaridir.
Vakalarin %20’sinde belirli bir etken (kizamik, sucicegi, kabakulak, hepatit A-B-C,
enfeksiydz mononiikleoz, sitomegaloviriis, parvoviriis infeksiyonlar1 ve bakteriyel
infeksiyonlar) saptanabilir (18). Kizamik, kabakulak, kizamik¢ik (MMR) asisindan
sonra genellikle 6 ay igerisinde ITP meydana gelme riski 1/24.000 dozdur (68).
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Cocuklarda ITP tanis1 koyarken 6ykii ve fizik muayenede dikkat edilmesi
gereken bazi hususlar vardir. Kanama semptomlart; kanama tipi, kanama derecesi,
kanama siiresi ve kanamanin durdurulmasi i¢in yapilan invaziv girisimler
sorgulanmalidir. Sistemik semptomlar; yakin zamanda gegirilmis viral enfeksiyon,
kizamik, kabakulak, sucicegi gibi spesifik infeksiyon ve immun yetmezlik
diisiindiiren tekrarlayan infeksiyon oOykiileri ile otoimmun hastalik semptomlari
sorgulanmalidir. Yakin zamanda canli virus asisi yapilip yapilmadigi, kanamayi
arttiran aspirin, trombositopeni yapan siilfonamidler ve heparin gibi ilaglarin
kullanimi, annede HIV infeksiyonu olmasi, ailede trombositopeni ya da hematolojik
hastalik Oykiisii, travmatik aktiviteler, alti aydan kii¢iik ¢ocuklarda perinatal ve
maternal 0ykii sorgulanmalidir. Fizik muayenede kanama bulgulari, infeksiyona ait
bulgular, hepatomegali, splenomegali, lenfadenopati, iskelet sistemi yapisal
anomalilerin varhigi arastirilmalidir (69). Idiyopatik trombositopenik purpuranin
otoimmun hastaliklara eslik etmesi cocuklarda eriskine kiyasla nadirdir. Akut
ITP’nin otoimmun hastaliklarla birlikteligi nadiren gozlenirken, kronik ITP’nin
otoimmun hastaliklarla birlikteligi sik gézlenir (18,67).

Idiyopatik trombositopenik purpurada goriilen ekimoz ve petesiler en sik alt
ekstremitelerin On yiizlerinde ve kostalar, skapula, omuzlar, bacaklar, pubik bdlge
gibi ¢ikintili kemikler lizerinde goriiliir. Petesiler subkonjunktiva, yanak mukozasi ve
yumusak damakta bulunabilir. Burun kanamasi, dis eti kanamasi, gastrointestinal
kanamalar (melena, hematemez) ve genitoliriner sistem kanamalar1 (hematiiri,
menoraji) goriilebilir. Retinal kanamalar, orta kulak kanamalari, intramuskuler
injeksiyon ve travma sonrasi derin kas i¢i hematom ya da hemartroz sik
goriilmemektedir (18). Hastalarin %50-75’1 hafif kanama bulgular1 ile basvurur.
Immun trombositopenik purpurada ¢ok diisiik trombosit sayilarina ragmen 16semi,
aplastik anemi gibi kemik iligini tutan durumlara ya da kemoterapi alan hastalara
kiyasla daha hafif kanamalarin gériilmesi, iITP’da trombositlerin daha geng, biiyiik ve
hemostatik olarak daha etkili olmasina ve kemik iligi rezervinin miikemmel olmasina
baglanmistir (19,41,70,71).

Kanama bulgularinin smiflandirilmasi i¢in siklikla kuru ve yas purpura
terimleri kullanilmistir. Kuru purpura sadece deri kanamalarini, yas purpura ise aktif

mukoza kanamalarin1 tanimlamaktadir. Ancak bu tanimlamalar ile birkag¢ petesisi
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olan cocuk ile yaygin petesi ve ekimozlar1 olan ¢ocugu ya da hafif burun kanamasi
olan c¢ocuk ile agir kanamasi olan ¢cocugu ayirt etmek miimkiin olamadigi i¢in klinik
kullanimda yararl degildirler (70,71)

Kanama riskini arttiran nedenler arasinda; trombosit sayisinin <20.000/mm?
olmasi, fizik aktivite diizeyi fazlaligi, travma, vaskiiler frajilite, ilag kullanimi, eslik
eden diger hastaliklar (von Willebrand hastaligi, vaskiilitler, arteriovendz
malformasyonlar, ates, anemi) sayilmaktadir. Boyun {izerindeki petesiler, fundal
hemorajiler ve kanamanin aniden baslamasi hayati tehdit eden kanamalarin uyarici
bulgular1 olarak kabul edilmektedir (70,71).

Idiyopatik trombositopenik purpurada kanama bulgulari disinda fizik
muayene normaldir. Agir kanama yoksa solukluk goriilmez. Olgularin %10°da dalak
ucu palpe edilebilir. Eger belirgin splenomegali saptanirsa 16semi, SLE, enfeksiy6z
mononiikleoz, hipersplenizm gibi diger tanilarmn diisiiniilmesi gerekir. izole servikal
lenfadenopatinin enfeksiyon hastaliklarina bagli olabilecegini, yaygin lenfadenopati

varsa l6semi tanisinin diglanmasi gerektigi géz oniine alinmalidir (18,19).

1.3.5. Tam ve Laboratuar Bulgularn

Tam kan sayiminda trombositopeniye bagli 6nemli bir kanama olmadik¢a
hemoglobin ve hematokrit degeri ile beyaz kiire sayis1 normaldir. Periferik yaymada
anormal hiicre morfolojisi yoktur. Normal trombosit sayis1 150-450x10°/L arasinda
degisir. Immiin trombositopenik purpurada trombosit say1s1 150x10°/L’nin altindadur.
Trombosit boyutlart normal veya artmistir (2,20). Kan dolasiminda bulunan
antitrombosit antikorlarin 6l¢iilmesinin tan1 ve tedavide yeri yoktur (40). Kemik iligi
incelemesi genellikle gerekli degildir. Ancak steroid tedavisi baslanacaksa 16semiyi
ayirt etmek amaciyla oncelikle kemik iligi aspirasyonu yapilmalidir. Down sendromu
olan c¢ocuklarda megakaryoblastik losemi kendisini trombositopeni ile
gosterebileceginden bu durumda kemik iligi aspirasyonu yapilmalidir (73).

Kemik iligi incelemesinde graniilositik ve eritroid seri hiicreleri normal,
megakaryositler ise normal veya artmistir. Kemik iliginde olgunlasmamis
megakaryositlerin goriilmesi trombosit yikiminin lehine degerlendirilir (2). Periferik
yayma megatrombositleri, psddotrombositopeniyi ve diger hemotolojik bozukluklar

ayirt etmek i¢in ayrintili incelenmelidir (18).

14



Ortalama trombosit voliimii (MPV) normal veya artmis bulunur. Hemostatik
olarak daha aktif olan gen¢ ve biiyiilk trombositlere gore; yash, kiiciik ve etkisiz
trombositleri yansitan diisik MPV degerinin <8 fl olmasinin; kanama riski ve
sikliginda artis ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu da kanama riskinin dnceden
belirlenmesinde yardimci olabilecegini diisindiirmektedir (74).

Koagiilasyon ile ilgili yapilan testlerde ise kanama zamani uzamis bulunur.
Protrombin zamani (PT), parsiyel tromboplastin zamanmi (PTT) ve fibrinojen
diizeyleri normaldir. Bazi klinisyenler trombositlerin diistiigii, PT ve PTT nin uzadigi
yaygin damari¢i pihtilasmasini ayirt etmek igin bu testlere bagvurmaktadirlar (75).
Ancak klinik olarak bu ¢ocuklar altta yatan hastaliga bagli olarak hasta goriiniimlii
olduklarindan ve ek bulgularinin olmasi nedeniyle ITP’da bu testlere gerek yoktur.
Trombosit yasam siiresi Cr51 ile isaretlenmis trombositlerin yasam siirelerinin 1-4
saate kadar kisaldigi gosterilmistir (18). Antiniliklear antikor (ANA), anti-ds-DNA,
coombs testi, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri, monospot ve/veya EBV, HIV ve
parvoviris titreleri klinik olarak gerekli ise yapilmalidir (2).

Idiyopatik trombositopenik purpura tanisi hikaye, fizik muayene, tam kan
sayimi ve periferik kan yaymasi ile trombositopeninin diger nedenlerinin ayirt
edilmesi ile konulur. Hikaye, fizik muayene ve kan sayimi ITP ile uyumlu olan,
atipik bulgularin bulunmadigi veya diger etyolojileri diisiindiirmeyen bulgularin

varliginda ileri tetkiklere gerek yoktur (2,20).

1.3.6. Ayirict Tam

Cocuklarda trombositopenin ayirict tanisi hasta yaklasimini ve segilecek
tedaviyi etkileyeceginden dnemlidir (19). Eritrositer veya lokositer seride anormallik
oldugunda malignansiyi ayirt etmek amaciyla kemik iligi aspirasyonu mutlaka
yapilmalidir. Evans sendromu, ilaca bagli trombositopeni, portal hipertansiyon,
hipersplenizm, portal ven trombozu, kronik karaciger hastaligi, fankoni aplastik
anemisi, dissemine intravaskiiler koagiilopati, infeksiyonlar, SLE, hemolitik tiremik
sendrom ve transfiizyon sonrasi purpura ayirici tanida diisiiniilmelidir. Bebeklerde
dogumsal amegakaryositik trombositopeni ve Wiskott-Aldrich sedromu ayirici tanida
akla gelmelidir. Daha biiyiikk cocuklarda ise SLE ve lenfoma ayirict tanida
diisiiniilmelidir (2,20).
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Ilaglardan bir kismi trombositopeniye neden olabilmektedir, bunlar asagida
siralanmistir (9).
a) Antibiotikler: Penisilinler, sefalosporinler, sulfonamidler, amfoterisin B,
gentamisin, vankomisin, flukonazol, siprofloksasin, pentamidin, novobiosin,
antitliberkiiloz ilaglar
b) Antiinflamatauar ilaclar: Asetaminofen, diklofenak, ibuprofen, indometasin,
asetil salisilik asit, meklofenat, mefenamik asit, sulfasalazin, fenilbutazon, naproksen
¢) Antineoplastik ilaclar : Aktinomisin D , aminoglutetimid
d) Antikonviilsanlar, sedatif ilaclar ve antidepresanlar : Fenitoin,valproik asit,
lityum, diazepam, karbamazepin, mianserin, haloperidol
e) Antihipertansifler ve kardiyak ilaclar : Asetazolamid , amiodaron , kaptopril,
metil dopa, hidroklorotiazid, klorotiazid, digoksin, digitoksin, furosemid, klortalidon,
prokainamid, spiranolakton
f) H2 reseptor antagonistleri: Simetidin, ranitidin.
g) Diger: Heparin, minoksidil, desferrioksamin, etretinat, interferon-a,
klorfeniramin, kinin, kinidin, danazol antazolin, klorpropamid, iyotlu kontrast
ajanlar, altin tuzlari, levamisol, lidokain, morfin, papaverin, tiklopidin, glibenklamid,

isotretinoin.

1.3.7. Tedavi

Cocuklarda ITP’da tedavi verilmesinin amaci hayati tehdit eden santral sinir
sistemi kanamasini Onlemek ve major kanama ya da uzamis kanamanin neden
olacag kan kaybi riskini azaltmaktir (2,19). Tedavi protokollerinden herhangi birinin
kanamay1 onledigine ya da hastaligin seyrini etkiledigine dair kanit bulunmamasiyla
beraber tedavisi halen tartismalidir (40,43,51). Tedavinin hastaligi, uzun ya da kisa
siireli prognozunu etkileyecegini gosteren calismalar yoktur. Hastaligin kendi
kendini sinirladigr  bilinmektedir. Tedavi ile birlikte kroniklesme orani
degismemektedir. Hayati tehdit eden intrakranial kanama %1’in altinda
goriilmektedir. Hayati tehdit eden kanama riskini tahmin etmek ic¢in herhangi bir
klinik bulgu ya da laboratuar testi olmadigi i¢in hekim, anne ve baba major kanama
riskinden dolay1 yiiksek doz metil prednizolon (MP), intravenéz immunglobulin
(IVIG), anti-D immunglobulin ve splenektomi gibi farmakolojik ve cerrahi tedavi

yontemlerinden birini tercih etmektedir (3,76). Trombosit sayist >20.000/mm?* ve
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semptomsuz ya da mindr purpurast olan hastalarda tedavinin gerekli olmadigi
bildirilmektedir. Bu hastalar tedavi almasalar da yakindan izlenmelidirler.
Trombositopeniyi ve buna bagli kanamayi agirlagtirabilecek asetilsalisilik asit ve
diger pihtilasmayr Onleyecek olan ilaglarin alimi Onlenmeli, fiziksel aktivite
kisitlanmali, travmaya maruz kalmamali ve kas i¢i enjeksiyonlardan kaginilmalidir
(77).

Cocukluk ¢agi ITP’sinda baslangig tedavisi olarak yiiksek doz MP veya IVIG
tercih edilir. Tedavide basar1 oranlarinda fark olmadigindan yapilan tercih, maliyetler
ve yan etkiler zemininde degerlendirilmelidir. Yiiksek doz steroid ile IVIG’in esit
derecede etkili oldugunu gosteren c¢alismalar vardir. Intravendz immiinglobulin
tedavisi trombosit sayisinda hizli artmaya neden olur (78). Intravendz
immunglobulin 1 gr/kg/giin’den 2 giin alacak sekilde kullanilir (2). Intravendz
immunglobulin retikiiloendotelyal sistem (RES)’de kompetitif inhibisyona neden
olmaktadir. Buna gore immiinglobulin eritrositlere baglanmakta ve makrofajlar bu
eritrositlerin fagositozu ile satlire olduklar1 i¢in veya intravendz immiinglobulin
direkt olarak makrofajlarin Fc reseptorlerini bloke ederek, trombositlerin
par¢alanmasi azalmakta, bdylece medikal splenektomi gerceklesmektedir (67).
Fiyatinin yiiksek olmast kullanimdaki dezavantajlardan biridir. Intravendz
immiinglobulinin infiizyonundan sonra Ig A eksikligi olan hastalarda anafilaksi,
hastalarin %20’sinde goriilebilen inflizyon sonrasi aseptik menenjiti diisiindiiren
basagrist ve kusma, hastalarin %1-3’linde ates ve soguk alginlig1 benzeri bulgular,
coombs (+) hemolitik anemi, bobrek yetmezligi, immiin kompleks artriti,
koagiilopati ve tromboembolik olaylar goriilebilir. Hepatit C virus enfeksiyonu riski
de bulunmaktadir (2,3,20,79,80).

Yiiksek doz MP tedavisi 30 mg/kg/giin’den 3 giin, 20 mg/kg/glin’den 4 giin
agiz yoluyla verilmektedir (81-83). Steroidler kapiler endotel gegirgenligini azaltip
kanama zamaninin kisalmasini saglarlar. Antikorlarla kaplanmig trombositlerin
RES’de fagositozunu engelleyerek trombosit yasam siiresini uzatirlar. Antijen
antikor birlesimini yavaslatir ve antitrombosit antikor yapimini azaltirlar (67).
Steroid kullanan ¢ocuklarda yorgunluk, sinirlilik, basagrisi, katarakt, uykusuzluk,
irritabilite, kilo alimi, akne, kan basincinda yiikselme, kan sekerinde yiikselme ve

epigastrik agr1 gibi yan etkiler rapor edilmistir (80-83). Intravendz immiinglobulin
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ve/veya ylksek doz MP’a cevap vermeyen hastalarda kanama semptomlar1 yoksa
ilagsiz izleme alinir. Kanama ve yaygin petesi halinde aralikli yiiksek doz MP ve
IVIG tedavileri yeterli bir koruyucu etkinlik saglar (40).

Anti-D tedavisi akut veya kronik ITP’li hastalarmn %80’inde trombosit
sayisini arttirdigi ancak, bu etkinin gegici oldugu ve en fazla 5 hafta kadar stirdiigii
bildirilmektedir (84,85). Etki mekanizmasinda RES’de Fc reseptor blokaji, inhibitor
yollarin aktivasyonu, otoantikorlar1 yapan B lenfositleri baskilayarak otoantikor
iiretiminde azalma ve otoantikorlar1 baglayarak otoantikorlari etkisiz hale getirme
seklinde siralanabilir (9,10,33,44) Sadece Rh (+) hastalarda ve fonksiyonel olarak
dalagi olanlarda kulanilabilir. Daha ucuz olmasi ve kisa siirede uygulanmasi
avantajlarindandir. En 6nemli yan etkisi alloimmun hemolize neden olmasidir. Tiim
Rh pozitif olgularda anti-D verilmesi ile 1-2 hafta siiren direkt coombs pozitifligi
olusur. Hemoglobin diizeyini 0.5-2 gr/dl azaltabilir. Diger yan etkileri ates, titreme,
hipersensitivite ve basagrisi olarak siralanabilir. Diger tedavi seceneklerine yanit
alimamadigr durumlarda, vakalarda hemoliz acgisindan dikkatli olarak kullanilabilir
(18,85,86).

Diger tedavi segenekleri ¢ocuklarda nadiren kullanilmaktadir. Steroid ve
IVIG tedavisine yamt almamayan, splenektominin kontrendike oldugu, kanama
semptomlarinin eslik ettigi refrakter trombositopenide bu tedavi segenekleri
diisiiniilebilir. Bu ilaglar arasinda vinka alkaidleri (vinkristin, vinblastin), danazol,
siklofosfamid, azatiopiirin, siklosporin, kolsisin ve rituksimab sayilabilir (19). Vinka
alkaloidleri, trombositlerin mikrotubullerine baglanir ve olusan kompleksin
makrofajlar tarafindan fagosite edilemez. Vinkristin 1.5 mg/m? intravendz (IV)
(maksimum 2 mg), vinblastin ise 6 mg/m? IV (maksimum 10 mg) 1 ay boyunca
haftada tek doz verilir (3,19). Tedaviye cevap alinamaz ise kesilir. Cevap alinirsa
giivenli trombosit sayisini devam ettirmek i¢in 2-3 haftada bir doz tekrar1 gerekir.
Periferik noropati, alopesi, konstipasyon, myelosupresyon (vinblastin ile doza
bagimli) ve flebit gibi yan etkiler goriilebilir (18,19).

Siklofosfamid immunsupresif bir ila¢ olup 1-2 mg/kg/giin oral kullanilir.
Tedavi baglanmasiyla 2-10 hafta sonra yanit gelisir. Yan etki olarak myelosiipresyon,
alopesi, hemorajik sistit ve hepatotoksisite goriilebilir. Siklosporin T hiicre

fonksiyonlarini baskilamaktadir. Tedavi dozu olarak 5 mg/kg/giin oral verilir. Bir
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ayda yanit alinamazsa kesilir. Yan etki olarak hipertansiyon, nefrotoksisite ve
hepatotoksisite goriilebilir (2,18,19).

Rituksimab B hiicre yiizey antijeni olan CD 20’ye karst olusmus monoklonal
antikordur. 375 mg/m¥hafta IV 4 hafta verilir. Ates, titreme, bas agrisi, bulanti,
kusma, hipotansiyon, siniis tasikardisi, likenoid ve vezikiilobiilloz dermatit, toksik
epidermal nekroliz, Steven-Johnson sendromu ve immunsupresyon goriilebilen yan
etkiler arasinda sayilabilir (18).

Immun trombositopenik pupurada diger bir tedavi segenedi splenektomidir.
Splenektomi ile antitrombosit antikorlarin yapildigi ve RES tarafindan trombositlerin
yikildig1 organ ortadan kaldirilmis olur. Eriskinlere oranla spontan remisyonun sik
goriilmesi ve oOzellikle 5 yasin altinda splenektomiden sonra kapsiillii
mikroorganizmalarla sepsis riskinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ocuklarda daha az
siklikta uygulanmaktadir (18).

Cocukluk ¢ag1 ITP’s1 kroniklesse dahi seneler iginde diizelebildiginden
splenektomi kanama semptomlar1 siklig1 artmadikca ergenlik c¢agina kadar
ertelenmelidir Splenektomi ile hastalarin 2/3’{inde trombositopeni diizelebilir. Dort
yasindan biiyiik cocuklarda bir yildan uzun siire devam eden siddetli ITP varsa ve
kanamalar medikal tedavi ile kontrol altina alinamazsa ya da akut ITP sirasinda
IVIG, steroid ve trombosit transfiizyonuna ragmen intrakraniyal kanama varsa

splenektomi yapilmalidir (40).

1.3.8. Komplikasyonlar

Immun trombositopenik purpuranin en ¢ok korkulan komplikasyonu
intrakraniyal kanamadir. Sikligt  %0.1-0.5 arasinda degismektedir (18,19).
Intrakraniyal kanamasi olan hastalarm %73’iinde trombosit sayis1 <10.000/mm?* ve
%25’inde  10-20.000/mm?® arasinda oldugu saptanmugtir. Intrakranial kanama
vakalarin ¢ogunlugunda (%51) tanidan sonraki ilk 4 hafta i¢inde meydana geldigi
gorilmustir (18,70,71). Kanama olgularimin  %77’sinde intraserebral (%87
supratentoriyal, %13 posterior fossada) kanama, %23’linde ise subdural hematom
goriiliir. Intrakraniyal kanama gelisimi icin trombosit sayis1 <20.000/mm? olmasi
yaninda olgularin ¢ogunlugunda kafa travmasi (%29), aspirin tedavisi (%5) ve
arteriovendz malformasyon (%17) gibi eslik eden risk faktorlerinin bulundugu

saptanmustir (18,19).
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1.4.NITRIK OKSIT

Nitrik oksit, siklik guanozin monofosfat lizerinden etki gdsteren potent bir
periferik vaskiiler diiz kas gevsetici olarak 1979’da tanimlanmistir (86). Nitrik oksit,
hem hiicre i¢i hem de hiicre disinda diizenleyici islev goren kiiciik, reaktif bir serbest
radikal molekiildiir. Endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicresi ve noronlardan
salmir. Yart omrii 2-5 saniye olup parakrin ve otokoid olarak fonksiyon gormek
lizere hiicre zarindan serbestce gecen bir ndrotransmiterdir. Ozellikle dolagim sistemi
acisindan NO’in vazodilatator etki gosterdigi, bolgesel kan akimini ve sistemik kan
basincini diizenledigi, endotele yonelik olarak da aterosklerozu onleyici etki yaptigi

bilinmektedir (11,12).

Oksidatif stres, serbest radikal (prooksidan) ile antioksidan sistem arasindaki
dengenin prooksidasyon lehine bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stres terimi,
potansiyel olarak hiicresel travma olusturabilecek serbest radikaller ve diger reaktif
molekiillerin iiretimini saglayan birka¢ kimyasal reaksiyonu tanimlamak igin
kullanilir (16). Prooksidan/antioksidan dengenin bozulmast DNA gibi hiicresel
molekiillerde oksidatif hasara neden olan bir faktor olarak da diisliniiliir. Normal
hiicre fonksiyonlar1 ve hiicre yapilarinin biitiinligii reaktif oksijen {irlinleri ile
bozulur (17).

Oksidatif stres, yeni dogan doneminde kronik akciger hastalifi, prematiir
retinopati, nekrotizan enterokolit, neonatal hemokromatozise, daha biiylik ¢ocuklarda
ise astma, kistik fibrozis, juvenil romatoid artrit, kolestatik karaciger hastaliklari,
kwasiorkor ve diger bazi hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Hastaliklarin
oksidatif hasar sonucu gelistigi ortaya konulmustur (88).

Viicutta bircok dokuda NO sentezlenmektedir. Nitrik oksit endojen L-
arjininden NOS enzim sistemi tarafindan sentezlenir. Islev sonrasinda NO hizli ve
kararli bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrit ve nitrat gibi son
tiriinlere doniigiir. Hemoglobin NO’i inaktive eder. Nitrik oksitin en Onemli
fizyolojik hedefi, ¢oziinebilir guanilat siklaz enziminin hem grubudur. Diiz kas
hiicresine gegen NO, guanilat siklazi uyararak, guanozin trifosfatin cGMP’ye
doniistimiini saglamaktadir. Artan cGMP de protein kinazi ve iyon kanallarini aktif

hale doniistiiriir. Sekestrasyon ve hiicre disina ¢ikarilma yolu ile hiicre i¢i kalsiyum
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azalir. Bunun sonucu olarak gevseme saglanir. cGMP nin fizyolojik etkisi ise 3’5’

baginin fosfodiesteraz enzimi tarafindan hidrolize edilmesi ile sonlandirilir (89).

1.5. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik oksit sentaz enzimleri ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmasindan sonra
1991-1994 yillarinda major izoformlart ve 1998-1999 yillarinda ise kristal yapilari
belirlenmistir. Nitrik oksit sentaz enzimi L-arginin aminoasidinden guanido
grubunun hidroksilasyonu ile NO, L- sitriilin ve NADP olusumunu katalize eder.
Reaksiyonda tetrahidrobiopterin (BH4, FAD, FMN ve demir protoporfirin IX (hem)
kofaktor olarak gorev almaktadir (Sekil I) (9).

Sekil I. Nitrik oksit sentazin kofaktorleri ve katalizledigi reaksiyonlar

NADPH Arginin
02
NADP+
H+ Sitrullin

N (veya NO-)

NADPH tarafindan ortama verilen elektronlar redoks tasiyicilar1 FAD ve
FMN tarafindan oksijenaz bolgesine tasinmakta ve burada Fe ve BHa4 ile etkilesime
girerek L-arginin ve oksijenden NO ve sitriilin  olusturan reaksiyonu

katalizlemektedir (9).
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1.5.1. Nitrik Oksit Sentazin Formlari
Ug farkli formu vardir. Her ii¢ izoform cesitli dokularda yaygin olarak
bulunmakta fizyolojik ve patolojik olaylarda gérev almaktadir. Nitrik oksit sentaz

izoformlar farkli genler tarafindan kodlanmaktadir (Tablo II) (9).

Tablo II. NOS izoformlarin1 kodlayan genler ve 6zellikleri (9)

NOS Gen Yapisi ve Kromozomal Aminoasit Sayisi,
izoformlar Bityiikliigii Yerlesim Protein Biiyiikliigii
nNOS 29 ekzon 12q24.2 1434 aa
28 intron 12924.3 161 kDa
> 200kb

iNOS 29 ekzon 17 cen-q11.2 1153 aa
25 intron 131 kDa
37 kb

eNOS 26 ekzon 7q35-7q36 1203 aa
25 intron 133 kDa
21-22 kb

1. Noronal NOS: ilk bulunan formdur. nNOS esas olarak santral sinir sisteminde ve
periferik nitrerjik sinirlerde bulunmakta ndrotransmitter/néromodiilatér olarak gorev

yapmaktadir (9).

2. Indiiklenebilir NOS: Indiiklenebilir ézelliktedir, hiicre ve dokularda yaygin
olarak bulunmaktadir. Fizyolojik olarak nonspesifik immiinitede gorev almasinin
yanisira esas olarak sok durumlari, inflamatuvar hastaliklar gibi patolojik olaylarda

rol oynamaktadir (9).
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3. Endotelyal NOS: ilk olarak vaskiiler endotelyal hiicrelerde tanimlanmistir. eNOS
kardiyovaskiiler sistemde vaskiiler diiz kas gevsemesi, damar tonusu, trombosit

agregasyonunun inhibe edilmesi gibi fizyolojik olaylarda gorev almaktadir (9).

Endotelyal NOS ve noéronal NOS; asetilkolin ve bradikinin gibi hiicre ici
kalsiyum konsantrasyonunu artiran ajanlar tarafindan aktiflenir. Makrofajlar ve diger
bagisiklik hiicrelerinde bulunan iNOS ise sitokinler ile uyarilir, kalsiyum ve
kalmoduline bagimli degildir ve yeni protein sentezine ihtiya¢ duyar (90-92).
Nitrik oksit sentazin lizerinde NADPH, FAD, FMN ve tetrahidrobiopterin gibi
kofaktorleri ve prostetik gruplart baglamak i¢in birgok diizenleyici boliimii vardir.
Hiicrede eNOS esas olarak hiicre membranina bagli bulunurken, nNOS sitozolde
bulunur. Ug NOS izoformu aminoasit dizilisi bakimindan %50 benzerlik gosterir.
Nitrik oksit sentaz, N-metil-L-arjinin, N-nitro-L-arjinin ve N-amino-L-arjinin gibi

L-arjinin analoglarinca inhibe edilebilir (90-92).

Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerde dalgalanmalar
gosterir ve eNOS ve nNOS tarafindan kontrol edilir. Bu iki enzimin sentezi
posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilirken, iNOS uygun uyar1 veya niikleer
faktor Kappa B (NF-KB) gibi transkripsiyonel faktorlere cevap olarak sentezlenir
(93). Bu sentezi temelde tetikleyen, NF-KB’ye cevap veren elemanlarin iNOS
promotor gen boélgesini aktive etmesidir. iNOS, kalsiyum ve uyaric1 ajanlardan
bagimsiz calistig1 i¢in, aktivitesi daha uzundur. Bunlara bagli olarak, iNOS’un
tirettigi NO seviyesi, fizyolojik sinirlarin oldukga iistiindedir. Bu durum, hiicresel
stiperoksit anyon (027) varliginda 1ileri derecede toksik olan peroksinitrit

molekiiliiniin olusmasina neden olur (93,94).

Peroksinitrit  olustuktan sonra gelisen lipid peroksidasyonu, DNA
fragmantasyonu, plazma antioksidanlarinin azalmasi, protein hasar1 ve endotelyal
diiz kas gevsemesinin engellenmesi gibi nedenlerle hiicresel hasar olusabilir.
Peroksinitrit olusumu; stiperoksit ile siiperoksit dismutaz (SOD) iiretimi ve NO
tretimi/harcanmas1  arasindaki  dengeye baghdir. Sonu¢ olarak, diisiik
konsantrasyondaki NO, hiicresel fonksiyonlar1 pozitif olarak diizenlerken, yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre {izerinde toksik etkiler yaratabilir. Enflamatuar uyar ile

tiretim disinda akciger epiteli ve bobregin distal tiibiilleri gibi yerlerde de devamli bir
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iNOS aktivitesi vardir (94). Pek ¢ok hastalikta, oksidatif stresin bir sebep mi yoksa

primer hastalik siirecinin bir sonucu mu oldugu ac¢ik degildir (95).

1.5.2. eNOS: Yapi, Fonksiyon ve Aktivasyon

Endotelyal NOS 134 kD’luk iki benzer monomerden olusan bir dimerdir ve
fonksiyonel olabilmesi i¢in dimerik formda olmasi gerekir. Monomerleri kodlayan
gen 7q35-36 kromozomu iizerinde bulunur. eNOS geni 26 ekson igerir ve yaklasik
olarak 21 kilobazlik genomik DNA’dan olusur. Endotelyal NOS geninin kodladig:
mRNA 4052 niikleotid icerir ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur.
Endotelyal NOS hem in vivo hem de in vitro sartlarda siirekli sentez edilen tek NOS
izoformudur. Enzimin dimerik hale gelmesi, hem molekiiliiniin baglanmasi ile baslar;
hem’in yoklugunda enzim monomer halde kalir. Dimerik hale gecince enzime
tetrahidrobiopterin (BH4) baglanmasi miimkiin olur ve dimer kararli hale gelir.

Kararli hale ge¢is ayn1 zamanda ¢inko iyonlarina da baglidir (92,96).

Dimerin fonksiyonel aktivitesi, baglanan BH4 molekiiliiniin sayisina baglidir.
BH,4 baglanmamis bir dimer O, iiretebilirken, bir BH4 molekiilii baglanmis eNOS
dimeri hem O, hem de NO iiretmektedir. Yiiksek seviyede BH4 varligi ise doymus

bir dimer yaratarak sadece NO sentezleyen bir enzim olugmasini saglar (93,96-99).

Monomerlerin fonksiyonel olarak farkli olan iki kismi1 vardir. Katalitik boliimii
ihtiva eden N-terminal oksijenaz (amino asit 1-491) ve NAPDH, FAD ve FMN
baglanma boliimlerinin bulundugu rediiktazdir (amino asit 492-1205). Enzimin hiicre
icindeki yeri net olarak belirsizdir. Golgi cisimcigi, plazma membrani ve en ¢ok da
plazmalemmal kaveolada bulundugu tespit edilmistir. Kaveolada kaveolin adli
kaplayict proteinle sarilt olan eNOS inaktif haldedir. Hiicre i¢i serbest kalsiyumun
artmasi ile enzim bu proteinden siyrilir ve aktif hale gelir ve serbest kalsiyum diizeyi
diisene kadar aktif kalir. Aktive olmus enzim ortamdaki L-arjinin, oksijen ve
NAPDH’dan oldukc¢a fazla NO iiretimi yapar. Her ne kadar eNOS enzimi bazal bir
diizeyde iiretilse de hipoksi, Ostrojen gibi hormonlar, yiikseltgenmis diislik dansiteli
lipoproteinler (LDL) ve mekanik gilic gibi faktorler ekspresyonu artirabilir.
Glukokortikoidler, tiimoér nekrozis faktorii a ve bakteriyel lipopolisakkaritler ise

eNOS’un aktivitesini azaltirlar (93,96-99).
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1.5.3. eNOS Gen Polimorfizmleri

Ayni tlir organizmalar genellikle birbirinden farkli fenotip gosterirler. Bir ¢ok
gen lokusunda iki allel yer alir. Mutasyonlarin fenotipe farkli yansimalarinin nedeni
coklu allerin varligindandir. Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda farkli allelere
bagli, genetik olarak belirlenmis iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir.
Coklu allel igeren bir bolge polimorfiktir. Bir gen veya DNA dizisinin alternatif
formlarindan (allel) birinin toplumda %1°den fazla bulundugu durumlar polimorfizm
olarak adlandirilmaktadir. eNOS geninde bugiine kadar tanimlanmis olan yaklasik
161 tek niikleotid polimorfizmi (TNP) bulunmasina ragmen fonksiyonel 6nemi olan

polimorfizmler (Sekil II) sunlardir:

e intron 4, 27 bp’lik variable number tandem repeat (VNTR) (4b/4a)
Ekson 7, missense Glu298 Asp

e intron 13, CA repeat

e Intron 18, Ala27Cys (A-C niikleotid degisimi, TNP)

e Intron 23, Gly10Thr (G-T niikleotid degisimi, TNP)

e Promotor bolgesinde 3 tane TNP tanimlanmistir. Thr786Cys, Ala922Gly,
Thr1468Ala (13).

Bunlarin sonucunda normal fonksiyonel bir enzim olussa da polimorfizmler
transkripsiyon islev ve hizlarinda degisime sebep olabilmektedir. Ornegin intronda
13°de polimorfizmi olan bireylerde artmis koroner arter hastaligi riski oldugu, intron
4’de polimorfizmi olan bireylerde ise artmis diyabetik nefropati riski oldugu

saptanmustir (100,101).

Otoimmun hastaliklarin eNOS gen polimorfizmi ile iligkili olduguna dair
calismalar vardir. Sistemik lupus eritematozus tanili olgularda yapilan bir ¢aligmada
eNOS gen polimorfizm varliginin SLE ve otoimmun hastaliklara yatkinligi arttirdigi
belirlenmistir (14). Romatoid artrit ve SLE tanili olgularda yapilan genis
populasyonlu bir ¢aligmada ise eNOS gen polimorfizmin varliginin hastaliga baglh
gelisen glomerulonefrit olusumunu belirgin arttirdigi  gosterilerek eNOS gen
polimorfizmin varligimin hastaligin seyrinde olumsuz etkilerinin bulundugu

belirtilmistir (15).
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Sekil II. eNOS gen polimorfizmleri (13) (ekzon 7’de bulunan Glu298Asp polimorfizmi G894T polimorfizmi olarakta

adlandirilmaktadir.)
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1.5.4. eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi

Endotelyal nitrik oksit sentaz geninde bulunan diger bir polimorfizmde ekson
7’nin acik okuma bolimiinde Glu298Asp degisimi olarak saptanmistir. Bu
polimorfizmin sonucunda proteinin primer yapisinda ve fonksiyonunda degisim olur.
Baz1 ¢aligmalarda, bu polimorfizmin hipertansiyon, koroner arter hastalig: ile iligkili
oldugu belirtilmektedir (102,103). Bu polimorfizm protein dizisinde degisiklik yapan
tek polimorfizmdir. Proteinin primer yapisini bozarak, enzimde fonksiyonel
degisiklikler olusturmaktadir. eNOS geni 7. eksonunda Guanin (G) niikleotidinin
Timin (T) ile yer degistirmesi enzim yapisinda 298 numarali glutamat’in (Glu)
aspartat’a (Asp) donlismesine neden olmaktadir. Bu polimorfizm ile eNOS geninde
100 kDa ve 35 kDa firiinler ve sonugta parcalanmaya egilimli protein iiriinleri
olugsmaktadir. Yani bu polimorfizm eNOS proteininde fonksiyonel etki

olusturmaktadir (13).

Endotelyal NOS gen polimorfizmleri ile ¢esitli hastaliklar arasinda iligki olup
olmadigi farkli hastalik gruplarinda c¢alisilmistir. eNOS geni  Glu298Asp
polimorfizmi; kronik glomerulonefrit, diyabet, hipertansiyon, polikistik bdbrek
hastaligl, interstisyel nefrit gibi renal hastaliklar sonucu son donem bobrek
yetmezligi gelisen ve hemodiyalize giren hastalarda kontrol grubuna gore belirgin
yiikksek bulunmustur. Bu calismalarda Glu298Asp polimorfizminin kétii prognoz
gostergesi oldugu, son donem bobrek yetmezligi igin bir risk olusturdugu ve olasi bir

prognostik faktor oldugu gosterilmistir (104-106).

Calismanmizda ITP’min neden bazi ¢ocuklarda meydana geldigi hastalik
tablosunun bazi ITP olgularinda akut seyredip digerlerinde kroniklesmesinin
nedeninin eNOS gen polimorfizmi ile iliskisinin varligr incelenmek istendi.
Endotelyal NOS genindeki polimorfizm varhiginin ITP olusmasina, akut veya kronik
olmasina ve tedavi sekline etkisi olup olmayacagi belirlenmek istenildi. Nitrik oksit
sentaz enzim geninde herhangi bir polimorfizm varligi ile posttranslasyonel
modifikasyon etkilenerek veya protein degradasyonu artarak diisiik enzimatik
aktiviteye neden olup oksidatif stres {lizerine etkili olabilecegi diisiiniildii. Endotelyal

NOS gen polimorfizminin otoimmun hastaliklarla birlikteligi de goz Oniine

27



alindiginda otoimmun bir hastalik olan ITP’da polimorfizm varliginin arastirilmasi

gerekmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Hasta ve kontrol grubu

Bu calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklar
Anabilim Dali, Hematoloji Bilim Dali Poliklinigi’ne bagvurup ITP tanis1 konularak
izleme alinan 66 olgudan olusturuldu. Hasta grubu akut ve kronik ITP olmak iizere
iki gruba alindi.

Akut ITP tanisi; izole trombositopeni (150.000/mm?’iin altinda) olmasi, diger
trombositopeni nedenlerinden ayirt edilen ve kemik iligi aspirasyonu yapilan
olgularda, kemik iligi incelenmesinde normal veya artmis megakaryosit olmasi ile
konuldu. Ailesel trombositopeni, kemik iligi baskilanmasina neden olan ila¢ alimu,
aktif enflamasyon, kan transfiizyonu veya splenomegalisi olan ve direk coombs ve
antiniikleer antikoru pozitif olan hastalar c¢alismaya alinmadi (78,80).
Trombositopenin 6 aydan daha uzun siirmesi kronik ITP olarak tanimland1 (20,31).
Hastalarin ebeveynlerinden bilgilendirilmis onay formlari alindi. Calisma Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay: alindiktan sonra yapildi. Kan 6rnekleri
Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilimdali ve
Tibbi Bioloji ve Genetik Anabilimdali laboratuvarlarinda yapildi.

Kontrol grubuna, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklart Anabilim Dali Saglam Cocuk Poliklinigi’'ne basvuran daha énce iTP
tanist almamig, kemik iligi baskilanmasina yol acan ila¢ tedavisi veya hastalik
gecirmeyen saglam c¢ocuklardan, rutin incelemeleri sirasinda kan sayimi yapilmasi
gereken olgulardan olusturuldu. Kontrol grubu, se¢iminde bireylerin benzer yas ve
cinsiyette olmasina dikkat edilerek 60 saglikli ¢ocuk alindi. Cocuklarin ebeveynleri

calisma hakkinda bilgilendirilerek onay formu i¢in imzalar1 alindi.

Idiyopatik trombositopenik purpura tanili hastalardan, tam aninda ya da
takipleri sirasinda, kan sayimmi i¢in K-EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rneklerinden arta
kalan kanlar daha sonra DNA 6rnekleri izole edilmek iizere -20 °C de dondurularak
caligma gilinline kadar saklandi. Kontrol grubuna ait 6rnekler ise Cocuk Saglig: ve
Hastaliklar1 Saglam Cocuk Poliklinigine basvuran ve herhangi bir nedenle kan
sayimi i¢in K-EDTA’l1 tiiplere alinan kan orneklerinden arta kalan kanlar benzer

sekilde alinip dondurularak saklandi.
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2.2 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

2.2.1. Kullanilan Cihazlar

1.

10.

11

12.

13.

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157. MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany)

pH metre (Hanna Instruments HI8521 pHmeter, Italy)

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan)
Elektroforez aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium)

Electrophoresis box (Consort N. V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium)

PCR Cihazt Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler Mlnz GmbH, 22331
Hamburg, Germany)

UV/visible spektrofotometre (LKB Biochrom Ultraspec Plus 4054 UV/visible
spectrophotometer, Cambridge, England)

UV lambasi ve fotograflama tinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France)
Hiz ayarli vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

Su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643, Germany)

. Buzdolabi1 ve Derin Dondurucu, (Argelik)

Etiiv (Elektro-Mag)

Otomatik Mikropipetler (Eppendorf)

2.2.2. Kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

1.

2.

Agaroz (Bioron GmbH, Ludwigshafen, Almanya)

Bromphenol mavisi

Ban 11 restriksiyon kesim enzimi(New England Biolabs, Cambridge, ingiltere)
Primerler: Integrated DNA Technologies

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Isopropanol
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7. %70’1ik etanol

8. EDTA

9. Borik asit

10. Ethidium bromide
11. TRIS baz

12. Potasyum bikarbonat
13. Amonyum kloriir

14. TRIS-asetat

15. Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Larova
GmbH, Teltow, Almanya)

16. Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

17. Magnezyum Kloriir

18. 100 bp DNA ve 50 bp DNA step marker’leri (Promega, Madison, WI)
2.2.3.Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in Oligoniikleotidler (primerler)

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni GIlu298Asp polimorfizmi genotiplerini
belirlemek amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) reaksiyonunda kullanilan

primerlerin dizileri agagida verildi.

F-5° AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 3°
R-5" CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA 3’
2.3. Kandan DNA Izolasyonu

Deoksiriboniikleik asit saflastirilmasi Promega firmasindan alinan ticari
“Wizard Genomic DNA Purification Kit’i ile gerceklestirildi (Madison, WI, USA).
Bu kit 300 pL kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Deoksiribontikleik asit
izolasyonu kitin genel kurallarina uymak kosuluyla asagida siralandigi sekilde

yapilmistir.

1. 1.5 ml’lik eppendorf tliplere 900 pL “cell lysis” (hiicre pargcalama) solusyonu

konuldu.
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2. EDTA’1 tiiplere alinmis kan, ters yiiz edilip karistirildiktan sonra 300 pL alinarak
hiicre parg¢alama solusyonunun {izerine ilave edilip, eppendorf 5-6 defa ters yiiz

edilip karistirildi, 10 dk. oda 1s1sinda bekletildi.
3.13.000 x g de 20 saniye oda 1s1sinda santrifiijlendi

4. Alttaki beyaz kisim zarar gérmeden miimkiin oldugu o6lgiide fazla siipernatan

uzaklastirilip atildi. Altta hiicrelerin lizerinde yaklasik olarak 10-20 pL s1v1 birakildi.
6. Beyaz hiicreler 10-15 saniye vortekslenerek iyice karigmasi saglandi.

7. Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 300 pL “Nuclei lysis” (¢ekirdek parcalama)
solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmasi i¢in solusyon 5-6 kez pastor
pipeti ile pipetlenerek birakildi. Solusyon viskdz bir yapr kazandi. Karistirildiktan
sonra hala hiicre kiimeleri goriiniiyorsa 37°C’de inkiibe edilip kiimelerin bozulmasi
beklendi. Kiimeler 1 saat sonra hala varsa 100 pL ¢ekirdek parcalama solusyonu

eklenerek inkiibasyon tekrarlandi.

8. Oda 1sisma getirilmis Niikleer lizatin iizerine 100 pL “protein precipitation”
(protein ¢oktlirme) solusyonu eklendikten sonra 10-20 saniye siddetle vortekslendi.
Bu islem sonrasinda kiictik, farkli kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii.
Numuneler tam oda 1sisina gelmeden protein c¢oktiirme solusyonu eklendiginde
yeterli bir protein ¢okiintiisii elde edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢oktiirme i¢in

bu ayrintiya dikkat edildi.

9. Oda sicakliginda 13.000 x g’de 3 dakika santifiij edilen eppendorf tiipiin dibinde

koyu kahverengi bir protein ¢okiintiisti goriildii.
10. Stipernatan, 300 puL izopropanol igeren 1.5 ml’lik santifiij tiipiine transfer edildi.

11. Yaklagik 15-25 defa tiip ters yiiz edilerek karistirildi. Beyaz iplik goriinlimiindeki
DNA, gortilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine devam edildi. Baz1
numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken, diger bazilarinda ¢ok kiiglik miktarda
iplik¢ik goriildii.

12. Bir dakika oda sicakliginda 13.000 x g’de santrifiij edildi. DNA, 0&rnekteki
16kosit miktarinin az veya fazla olmasina gore miktart degisebilen beyaz bir ¢cokiintii

seklinde goriildii.
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13. Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 uL oda sicakligindaki
%70’lik etanol eklendi. Tiip ters yiliz yapilarak DNA pelleti ve tiipiin kenarlar

yikandi. Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

14. Etanol dikkatlice aspire edildikten sonra, tiipler temiz kurutma kagitlarinin
lizerine agizlart alta gelecek sekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol alinmis oldu.

Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

15. Kurumus tiipe 100 pL. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1 rehidre
etmek icin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip aralikh ters yliz edilerek karistirildi.

Kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de saklanda.

Tiim bu asamalar tamamlandiktan sonra eppendorf tiiplerde bulunan
DNA’nin tahmini miktarin1 hesaplamak i¢in UV/visible spektrometre 260 ve 280
nm’de ¢ift dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA 6rneginden
4 uL alarak mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun iizerine konuldu ve ters yiiz
yapilarak okuma gerceklestirildi. Daha sonra ng/pl DNA= A4 x dilusyon faktorii x
50 formiiliinden hareketle 6rneklerdeki DNA nin yaklasik miktar1 hesaplandi.

2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu ile eNOS Glu298Asp Gen Polimorfizmlerinin
Saptanmasi
Polimeraz zincir reaksiyonu in vitro bir amplifikasyondur. Cogaltilmak
istenen DNA dizisinin her iki ucuna uygun ve komplementer segilen primerler ile
kalip DNA hedef alinarak sentez yapilir. Bir donglide zincir ayrigmasi
(denatiirasyon), primer hibridizasyonu ve DNA sentezi islemleri birbirini izler.
Dongiiler istenen sayida tekrarlanir, "n" sayida tekrarlanan dongiilerin sonunda g¢ift
sarmalli hedef DNA teorik olarak 2" sayida ¢ogalmis olur.
7q35-36 kromozomu flizerindeki eNOS Glu298Asp polimorfizmi saptanmast
amaci ile 6rneklerimize genin ilgili bolgeleri i¢in dizayn edilmis primer ¢iftleri ile PZR
uygulandi. Bireylere ait genomik DNA 6rneklerinde eNOS Glu298Asp lokusuna ait
alleller PZR ile ¢ogaltildi. Polimeraz zincir reaksiyonu karisimi, asagida maddeleri
belirtilen Ol¢iilerde igerecek sekilde toplam 25 pl olarak hazirlands;
e 100 ng DNA
e Herbir primerden 0.4 pM
e dNTP2mM
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e 2mM MgCI2

e 1.0 U Taqg DNA Polimeraz

e 2.5ul 10X PZR tamponu

Hazirlanan karisim thermocyclerda amplifikasyona birakildi. Amplifikasyonda
bir defa 95 °C’de 5 dakikalik on denatiirasyondan sonra denatiirasyon igin 94 °C’de 1
dakika, 62 °C’de 1 dakika, uzama i¢in 72 °C’de 1 dakika olacak sekilde toplam 35
dongii gerceklestirildi.

2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin yatay jel elektroforezinde
goriintillenmesi

Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin analizinde yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. DNA molekiillerinin elektriksel alanda jel {izerindeki
hareketine dayanan bu metodla, degisik boyutlarda DNA molekiillerinin artiminm
yapmak ve bu molekiillerinin boyutlarini degerlendirmek miimkiindiir (107).

Caligmada cogaltilan eNOS geninin PZR {irtinleri (517 bg) % 1.5’lik agaroz
jelde vyiiriitiildi. Agaroz jeller ultraviyole 1sik altinda incelenmeye alindi. Jel
kasetinin biiyiikliigline gore tartilan 2 gr agaroz, 10 X ana stoktan sulandirilmis 100
ml 0,5 X TBE tamponu i¢inde kaynatildi. Cozeltinin sicakligi 50-55 °C’e diistliglinde
5 ul etidyum bromid eklenip yatay jel kasetlerine dokiildii. Agaroz jel donduktan
sonra elektroforez tankina yerlestirildi. 5 pl PZR iirlinleri 2 pl yiikleme tamponu ile
karistirilip ceplere yiiklendi. Jeldeki DNA, Consort E861 elektroforez sistemi ile 110
V gerilimde 0,5 X TBE tamponu igerisinde 45-60 dakika yiiriitiildii. Polimeraz zincir
reaksiyonu lriinlerinin biiylikliikkleri Gene Ruler 100 baz-giftlik (b¢g) DNA ladder

molekiiler agirlik standardi ile karsilastirilarak belirlendi.

2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi
Restriksiyon enzimleri DNA’ya 06zgilin bolgelerinden kesen bakterilerde
bulunan ve yabanct DNA’ya karst savunma gorevi goren enzimlerdir. Restriksiyon
enzimleri DNA’da 4-8 nukleotidlik spesifik dizileri tanirlar. Bazi restriksiyon
enzimlerinin, kesilen parcalarin her iki ucunda olusturduklar1 kisa ve tek zincirli
DNA kuyruklarina yapiskan uclar adi verilir. Yapigskan uglar ayni enzim ile kesim
sonucu diger uglarla komplementer baz giftleri olusturabilir. Bu sekilde herhangi iki

DNA fragmani yapiskan uglart sayesinde kolayca birbirine baglanabilir. Bazi

34



enzimler ise DNA’daki tanima noktalarinda ayn1 bolgeden karsilikli kesim yaparlar,
bunlar ise kiit uclu olarak adlandirilir (108).

Endotelyal NOS geni Glu298Asp polimorfizmi genotiplerinin belirlenmesi
amactyla amplifiye edilen PZR {iriinleri Ban II enzimi ile kesildi. Ban II restriksiyon
endoniikleazi DNA pargalarinda yapiskan ug¢ olusturan bir enzimdir. Restriksiyon
enzimlerinin optimal aktivite gosterdikleri iyon konsantrasyonu ve isilar1 farklilik
gostermektedir. 20 pl PZR iiriinii i¢in 3 U (0.3 ml) Ban II enzimi eklenerek 37°C’lik
etlivde 16 saat inkiibe edildi. Ban II enziminin tanidig1 niikleotid sirasi1 asagidaki

gibidir.

2.7 Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA orneklerinin Agaroz jelde
goriintiilenmesi

Jel elektroforezinde kullanilacak agaroz jelin konsantrasyonu ayristirilmak
istenen parcanin biiyiikliigiine gore degisiklik gostermektedir. Bu calismada elde
edilen eNOS geninin PZR friinleri 0.5 X TBE tamponu igerisinde hazirlanmis
%2’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulduktan sonra  Ultraviole
transilluminatorde incelenerek sonuclar gézlemlendi. Sonuglar gen yapilarina uygun
olarak kaydedildi. Her 6rnek i¢in kesim olup olmadigi, Gene Ruler 100 bp ’lik DNA
ladder molekiiler agirlik merdiveni standartina gore degerlendirildi. (Sekil Ila, I1Ib)

Yapilan PZR sonucu olusan 248 b¢ uzunlugundaki iirlin elde edildi. Elde
edilen PZR iiriiniinde Ban II enzimi i¢in kesim bolgesinin bulunmasi, 163 bg ve 85
b¢ DNA pargalarinin olugsmasina neden olurken, kesim bdlgesinin bulunmamasi 248
b¢’lik tek par¢anin goriilmesiyle sonuglanir. Endotelyal NOS Glu298Asp genotipleri,
restriksiyon bolgesinin her iki allelde bulunmasi ile homozigot normal (GG); 163 ve
85 b¢ DNA parcast elde edilir. Restriksiyon bdlgesinin her iki allelde de
bulunmamasi ile (TT); kesim meydana gelmeyen 248 b¢ uzunlugundaki DNA
pargast elde edilir. Restriksiyon bdlgesinin sadece bir allelde bulunmasi ile

heterozigot (GT); 248, 163 ve 85 b¢ uzunlugundaki DNA pargasi elde edilir.
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Sekil IIIa: eNOS geni Glu298Asp polimorfizmine ait Ban II enzimi ile kesilen PZR
iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1 ve 2.bireyler GG genotipi, 3 ve 4.
bireyler GT, 5 ve 6. bireyler TT genotipi. T alleli 248 baz cifti (bg), G alleli 163 ve
85 bg. M: 100 b¢ DNA boyut belirteci.

M 1(GG) 2(GG) 3 (GT) 4(GT) 5(TT) 6(TT) M
PE—— W W
= —
— —

300 s— —

&+
=
=

I I B E— ‘163].1{:

-
=
=
]

85 be

Sekil IIIb: eNOS geni Glu298Asp polimorfizmine ait Ban II ile kesilen PZR
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezde sematik goriintiisii
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2. 8. Istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen hasta ve kontrol grubu arasindaki genotip dagilimi
SPSS® for Windows computing program, version 12.0 kullanilarak ki-kare testi
yapilarak karsilagtirildi. Kontrol grubu ve hastalar arasindaki G ve T allel frekansinin
istatiksel anlamlilig1 Fisher’s Exact Test ile degerlendirildi, p degerinin <0.05 olmasi

istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunu Olusturan Olgularin Ozellikleri

Calismaya ITP grubundan 66 hasta ve kontrol grubundan 60 saglam olgu
olmak {iizere toplam 126 olgu alindi. Calismaya alinan hasta ve kontrol grubunun yas
ve cinsiyet ortalamalarinin benzer olmasi saglandi. Calismaya alinan olgularin
yaslar1 1.5 ile16 yil arasinda degismekteydi.

Hasta grubu akut ve kronik ITP olmak iizere iki gruba ayrildi. Akut iTP’I1
hastalar 22 kiz (%43) ve 29 erkek (%57) olmak iizere toplam 51 hasta, kronik ITP’I1
hastalar ise 10 kiz (%67) ve 5 erkek (%33) olmak {izere toplam 15 hasta olmak
lizere caligsmaya alindi.

Kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete bagimli degisimi 21 kiz (%35) ve 39
erkek (%65) olmak {izere toplam 60 saglikli olgudan olusturuldu. Kronik ITP
grubunda, akut ITP ve kontrol grubuna gore kizlarin sayisi erkeklere gore fazla
bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Yas ortalamasi toplam ITP grubunda 7.2443.90 yil, akut ITP grubunda 5.5+
3.62 yil, kronik ITP grubunda 11+3.26 yil, kontrol grubunda ise 7+3.76 yil olarak
bulundu. Akut ITP ile kronik ITP tanili olgular arasinda ve kontrol grubu ile kronik
ITP tamli olgular arasindaki yas fark: istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Idiyopatik trombositopenik purpura tanisi alan 66 olgunun, 51 (%77)’i akut, 15
(%23)’i ise kronik ITP tamili olgulardi. Kontrol grubu ve ITP’l1 hasta gruplarmin
demografik 6zellikleri Tablo III’te gosterildi.
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Tablo III. idiyopatik trombositopenik purpura ve kontrol grubu olgularinimn
demografik 6zellikleri.

Toplam ITP  Akut ITP  Kronik ITP  Kontrol P<0.05
grubu

(a) (b) (©) d
n 66 51 15 60
Yas 7.24+3.90 6.33+3.62  10.3343.26  7.45+3.76  b-c,c-d
(ort+SD,yil) (1.5-16) (1.5-14) (4-16) (1.5-16)
(alt-iist)
Cinsiyet 34E/32K 29 E/22 K S5E/10K 39ER21K  b-c,cd
(%) (52/48) (57/43) (33/67) (65/35)

n: Hasta sayisi, ort: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma, E: Erkek, K: Kiz.

3.2. Hasta ve Kontrol Grubunu Olusturan Bireylerin Hematolojik Ozellikleri

Hasta ve kontrol grubundaki olgularin tam kan sayimi incelendiginde beyaz
kiire (WBC) sayilari sirasiyla; toplam iTP grubunda 10.304+2.78x10°/mm’, akut ITP
grubunda 10.54+2.52x10°/mm’, kronik ITP grubunda 9.49+3.53x10°/mm’ ve kontrol
grubunda 8.43+2.31x10°/mm’ olarak bulundu. Calismadaki kontrol grubundaki
bireylerin bakilan WBC degeri, akut ITP grubundaki olgularin WBC degerlerinden
daha diisiik bulundu. Fakat bu iki grup ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Hemoglobin degerleri, toplam ITP’l1 olgularda 12.31+1.38 g/dl, akut iTP’I1
olgularda 12.17+1.37 g/dl, kronik ITP’11 olgularda 12.78+1.35 g/dl, kontrol grubunda
ise 13.48+1.17 g/dl olarak ol¢iildii. Akut ITP’Ii olgularin Hb diizeyleri kontrol
grubuna gore daha diisiik bulundu. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Gruplar arasinda Hb degeri agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmadi (p>0.05).

Trombosit sayilar;; toplam ITP’li olgularda 15.19+16.67x10°/mm?®, akut
ITP’i  olgularda  14.21+13.97x10’’'mm’ ve  kronik ITP’li  olgularda
18.53+24.05x10°/mm’, kontrol grubunda 329.25+80.33x10°/mm’ olarak olgiildii.
Toplam ITP, akut ITP ve kronik ITP hastalariin trombosit sayilar1 kontrol

grubundan daha diisiik bulundu. Trombosit sayis1 agisindan akut, kronik ve toplam
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ITP gruplar ile kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlaml1 bulundu
(p<0.05).

Calismadaki olgularin ortalama trombosit hacimleri (MPV) degerleri; toplam
ITP’I1 hastalarda 12.15+1.88 fL, akut ITP’l1 hastalarda 11.95+1.67 fL, kronik ITP’l1
hastalarda ise 12.8442.40 fL, kontrol grubunda ise 10.51+£1.65 fL olarak olgiildii.
Toplam ITP, akut ITP ve kronik ITP’l1 hastalarin MPV degerleri kontrol grubunun
MPV degerlerine gore daha yiiksek, kronik ITP’I1 hastalarin ise akut iTP’I1 hastalara
gore MPV degerlerinin yiiksek oldugu bulundu. Ancak gruplar arasinda MPV
degerleri agisindan anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Trombosit dagilim araligi (PDW) degerleri; toplam ITP’da % 33.02+8.04,
akut ITP’da %32.27+7.96, kronik ITP’da %35.59+8.04, kontrol grubunda ise
%30.81+6.59 olarak bulundu. Trombosit dagilim araligi, toplam ITP, akut ITP ve
kronik ITP olgularinda kontrol grubuna gore daha yiiksek degerlerde bulundu.
Kronik ITP’I1 hastalarda ise akut ITP’I1 hastalara gére PDW degeri daha yiiksek
bulundu. Gruplar arasinda sadece kontrol grubu ve kronik ITP hastalari arasmdaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Hasta ve kontrol grubunu
olusturan bireylerin hematolojik degerleri tablo IV’te gosterilmistir.

Bakilan platokrit degerleri (PCT), toplam ITP grubunda %0.0+0.08, akut iTP
grubunda %0.01+0.02, kronik ITP grubunda %0.07+0.16, kontrol grubunda
%0.34+0.83 olarak bulundu. Toplam ITP, akut ITP ve kronik iTP gruplarinin,

kontrol grubu arasindaki farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Tablo IV. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin hematolojik degerleri.

Toplam ITP Akut iTP Kronik iITP Kontrol
n=66 (1) n=51 (2) N=15 (3) Grubu
n=60 (4) p<0.05

WBC
(107/mm’) 10.30+2.78 10.54+2.52 9.49+3.53 8.43+2.31
ngt‘fig) (4.32-18.69)  (5.88-18.69)  (4.32-18.04)  (4.40-13.49)
Hb (g/dl)
(ort£SD) 12.31+1.38 12.17+1.37 12.78+1.35 13.48+1.17
(alt-iist) (8.50-14.70)  (8.50-14.60)  (10.90-14.70)  (10.70-16.00)
PLT
(10/mm*) 15.1916.67  14.21%13.97  18.53+24.05  329.25+80.33 1-4,2-4,3-4
gft‘_ﬁg) (2.00-89.00)  (2.00-56.00)  (3.00-89.00)  (201.0-586.0)
MPYV (fL)
(ort£SD) 12.15+1.88 11.95+1.67 12.84+2.40 10.51+1.65
(alt-iist) (9.8-20) (9.80-16.40)  (10.40-20.2)  (8.30-13.50)
PCT (%)
(ort£SD) 0.0+0.08 0.0140.02 0.07£0.16 0.34+0.83  1-4,2-4,34
(alt-iist) (0-0.48) (0-0.16) (0-0.48) (0.19-0.52)
PDW
(ort£SD) 33.0248.04 32.27+7.96 35.59+8.04 30.8146.59  3-4
(alt-iist) (19.0-49.0)  (19.0-48.20)  (22.0-49.0)  (18.50-44.0)

WBC: Beyaz kiire, Hb: Hemoglobin, MPV: Ortalama trombosit voliimii, PCT: Platokrit,
PDW: Trombosit dagilim araligt

3.3. eNOS Glu298Asp Polimorfizminin Genotip Dagilim ile G/T Allel Sikhiginin
Kontrol ve ITP Gruplarindaki Dagihmlari

Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularda ve kontrol grubunda
eNOS Glu298Asp polimorfizminin genotip dagilimi ile G ve T allel siklig1 Tablo
V’te gosterilmistir. Toplam ITP grubunda GG genotip sikli1 27 olguda (%40.9), GT
genotip siklig1 32 olguda (%48.5) ve TT genotip siklig1 7 olguda (%10.6), akut ITP
grubunda GG genotip siklig1 20 olguda (%39.2), GT genotip siklig1 26 olguda (% 51)
ve TT genotip siklig1 5 olguda (%9.8), kronik ITP grubunda GG genotip siklig1 7
olguda (%46.7), GT genotip siklig1 6 olguda (% 40) ve TT genotip siklig1 2 olguda
(% 13.3), kontrol grubunda ise GG genotip siklig1 13 olguda (%21.7), GT genotip
siklig1 42 olguda (%70) ve TT genotip siklig1 5 olguda (%8.3) olarak bulundu.
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Tablo V. Hasta ve kontrol gruplarinda eNOS Glu298Asp polimorfizminin genotip
dagilimi ve G/T allel sikligr.

Toplam iTP  Akut ITP Kronik ITP Kontrol P
n=66 (1) n=51 (2) n=15 (3) n=60 (4)

G/T genotip dagihm

GG 27 20 7 13 (1-4)=p<0.05
(%40.9) (%39.2) (%46.7) (%21.7) (2-4)=p<0.05
(3-4)=p<0.05
GT 32 26 6 42 (1-4)=p<0.05
(%48.5) (%51) (%40) (%70) (2-4)=p<0.05
(3-4)=p>0.05
TT 7 5 2 5 (3-4)=p<0.05
(%10.6) (%9.8) (%13.3) (%8.3)
Allel sikhig1
G 86 66 20 68 (1-4)=p<0.05
(%65.1) (%64.7) (%66.7) (%56.7) (2-4)=p<0.05
(3-4)=p<0.05
T 46 36 10 52 (1-4)=p<0.05
(%34.8) (%35.3) (%33.3) (%43.3) (3-4)=p<0.05

Endotelyal NOS Glu298Asp polimorfizminin GG genotip siklhigi, ITP
grubunda 27 olguda (%40.9) ve kontrol grubunda 13 olguda (%21.7) olarak bulundu.
Idiyopatik trombositopenik purpura olan hastalarda GG genotipi siklig1, kontrol
grubuna gore daha sik oldugu goriildii. Toplam ITP (akut ve kronik) grubu ile
kontrol grubu arasindaki GG genotipi dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulundu (p<0.05). GG genotipi akut iTP’da %39.2 iken kronik ITP’da
%46.7 olarak bulundu. GG genotipi sikliginin en fazla bulundugu kronik ITP grubu
ile akut iITP ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu bulundu (p<0.05). Sekil IV te kontrol grubu, toplam ITP, akut ITP ve kronik
ITP’I1 hastalarm eNOS Glu298Asp G/T genotip dagilim gosterildi.
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BGG
B GT
BTT

(%) Toplam iTP AkutiTP (2) Kronik iTP Kontrol
4)) A3) Grubu (4)

Sekil IV. Toplam ITP, akut ITP, kronik ITP ve kontrol grubunun eNOS Glu298Asp
G/T genotip dagilimi.

la-4a= p<0.05 1b-4b= p<0.05 3c-4c=p<0.05
2a-4a= p<0.05 2b-4b= p<0.05
3a-4a=p<0.05 3b-4b= p<0.05

(anlaml1 bulunmayanlar yazilmadi).

Endotelyal NOS Glu298Asp polimorfizminin GT genotip siklig1, toplam ITP
grubunda 32 (%48.5), kontrol grubunda 42 (%70), akut ITP grubunda 26 (%51),
kronik ITP grubunda 6 (%40) oraninda bulundu. Toplam ITP grubu ile kontrol
grubundaki GT genotipi dagilimi kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulundu (p<0.05). Kontrol grubundaki GT genotipi siklig1 ile akut ITP grubundaki
GT genotipi siklig1r arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
Kontrol grubundaki GT genotipi dagilimi ile kronik ITP grubundaki GT genotipi
siklig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ve
toplam ITP’li hastalarin eNOS Glu298Asp G/T genotip dagilimi sekil V’da

gosterilmigtir.
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Sekil V. Kontrol grubu ve toplam ITP’I1 (akut ve kronik) hastalarin eNOS GIu298Asp
G/T genotip dagilimi. la-2a=p<0.05, 1b-2b=p<0.05 (anlaml1 bulunmayanlar yazilmadi).

Endotelyal NOS Glu298Asp polimorfizminin TT genotip siklig1, toplam ITP
grubunda 7 olguda (%10.6), kontrol grubunda 5 olguda (%8.3), akut iTP grubunda 5
olguda (%9.8), kronik ITP grubunda 2 olguda (%13.3) bulundu. Kronik ITP
grubunda TT genotipi dagilimi kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek oldugu
goriildi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Calismada yer alan gruplardaki G allel siklig1 dikkate alindiginda; toplam ITP
grubunda 86 (%65.1), akut ITP grubunda 66 (%64.7), kronik ITP grubunda
20 (%66.7), kontrol grubunda 68 (%56.7) olarak bulundu. Kronik ITP grubunda G
allel siklig1 diger gruplara gore daha yiiksek bulunurken, kontrol grubunda ise diger
gruplara gore daha diisiik bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Toplam ITP grubu G alleli orani, kontrol grubundan daha yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Akut, kronik ve toplam ITP gruplari
arasinda G alleli oran1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Calismada yer alan gruplardaki T allel siklig1 dikkate alindiginda; toplam ITP
grubunda 46 (%34.8), akut ITP grubunda 36 (%35.3), kronik ITP grubunda 10
(%33.3), kontrol grubunda 52 (%43.3) olarak bulundu. Kontrol grubunda T allel
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siklig1 diger gruplara gére daha yiiksek bulunurken, kronik ITP grubunda ise diger
gruplara gore daha diisiik bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Kontrol grubundaki T alleli orani, toplam ITP grubundan yiiksek ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Akut, kronik ve toplam ITP gruplari
arasinda T alleli oran1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo VI’da kontrol grubu, akut ITP ve kronik ITP gruplarinda eNOS
Glu298Asp G/T genotip dagilimi ile yas, trombosit sayisi, MPV, PDW degerleri
iligskilendirildi. Buna goére kontrol grubunda GG ve GT genotipi gdsteren olgularin
yaslar1 TT genotipi gosteren olgularin yaslarindan biiyiiktii ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Kontrol grubunda trombosit ve MPV degerleri bakimindan her {i¢ genotipi
gosterenler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05).

Akut ITP’li hasta grubunda TT genotipi gosterenlerin yaslar1 GG ve GT
genotipi gosterenlerin yaslarina gore daha biiyiik bulundu, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Akut ITP tanili hastalar arasinda TT genotipi
gosterenlerin trombosit sayilari, GG ve GT genotipi gosterenlerin trombosit
sayilarina gore daha diisiik bulundu. Ancak bu fark sadece GG ve TT genotipi olan
olgular arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Akut ITP grubunda TT
genotipi gosteren olgularin MPV degerleri, GG ve GT genotipi gosteren olgularin
MPV degerlerinden yiiksek bulundu. Bu fark GG ve TT genotipi gosteren olgular
arasinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Bu grupta genotipler arasi
PDW degerleri acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Kronik ITP’I1 hastalarda GT genotipi gdsterenlerin yas ortalamast GG ve TT
genotipi gosterenlere gore daha kiigiik bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p<0.05). Bu grupta GT genotipi gosterenlerin trombosit sayilart GG ve
TT genotipi gosterenlere gore daha diisiik olup, bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). GG genotipi gosteren olgularin trombosit sayilart da TT genotipi
gosterenlerin trombosit sayilarindan daha diisiik bulundu, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Ayn1 grupta genotipler arasi MPV ve PDW

degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).
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Tablo VI. Gruplar arast eNOS Glu298Asp genotip dagilimi ile yas ve trombosit parametrelerinin iligkisi

Akut iTP (1) Kronik iTP (2) Kontrol grubu (3)
GG GT TT GG GT TT GG GT TT

n=20 (a) n=26 (b) n=5 (c) n=7 (a) N=6 (b) n=2 (c) n=13 (a) n=42 (b) n=5 (c)
Yas (yil) 5.9243.80 6.11£3.47 9.1£2.96 10.42+2.68 9.7543.56 11.75+6.01 8.57+4.35 7.5143.56 4+£1.62
(ort£SD) (1.5-12) (2-14) (6.5-14) (5.5-13) (4-14) (7.5-16) (2-16) (2-14) (1.5-6)
(alt-iist)
P AD AD 3a-3¢=p<0.05, 3b-3c= p<0.05
Trombosit 15.30£13.60  15.06+15.18  5.40+3.50 24.71£30.7 8.1644.02  28.0£35.35 304.4+71.56  332.8483.51 363.20£69.11
(10%/mm” (2.0-51.0) (2.0-56.0) (2.0-11.0) (5.0-89.0) (5.0-16.0) (3.0-53.0) (211.0-452.0) (201.-586.0) (299.0-468.0)
(alt-iist)
P la-1c=p<0.05 2a-2b= p<0.05, 2b-2c= p<0.05 AD
MPV (fL) 11.81£2.02 11.99+£1.54  12.28%+0.70 12.51+1.41 13.30£3.65 12.60£0.56  10.95%1.82 10.32+1.58 10.98+1.82
(alt-iist) (9.8-16.4) (9.8-15.3)  (11.4-13.0) (10.4-14.6) (10.4-20.2)  (12.2-13.0) (8.3-13.5) (8.4-13.0) (9.0-13.0)
P la-1c= p<0.05 AD AD
PDW 33.89+7.36  30.98%£8.15  32.5249.82 33.80+7.95 38.13+9.39  34.25+4.59  29.67£5.74 31.59+6.76 27.16+£6.86
(alt-ist) (19.0-47.0) (19.0-46.0)  (23.0-48.20) (22.0-42.0) (26.8-49.0)  (31.0-37.5) (19.4-40.50)  (18.50-44.0) (21.10-36.30)
p AD AD AD
AD: p>0.05
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4. TARTISMA

Idiyopatik  trombositopenik purpura, trombositopeni ile karakterize,
trombositopeniye neden olabilecek diger hastaliklarin dislanmasi ile tanist konulan,
sonradan kazanilmis otoimmun bir hastaliktir. Insidansi 4-5.3/100.000 olarak
bildirilmistir. Goriilme sikligr etnik gruplar, irklar veya cevresel faktorlerden
etkilenmemektedir (40,109-112). En sik 2-10 yaslar1 arasinda gozlenirken, pik
insidans yas1 2-5 yastir. Cins farklilig1 gostermez. Ancak beyaz ¢ocuklarda siyahlara
gore daha fazla, infant doneminde erkek ¢ocuklarda, eriskinlerde ise kizlarda (3:1)
daha fazla goriilmektedir (20,41). Akut ve kronik olmak iizere iki formu
bulunmaktadir. Akut formu genellikle kis ve ilkbahar mevsimlerinde 2-10 yas
arasinda en sik olarak, kronik formu ise mevsimsel 6zellik gostermeden genellikle 10
yasindan sonra ve kizlarda daha fazla goriilmektedir (18,19,42,69). Cocuklarda
yaklagik %80 spontan remisyon goriilmesine karsin eriskinlerde bu oran %2 ile
oldukga diisiiktiir (113).

Calismamizda akut ITP’I1 22 kiz (%43) ve 29 erkek (%57) olmak iizere 51
hastanin yas ortalamas1 5.5+3.62 yil, kronik ITP grubunda 10 kiz (%67) ve 5 erkek
(%33) olmak iizere toplam 15 hastanin yas ortalamasi ise 11£3.26 yil olarak
literatiire benzer sekilde bulundu. Kronik ITP grubunda kizlarin orani erkeklere gére
daha yiiksek bulundu.

Iki yas altinda akut iTP (infantil ITP) tanis1 alan 5 vakadan 1 olgu kiz, 4 olgu
erkek idi. Infantil iITP’da kroniklesme orami daha fazla goriilmektedir (18). Infantil
ITP erkeklerde daha sik goriilmektedir (18,41). Calismamizda infantil ITP tanis1 alan
erkek hastalar (4:1) oraninda gériildii. Ancak infantil ITP tanis1 alan olgularimizda
kroniklesme gozlenmedi.

Idiyopatik trombositopenik purpurada, trombositopeni disindaki kan sayimi
verileri genellikle normal sinirlarda bulunur. Fakat hastalarda gozlenebilen kanama
miktarina bagli degisebilen seviyede anemi, viral veya bakteriyel enfeksiyonlara
bagli lenfositoz, 16kositoz ve ayrica da eozinofili saptanabilir (2,20). Calismamizda
beyaz kiire sayis1 ve Hb degerleri agisindan; kontrol grubu, akut ITP ve kronik iTP
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. Kanamaya bagh

anemi, sadece akut ITP grubundan bir hastada gdzlenirken, kronik ITP grubunda ise
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gozlenmedi. Cocuklarda intrakranial kanama insidansi %0.2-1 arasindadir (113).
Calismaya alinan olgularin higbirinde intrakraniyal kanama gézlenmedi.

Trombositlerin hemostaz, koagulasyon ve trombozda 6nemli rolii vardir.
Hemorajiyi 6nlemek icin kompleks biokimyasal ve molekiiler aktiviteleri oldugu
bilinmektedir (114). Kemik iligindeki {dretim faktorlerinin de etkisiyle,
megakaryositlerden serbestlesen trombositlerin hacimleri heterojenite gosterir.
Trombopoezin arttifi durumlarda, dolasimda geng¢ trombositlerin artmasina bagh
olarak MPV’nin de yiikseldigi gosterilmistir. Ortalama trombosit hacmi artmais ise,
makrotrombositler mevcut olup ITP ya da trombosit déngiisiiniin arttig1 yaygin
damar ici pithtilasmasi, Bernard-Soulier sendromu ve May-Hegglin anomalisi gibi
durumlar diisiiniiliir. Malign hastaliklarin kemik iligini tuttugu durumlarda ya da
hiposeliiler kemik iliginde normal MPV goriiliir. Ortalama trombosit hacminin
azaldigr mikrotrombositler; Wiscott Aldrich sendromu, TAR sendromu ve demir
eksikligi anemisi gibi durumlarda gozlenir. Ortalama trombosit hacminin demir
eksikligi anemisinde artmis olarak saptandigi calismalar da vardir (79,115,116).

Klinik olarak ITP’da oldugu gibi, trombosit démriiniin azaldig1 durumlarda
boyut ve yogunlugun geng¢ trombosit popiilasyonu ile korele olarak arttigi
belirlenmistir. Daha yogun graniiller iceren biiyiikk trombositler daha fazla
biyokimyasal, fonksiyonel ve metabolik yeterlilik tasirlar. Ortalama trombosit
hacminde artma, megakaryositlerin sayica artis gostermesi ve biiyiimesi ile de
iliskilidir (115,116).

Calismamizda ortalama trombosit sayis1 agisindan, akut ve kronik ITP
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Ancak kontrol
grubundan daha diisiik oldugu ve bu farkin da istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. Akut ITP tanisi alan 51 olgudan 41’°inde (% 80.4) trombosit sayis1 <20.000
/mm? olarak saptandi. Diisiik trombosit sayilarina ragmen higbir olguda intrakraniyal
kanama gibi hayati tehdit eden kanamaya rastlanilmadi.

Trombositopeni olan olgularda MPV’nin yiikselmesi, azalmis trombosit dmrii
ile azalmig trombosit yapimini birbirinden ayirmaya yardimer olmaktadir. Ancak kan
Orneginin almmast ve antikoagiilasyonunda standart bir teknigin uygulanmamasi,
teknige baglhh olarak oOl¢lim sonuclarinin  degiskenligi, ¢aligmalar arasinda

karsilastirmali yorum yapilabilmesini giiclestirmektedir (116). Calismamizda
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oOlgiilebilen MPV degerleri incelendiginde her 3 gruptaki olgularin tamaminda MPV
degerinin normal sinirlarda (7.4-11.2 1) oldugu saptandi. Akut iTP ve kronik ITP’Ih
hastalarin MPV degerleri kontrol grubunun MPV degerlerine gore daha yiiksek,
ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.

Olgiilen MPV degeri 1sidan ve kullanilan antikoagiilana baglh degisiklik
gosterebilmektedir. Tam kan sayimi drneklemesinde antikoagiilan olarak kullanilan
EDTA’nin intraselliiler siklik AMP’yi arttirdigt ve plazma membraninin
gecirgenligini  degistirdigi  diisliniilmektedir.  Trombositlerin ~ sismesi  ve
yogunlugundaki azalma, agiklik-impedansi ile 151k sagan metodlarin birbiri arasinda
gozlenen MPV degerindeki farkliligi aciklamaktadir. Etilendiaminetetraasetikasit’in
MPYV iizerindeki etkileri ilk 7 saatte en fazla olup, 24 saat sonra stabilize olmaktadir.
Orneklerin kan alindiktan 24-48 saat sonra (trombosit sismesi durdugunda)
calisilmas1 ise hata paymni azaltabilir (117-119). Bizim c¢alismamizda MPV
degerlerinin tiim gruplarda 8 fL.’nin iistiinde ve normal sinirlarda bulunmasinin
nedeni; kan 6rneklerinin EDTA’l tiiplere alinmasi ve alinan kanin standart bir siire
bekletilmemesinden kaynaklanabilir.

Trombosit dagilim araligi, eritrosit dagilim araligi kavramina benzer tarzda
trombosit hacim farkliliginin belirtecidir. Ortalama trombosit hacmi ile birlikte
PDW'nin degerlendirilmesi trombosit hacim dagiliminin daha iyi tanimlanmasini
saglar. Trombosit hacmindeki farklilik dolasimdaki trombositlerin yaslanmasindan
cok megakaryositlerin farkli ayrigsmast sonucudur (120,121).

Akarsu ve ark. (122) degisik hastalik gruplarinda trombosit hacim
degiskenlerini degerlendirdigi calismada, hasta grubundan kan hastaliklar1 iginde
MPYV degerleri agisindan anlamli farklilik olmasa da, PDW degerleri agisindan akut
16semi-ITP, akut 18semi-aplastik anemi, aplastik anemi-demir eksikligi anemisi, ITP-
demir eksikligi anemisi arasinda istatiksel anlamli farklilik saptamislardir. Bu durum
tan1 aninda trombosit PDW degerleri iyi degerlendirilirse 16semi-ITP ve 18semi-
aplastik anemi gibi trombositopeni ile seyreden kan hastaliklar1 ayiriminin yapilabilir
olmast anlammi tasimaktadir. Ortalama trombosit hacmi ve PDW degerleri
bakimindan, kronik ITP tanili olgularin akut ITP grubundan daha yiiksek oldugunu
tesbit etmislerdir. Bu bulgu ayn1 grup altinda anilan hastaliklarda bile trombositlerin

farkl sekilde etkilendiginin ve islevlerinin birbirlerinden farkli olabilmesi durumunu
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gosterebilir. Trombositlere ait PDW degerinin ayirict tanida daha 6nemli oldugu
dikkati gekmektedir. Caligmamizda trombosit dagilim araligi kronik ITP olgularinda
kontrol grubuna gore anlamli yiliksek bulundu. Ancak tiim gruplarda PDW degerleri
referans degerden daha diisiik bulundu.

Idiyopatik trombositopenik purpura patogenezinde en fazla otoimmun
mekanizma sorumlu tutulmaktadir (2). Diger mekanizmalar arasinda bozulmus
trombosit yapimi, kompleman bagimli mekanizma ile trombolizis ve antikora
bagimli olarak gelisen oksidan bir iiriin hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden
olmasi ileri siirilmiistiir (3-6,8). Oksidatif stres, serbest radikal (prooksidan) ile
antioksidan sistem arasindaki dengenin, prooksidasyon lehine bozulmasi olarak
tanimlanir. Normal hiicre fonksiyonlar1 ve hiicre yapilarmin biitiinliigi reaktif
oksijen iiriinleri ile bozulur. Prooksidan/antioksidan dengenin bozulmasi DNA gibi
hiicresel molekiillerde oksidatif hasara neden olan bir faktor olarak da distiniiliir.
Viicudun zararl reaktif oksijen radikallerini temizleyen siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi enzimatik ve vitamin C, E gibi nonenzimatik antioksidan
mekanizmalara sahiptir. (16,17). Reaktif oksijen iiriinleri otoimmiin hastaliklar,
kanser, immiin disfonksiyon, kardiyovaskiiler ve infeksiyoz hastaliklar, diyabet ve
norodejeneratif patolojiler dahil ¢esitli kronik ve dejeneratif hastaliklarin
patogenezinde onemli bir faktor olarak durmaktadir (48,49,76,77).

Nitrik oksit, viicutta diizenleyici islev goren kiiciik, reaktif bir serbest radikal
molekildiir. Nitrik oksit, endotel, trombosit, vaskiiler diiz kas hiicresi ve néronlardan
salinmaktadir (11,12). Nitrik oksit vaskiiler diiz kas gevsemesi, damar tonusu,
serebral kan akimi, sistemik kan basincinin diizenlenmesi, monosit adhezyonu,
trombosit agregasyonu inhibisyonu, trombogenezis gibi fizyolojik olaylarda goérev
alir (9,123). Nitrik oksit, hem aktive olmamis, hem de agregasyona ugramis
trombositlerden salinabilmektedir. Reaktif oksijen iiriinleri ve antioksidanlar
trombosit fonksiyonlarini degistirebilmektedir. Trombositlerden ve diger vaskiiler
yiizeylerden {iretilen reaktif oksijen {iriinleri trombositlerin yanitin1 etkiler.
Stiperoksit, uzun zincirli yag asitlerinin hidroperoksid tiirevlerinden trombositler
tarafindan iretilebilmektedir. Siiperoksit, trombositlerin agregasyon cevabini
arttirmaktadir. Trombositlerde azalan antioksidan miktar1 ise trombosit aktivasyon

yanitinin artmast ile iligkilidir (123).
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Nitrik oksit endojen L-arjininden NOS enzim sistemi tarafindan sentezlenip
sonrasinda hizli ve kararli bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrit ve
nitrat gibi son iriinlere doniisiir (89). Nitrik oksit sentaz enziminin; ndéronal NOS,
indiiklenebilir NOS, endotelyal NOS olmak {iizere 3 farkli izoformu mevcuttur. Bu
izoform ¢esitli dokularda yaygin olarak bulunmakta fizyolojik ve patolojik olaylarda
gorev almaktadir (9). Endotelyal NOS trombositlerde ve megakaryoblastik
hiicrelerde tespit edilmistir (123).

Viicutta NO konsantrasyonu diizenli olarak diisiik seviyelerde dalgalanmalar
gosterir. Nitrik oksit konsantrasyonu, eNOS ve nNOS tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu iki enzimin sentezi posttranskripsiyonel seviyede kontrol edilirken,
INOS uygun uyar1 veya NF-KB gibi transkripsiyonel faktorlere cevap olarak
sentezlenir. Indiiklenebilir NOS, kalsiyum ve uyarici ajanlardan bagimsiz
oldugundan, aktivitesi daha uzun siirmektedir. Bunlara bagli olarak, iNOS un iirettigi

NO seviyesi, fizyolojik sinirlarin oldukga iistiinde olmaktadir (93,94).

Yiiksek seviyeye ulagan NO, hiicresel siiperoksit anyon (02_) varliginda ileri
derecede toksik olan peroksinitrit molekiiliiniin olugsmasina neden olur (94).
Peroksinitrit olustuktan sonra gelisen lipid peroksidasyonu, DNA fragmantasyonu,
plazma antioksidanlarinin azalmasi, protein hasart ve endotelyal diiz kas
gevsemesinin engellenmesi gibi nedenlerle hiicresel hasar olusabilir. Peroksinitritin
olusumu; siiperoksit ile SOD iiretimi ve NO {tretimi/harcanmasi arasindaki dengeye
baghdir. Disiik konsantrasyondaki NO, hiicresel fonksiyonlar1 pozitif yonde
diizenlerken, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre iizerinde toksik etkiler yaratabilir

(94).

Trombositler nukleus ve DNA icermemelerine karsin hiicrenin tiim
fonksiyonlarini gosterirler (126). Trombosit membrani yaklasik 7.5 nm kalinliginda
ve 3 katli bir yapiya sahiptir. Membranin dig yiizii kabarik ve diizensiz bir yiizey
ortlisti olan glikokaliks ile kaplidir. Bu katman ¢esitli protein, glikoprotein, glikolipit
ve mukopolisakkaritten olusmustur (22). Serbest oksijen radikalleri ve oksidan
ajanlar, membranlardaki poliansatiire yag asitlerini lipid peroksid radikallerini
olusturmasi igin etkileyebilir (127). Peroksinitrit olusumunun trombositlerin

membraninda lipid peroksidasyonuna neden olabilecegi bunun da ITP’nin
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patogenezinde s6z edilen diger mekanizmalar icinde oksidatif stresinde
bulunabilecegini akla getirmektedir. Idiyopatik trombositopenik  purpura
patogenezinde oksidatif stresin rolii ile ilgili yapilan bir tez ¢alismasinda tani aninda
oksidatif stresin arttig1, antioksidatif kapasitenin azaldigini bulunmus. Ayrica tam
aninda yiiksek OSI saptanan olgularda hastaligin kronik seyir gosterebilecegi
vurgulanmis. Sonug olarak ITP’nin patogenezinde artmis oksidatif stres ve azalmis
antioksidan kapasitenin rol oynayabilecegi ifade edilmis (8). Polat ve arkadaslar1 (7);
erigskin yas grubunda ITP’da lipid peroksit, glutatyon ve askorbik asit seviyelerini
aragtirmislar. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda lipid peroksit diizeyinin yiiksek,

glutatyon ve askorbik asit seviyelerinin ise diisiik oldugunu bulmuslardir.

Koedel ve Pfister (128) lipit peroksidasyonunun bakteriyel menenjitli
hastalarda yiiksek oldugunu, beyin omurilik sivist antioksidan enzimleri ve
malondialdehidin menenjitli ¢ocuklarda kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman
arttigini bildirmislerdir.

Erel ve arkadaslari (129) malaryali (vivaks) hastalarda trombositlerin
oksidatif stresi ve trombositopeni ile ilgili olarak yaptiklar1 bir ¢alismada trombosit
lipid peroksit diizeylerinin saglikli kisilerle karsilastirildiginda oldukga yiiksek
oldugunu, trombosit lipid peroksit diizeyleri ve tam kan trombosit sayimi arasinda
anlamli negatif bir korelasyon varligini, buna karsilik antioksidan enzim aktivitesinin
azaldigini saptamislardir.

Nitrik oksitin sentezinden sorumlu olan eNOS enzimini kodlayan gende
bugiine kadar tanimlanmis olan yaklasik 161 TNP bulunmasina ragmen protein
dizisinde degisiklik yapan tek polimorfizm Glu298Asp polimorfizmidir. Glu298Asp
polimorfizmi proteinin primer yapisinin bozulmasina ve enzimin fonksiyonunda
degisiklige neden olmaktadir (13).

Endotelyal nitrik oksit sentaz genindeki polimorfizmler ile NO seviyesi
arasinda iliski olup olmadigini arastirmak iizere yapilan calismalarda ¢eligkili
sonuclar alinmistir. Saglikli Tiirk populasyonunda yapilan bir ¢alismada ekzon 7
Glu298Asp polimorfizmi ile NO diizeyleri karsilastirildiginda T alleli tasiyanlarda
NO diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunmus (130).

Veldman ve ark. (131) yaptigt calismada eNOS Glu298Asp gen

polimorfizminin bazal NO salinimini azalttigin1 ve ateroskleroz veya hipertansiyon
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gelisimi ile de iligkili oldugunu bulmuslardir. Yoon ve ark (132) koroner arter
hastalig1 olanlarda yaptigi ¢alismada ekzon7 Glu298Asp gen polimorfizminde TT
genotipi ve T alleli tasiyanlarda anlamli olarak daha diisiikk nitrit/nitrat (NOx)
seviyesi saptanirken, ayni ¢alismada intron 4 VNTR ve intron G10-T polimorfizmleri
ile NOx diizeyleri arasinda anlamli iliski bulunamamistir. Otoimmiin hastaliklarin
patogenezinde oksidatif stresin roliinun oldugu dikkate alindiginda, otoimmun bir
hastalik olan ITP’da NO diizeyini etkileyecek mekanizmalarin hastaligin
patogenezinden sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir.

Idiyopatik trombositopenik purpurada hangi faktdrlerin hastalarda akut veya
kronik ITP gelismesinde rol oynayabilecegine dair ya da verilen tedaviye yanitin
gostergesi olabilecek c¢aligmalar yeni arastirma konularin1 olusturmaktadir.
Idiyopatik trombositopenik purpurada genetik faktorlerin rolii bu yeni arastirmalar
arasindadir. Bircok otoimmun hastalik ile HLA antijenleri arasindaki iligki
bilinmektedir. HLA klas I veya HLA DR antijenleri ile kronik TP arasindaki iligki
arastirllmis  ancak  ¢eliskili sonuglar  bildirilmistir  (133,134).  Idiyopatik
trombositopenik purpura tanisi alan, belli etnik gruplarda HLA-Drw2 ve DRB1-0410
allellerinin siklig1 yiiksek bulunmustur. Idiyopatik trombositopenik purpurada HLA-
DRBI1-1501 ile splenektomiye kotii yanit arasinda anlamli bir iligki bulundugu
bildirilmektedir (64).

Immunoglobulin  baglayan  reseptdrlerin  genetik  polimorfizmleri,
immunoglobulin baglayan reseptorlerin afinitelerini degistirmektedir. Bunlardan
FcyRIIIA polimorfizmleri ile tedaviye yanitin iligkili oldugu 6ne siirtilmistiir (65).
Diisiik affiniteli iki FcyR’ii FeyRIIIA ve IIIB ile proinflamatuar sitokinler TNF ve
LTA (lenfotoksin alfa)’min gen polimorfizmlerinin ¢ocukluk ¢agi kronik ITP’li
olgular ile birlikteligi gosterilmis ve artmis proinflamatuar veya Thl immun yanitin,
kronik ITP’de antikor olusumuna kars1 koruyucu oldugu ileri siiriilmiistiir (135,136)

Kronik ITP tamili hastalarda 6zellikle interferon gamma iliskili genlerin
ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttig1 ve bazi otoimmun hastaliklarda interferon
gamma geninin ilk introndaki +874A/T polimorfizminin hastalik gelisimi ve klinik
fenotipi etkileyebilecegi yapilan bir ¢alismada vurgulanmistir (137). Bu bilgiler
is1¢inda interferon gamma +874A/T polimorfizminin; ITP etyolojisindeki rolii,

hastaligin  klinik seyri ve tedaviye yanitindaki etkisini arastirmak amaciyla
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Demircioglu ve ark. (138) yapmis oldugu bir ¢alismada 35 akut iTP, 40 kronik iTP’li
hasta, 90 saglikli kontrol grubunda olmak iizere 3 grupta +874A/T polimorfizmi
sikligint degerlendirmislerdir. AA, AT, TT polimorfizminin genotip sikliklari
acisindan degerlendirildiginde; gruplar arasinda anlamli bir iligki bulunmustur.
Genotip siklig1 ve allel siklig1 agisindan akut ITP ile kontrol grubu ve kronik ITP ile
kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur. Akut ve kronik ITP gruplari
arasinda anlamli fark saptanmamustir. Kronik ITP’I1 hastalarin uzun dénem tedavi
yanitlar1 ile interferon gamma +874A/T gen polimorfizmi arasinda anlamli fark
saptanmamistir. Sonug olarak; interferon gamma +874A/T gen polimorfizmi siklig1
akut ve kronik ITP’Ii olgularda kontrol grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulunmus ve diger otoimmun hastaliklarin da literatiir verileri de g6z Oniine
alindiginda +874A/T polimorfizminin akut ve kronik ITP etyopatogenezinde bir risk
faktorii olabilecegi diistintilmiistiir.

Endotelyal NOS gen polimorfizmleri ile ¢esitli hastaliklar arasinda iligski olup
olmadigin1 saptamak amaciyla, farkli hastalik gruplarinda mutasyon varligi
calisilmigtir. Bunlar; koroner arter hastaligi, hipertansiyon, inme, diabetik nefropati,
non diabetik son donem bdbrek hastaligina neden olan kronik glomeriilonefritler,
hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, interstisyel nefrit gibi renal hastaliklar,
otoimmun hastaliklardan; SLE, RA, Behcet hastaligi, sjogren sendromu, vaskiilitler
gibi hastaliklarda Glu298Asp polimorfizmi saglikli kontrollere gore belirgin olarak
yiiksek bulunmustur (14,15,100-106). Ozellikle birgok otoimmun hastalikta eNOS
polimorfizmi bakilmig olmasina ragmen, literatiirde simdiye kadar cocuk ve
eriskinlerde akut veya kronik ITP’da eNOS aktivitesi ya da eNOS Glu298Asp
polimorfizmi ile ilgili arastirmaya rastlayamadik.

Fatini ve ark. (139), akut koroner sendrom tanist alan ve saglikli kisilerde
eNOS genine ait Glu298Asp genotip dagilimlari ve allel sikliklarini hasta ve kontrol
gruplar1 arasinda anlamli olarak farkli bulmuslardir. Akut koroner sendrom tanisi
alan hastalarda Glu/Glu genotipine sahip kisilerin sikligt %38.8 oraninda
saptanirken, Glu/Asp genotip sikligr %44.6, Asp/Asp genotip sikligini ise %16.5
oraninda bildirmislerdir. Colombo ve ark. (140) italyan erken donem koroner arter

hastalarinda; Glu/Glu genotip siklig1 %45.3, Glu/Asp genotip siklig1 %38.8, Asp/Asp
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genotip sikligr %15.9 ve saglikli kontrol grubunda Glu/Glu genotip sikligi %42.1,
Glu/Asp genotip sikligt %51.8, Asp/Asp genotip siklig1 %6.1 olarak saptamislardir.

Guldiken ve ark. (141) iskemik stroke tanisi alan 146 hasta ve 133 saglikli
kontrol grubunda yaptig1 ¢aligmada eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi genotip
dagilimi; hasta grubunda GG genotipi sikligr %56.3, GT genotipi sikligt %40.6, TT
genotipi sikligt %3.1, G allel siklig1 %76.6, T allel siklig1r %23.4, saglikli kontrol
grubunda GG genotipi siklig1 %49.3, GT genotipi siklig1 %45.8, TT genotipi sikli1
%4.9, G allel siklig1 %72.2, T allel siklig1 %27.8 bulmuslardir. Genotip TT ve allel T
yoklugunda stroke riski diisik bulunmustur. Ancak bu c¢alisma Tirk
populasyonundaki iskemik stroke ve GIlu298Asp polimorfizmi arasindaki olast
iligkiyi desteklememistir. Elbaz ve ark. (142) yapmis oldugu bir calismada GG
genotipinin serebral infarktli olgularda, kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
bulunmus. Fransiz populasyonunda GG genotipi olanlarda lakiiner infarkt sikligi
diger genotiplere gore daha fazla oldugu ve GG genotipi olanlarda yiiksek LDL
diizeyi ile yiiksek stroke orani bulmuslardir.

Kim ve ark. (143) Kore’de Behcget hastalifi olan 65 hasta, vaskiilitle
birliktelik gosteren romatolojik hastaliklardan 27 hasta ve 80 saglikli kontrol
grubunda eNOS geni Glu298Asp polimorfizmini degerlendirmislerdir. Vaskiilitle
birliktelik gosteren romatolojik hastalik grubu; 15 hasta SLE, 2 hasta RA, 3 hasta
takayasu arteriti, 3 hasta Henoch Schonlein purpurasi, 2 hasta poliarteritis nodosa, 1
hasta wegener graniilomatozis, 1 hasta Churg Straus sendromundan olusturulmustur.
Behget hastaliginda Glu/Glu genotipi sikligi %68, Glu/Asp genotipi sikligi %32,
Asp/Asp genotipi siklig1 %0, vaskiilit grubu Glu/Glu genotipi siklig1 %59, Glu/Asp
genotipi sikligi %30, Asp/Asp genotipi sikligt %11, saglikli kontrol grubunda ise
Glu/Glu genotipi siklig1 %89, Glu/Asp genotipi siklig1 %11, Asp/Asp genotipi siklig1
%0 olarak bulunmustur. Glu allel siklig1 Behget hastaliginda %84, vaskiilitli hasta
grubu %74, kontrol grubunda %94, Asp alleli siklig1 ise Behget hastaliginda % 16,
vaskiilitli hasta grubu %26, kontrol grubunda %6 bulundu. Vaskiilitli hasta
grubundan SLE’li hastalarda miyokart infarktiis insidansi, yasla ile iligkili kontrollere
gore 50 kat daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Bu hastalarda okluzif koroner

hastalik; vaskiilit, tromboz ve aterosklerozdan kaynaklanabilir. Sonug olarak eNOS
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genindeki Glu298Asp polimorfizmi ile Behget hastaliginin veya vaskiilitli
romatolojik hastaliklarin arasinda anlamli korelasyonun oldugu bulunmustur.

Balat ve ark. (144) primer enorezis nokturna tanisi alan 57 hasta ve 114
saglikli kontrol grubunda yaptigi eNOS genindeki Glu298Asp polimorfizmi ile ilgili
genotip siklig1 sonuglari hasta grubunda GG genotipi siklig1 %48, GT genotipi siklig1
%33, TT genotipi siklig1 %19, saglikli kontrol grubunda ise GG genotipi sikligi
%61, GT genotipi sikligt %26, TT genotipi siklig1 %13 bulmustur. Endotelyal nitrik
oksit sentaz gen polimorfizminin pozitif aile hikayesi, enorezisin siklig1 ve
desmopressine klinik yanitla iligkisi olmadigi goriilmiistiir.

Bizim g¢alismamizda toplam ITP grubunda GG genotipi siklig1 %40.9, GT
genotipi sikligi %48.5, TT genotipi sikligi %10.6, akut ITP grubunda GG genotip
siklig1 %39.2, GT genotip sikligi %51 ve TT genotip sikli1 % 9.8 olarak, kronik ITP
grubunda ise GG genotip siklig1 %46.7, GT genotip siklig1 %40 ve TT genotip siklig1
%13.3, bulundu. Saglikl1 kontrol grubunda ise GG genotip sikligt %21.7, GT genotip
sikligr %70 ve TT genotip sikligr %8.3 olarak bulundu. Mevcut sonuglar dikkate
alindiginda GG genotipi toplam ITP, akut ITP ve kronik ITP grubunda, kontrol
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. GG genotipi siklig1 en yiiksek kronik
ITP’de gbzlenirken, en diisiik saglikli kontrol grubunda bulundu. Kronik ITP
grubundaki genotip dagilimi, Colombo ve ark. (140)’nin hasta grubu sonuglariyla
benzerdir. Kronik ITP’da GT genotipi sikhigi, Guldiken ve ark. (141) hasta
grubundaki GT genotipi sikligina benzerdir.

Tiirkiye’de yapilan ¢alismalardan Balat ve ark. (144) ile Guldiken ve ark.
(141)’nmin saglikli kontrol grubunda GG genotipi daha sik goriiliirken, bizim
calismamizda GT genotipi daha sik bulunmustur. Bu ¢aligmalarda oldugu gibi TT
genotipinin saglikli kontrol grubunda en az goriilmesi ise bizim calismamizla
benzerlik gostermektedir. Tiim gruplar icinde TT genotipi sikliginin en fazla oldugu
grubun kronik ITP oldugu dikkat cekmektedir.

Infant ITP tamis1 alan 5 olgumuzdan, 3 olguda GG genotipi, 2 olguda GT
genotipi gozlendi. infant ITP olgularimizdan kroniklesen olmadi. Infant ITP tanist
alan hastalarda olgu sayisinin az olmasi nedeniyle anlamli bir sonug elde edilmedi.

Calismamizda bulunan gruplardaki G allel siklig1 dikkate alindiginda; toplam
ITP grubunda %65.1, akut ITP grubunda %64.7, kronik ITP grubunda %66.7,
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kontrol grubunda %356.7 olarak bulundu. Toplam ITP, akut iTP, kronik ITP
gruplarinda G allel siklig1 kontrol grubuna gore 3 grupta da yiiksek bulundu. G alleli
en yiiksek oranda kronik TP grubunda gériildii.

Calismamizda bulunan gruplardaki T allel siklig1 dikkate alindiginda; toplam
ITP grubunda %34.8, akut ITP grubunda %35.3, kronik ITP grubunda %33.3,
kontrol grubunda %43.3 olarak bulundu. Kontrol grubunda T allel sikligi diger
gruplara gore daha yiiksek bulunurken, kronik ITP grubunda ise diger gruplara gére
daha diisiik bulundu.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde; eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi G
alleli sikligmin ITP’da saghikli kontrol grubuna gore daha sik goriilmesi ile G
allelinin ITP etyopatogenezinde bir risk faktdrii olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Kronik ITP grubunun GG genotipinin sikliginin tiim gruplar i¢inde en yiiksek oranda
goriilmesi ile GG genotipinin kroniklesmeye egilimi arttirdig1 yorumu yapilabilir.

Idiyopatik trombositopenik purpura tedavisinde tedavinin amaci uzun siiren
epistaksis, menoraji, hematiiri ve gastrointestinal sistem kanamalarinda kan kaybi
riskini azaltmak ve intrakranial kanama riski nedeni ile trombosit sayisinin
20.000/mm’ altinda olanlarda yakinmalarin derecesi ne olursa olsun tedavi
baslanmasi gerektigi konusunda goriis birligi vardir. Tedavi ile 6zellikle ilk saatlerde
trombosit sayisint yiikseltmek ve trombosit sayisini gilivenilir diizeyde devam
ettirmek hedeflenir. Tedavinin ilk 48 saati icinde trombosit sayisinda hizli artis
yapmas1 nedeni ile en sik kullanilan ilaglar yiiksek doz IVIG ve yiiksek doz steroid
kullanima tercih edilmektedir (20,69,80).

Calismamiza dahil edilen olgularin biiyiik bir kisminda trombosit sayisinin
20.000/mm’ altinda olmasi ve genelde aile egitiminin yetersiz olmasi nedeniyle tim
olgularimiz hastaneye yatirilarak tedavi baslandi. Tedaviye baslarken amacimiz
ucuz, yan etkisi az, trombositlerde daha hizli yiikselis saglayacak, hastanede kalis
siiresini azaltacak bir ilag tedavisi baslamakt1. Olgularimizdan, akut ITP grubundan
3 hasta hari¢ (P1t> 50.000/ mm? olmasi nedeniyle) tlimiine tedavi baglanmistir.

Tedavi sonuglari degerlendirilirken; trombosit sayismm 100.000/mm’ ve

iizerinde olmasi tam cevap, 50-100.000/mm’

arasinda olmasi kismi cevap, tedavi
gereksinimi olmadan 50.000/mm’ altinda olan veya ilave bir tedaviye ihtiyag

duyulan durumda ise cevapsizlik ya da refrakterlik olarak kabul edildi (145,146).
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Buna gore; akut ITP grubunda tedavi verilen 48 hastadan 30’unda (%62.5)
tedaviye yanit alindi, bir hastada (%2.1) kismi yanit alind1 ancak ikinci kez tedavi
verilmedi, 17 hastada %35.4 tedaviye yanit alinamadi ve bunlara ikinci kez tedavi
verildi. Tedaviye yanit alinan 30 olguda, GG genotipi %36.6 (11 olguda), GT
genotipi %46.6 (14 olguda), TT genotipi %16.8 (5 olguda) oraninda gorildii.
Tedaviye yanit veren 30 hastadan ¢ogunun (14 olgu) GT genotipine sahip oldugu
goriildii. Ancak TT genotipine sahip olan 5 hastanin hepsinde (%100) tedaviye tam
yanit gézlenirken, bu oran GG genotipine sahip 20 olgudan 11’inde %57.9 oraninda,
GT genotipine sahip 26 olgudan 14’tinde %58.3 oraninda bulunmustur.

Calismamizda hastalara ayni tip tedavi protokolii uygulanmayip, rastgele
secim yapilmigtir. Akut ITP grubunda tedavi alan GG genotipine sahip toplam 20
hastadan 4’ii YDMP (yiiksek doz metilprednizolon) almis, 2 hastada (%50) yanit
aliirken, bir hastada yanit alinamamistir. Ayni grupta 3 hasta SDMP (standart doz
metilprednizolon) almis, iki hastada (%66.6) yanit alinirken bir hastada yanit
alinamamugtir. Intravenéz immunglobulin tedavisi alan 5 hastada (%100) tedaviye
tam yanit alinmigtir. Anti-D alan 7 hastanin 2’sinde (%28.5) yanit alinmis, 4 hastada
yanit alinamamis, digerinde ise kismi yanit alinmistir. Tedaviye yanit bakimindan en
yiiksek oran IVIG’de (%100) bulunurken, en diislik oran anti-D’de (%28.5) bulundu.
Yani GG genotipine sahip olanlarin IVIG ve SDMP tedavisine olan yanitlar1 daha iyi
goriinlirken, anti-D’ye olan yanit1 diisiik diizeydedir.

Akut ITP’li tedavi alan olgulardan GT genotipine sahip toplam 24 olgu
sirastyla; YDMP alan 6 olgunun, 5’inde (%83.3), IVIG alan 10 olgunun 8’inde
(%80), Anti-D alan 5 olgudan, bir olguda (%20) yanit alinirken, SDMP alan 3
olgunun higbirinden (%0) yanit alinamamistir. Toplam 24 olgunun 14’iinde (%58.3)
yanit alinirken, 10 olguda (%41.7) yanit alinamamistir. Tedaviye yanit bakimindan
en ylksek oran YDMP’de (%83.3) bulunurken, en diisiik oran SDMP’da (%0)
bulundu. Bu sonuglara bakilarak GT genotipine sahip bireylerin YDMP ve IVIG
tedavisine daha 1yi yanit verdigi, SDMP’a daha diisiik yanit verdigi diisiiniilebilir.

Akut ITP grubunda tedavi alan TT genotipine sahip 5 olgunun tamaminda
verilen tedavilere tam yanit alinmistir. Bunlar 1 olgu YDMP, 1 olgu SDMP, 1 olgu
IVIG, 2 olgu anti D tedavisi almiglardir. Akut ITP tanis1 alan hastalarda TT genotipi

bulunanlarda medikal tedaviye yanitlarinin miikemmel oldugu diisiiniilebilir.
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Idiyopatik trombositopenik purpurada kroniklesme oran1 % 15-20 arasinda
degismektedir (17,18). Bizim calismamizda (66 olgudan, kronik ITP olgu sayis1 15)
bu oran %22.7 olarak bulunmustur.

Kronik ITP grubundaki 15 olgudan, 7 olgu (%46.7) GG genotipine, 6 olgu
(%40) GT genotipine, 2 olgu ise (%13.3) TT genotipine sahipti. Bu gruptaki 15
olgunun ilk tan1 aninda aldig1 tedaviye 3 (%20)’iinde yanit alinmistir. Yanit alinan bu
3 olgu GG genotipine sahipti. Hastalarin 8 (%53.3)’inde tedaviye yanit
alinamadi.Yanit alinamayan olgularin 4’ti GT genotipine, 3’tii GG genotipine, biri TT
genotipine sahipti.

Kronik ITP grubunda, GG genotipi gosteren 6 hastadan; 4 hasta YDMP, 1
hasta SDMP, 1 hasta IVIG tedavisi aldi. Kronik ITP’da tedaviye yanit alman 3
olguda IVIG tedavisi almist1. Intravendz immunglobiilin tedavisine kismi yanit veren
olgu ise ikinci tedavisinde anti-D’ye yanit gosterdi. Standart doz metilprednizolon
alan birinci hastada medikal tedaviye yanit alinamayinca splenektomi yapildi, ikinci
hastada SDMP’a kismi yanit alimmasi iizerine ikinci tedavisinde uygulanan IVIG
tedavisine yanit alinmistir. Anti-D tedavisi alan hastanin ikinci tedavisinde IVIG
sonrasi yanit alinmistir. Bunlarin sonucunda; splenektomi olan olgu disinda kronik
ITP grubunda GG genotipinin medikal tedaviye iyi yanit verdigi diisiiniilebilir.

Kronik ITP grubunda, GT genotipi gdsteren 6 hastadan; 4 hasta YDMP, 1
hasta SDMP, 1 hasta IVIG tedavisi aldi. Hastalardan YDMP alan 2 olguda yanit
alimamadi, 2 olguda ise kismi yanit alindi. Kismi yanit alinan hastalar takiplerinin
devaminda farkli tedavi segeneklerinde yanit alindi. Yanit alinmayan iki olgudan,
birincisi vinkristine tam yanit gosterirken, ikinci olgu hi¢bir medikal tedaviye tam
yanit gostermeyince splenektomi yapildi. Hastalardan SDMP verilen 1 olgu medikal
tedavilerden hicbirine yanit vermeyince splenektomi yapilmustir. Intravendz
immunglobulin alan hasta ise ikinci tedavisine ksmi yanit vermistir. Kronik ITP
grubunda, GT genotipine sahip hastalarin ilk tedavilerinde medikal tedaviye kismi
yant veya hi¢ yanit vermedigi, takip eden tedavilerinde ise 3 hastada IVIG,
vinkristin, anti-D’ye yanit alindig1, digerlerinde yanit alinmadig1 ve medikal tedaviye
yanit vermeyen 2 olguda da splenektomi uygulanmasi GT genotipinin tedaviye

direng gosterdigini diistindiirebilir.
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Kronik ITP grubunda TT genotipi gdsteren 2 hastanm birincisi YDMP
tedavisine yanit vermeyince verilen IVIG tedavisine kismi yanit vermistir. Ikinci
olgu ise SDMP tedavisine kismi yaniti sonrasi verilen IVIG tedavisine yamt
vermemistir.

Sonug olarak; eNOS geni Glu298Asp polimorfizmi agisindan akut ITP ve
kronik ITP gruplar ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmustur. Genel
olarak idiyopatik trombositopenik purpurada GT genotipi en fazla gozlenmektedir.
Kronik ITP’da GG genotipi sikligmin anlaml olarak yiiksek oranda bulunmasi, GG
genotipine sahip bireylerin kroniklesme egilimi gosterebilecegi diisiiniilebilir. Tedavi
acisindan GG genotipi olan akut ve kronik ITP olgularin medikal tedaviye iyi yanit
verdigi ve IVIG ile bu grupta yiiksek oranda basar1 saglandig1 i¢in, GG genotipi olan
olgularda IVIG ilk tercih olarak kullanilmalidir. GG genotipi olan olgularda anti-D
tedavisi alanlarin ise basar1 oranmi diisiik oldugu i¢in bu grupta anti-D son tercih
olarak kullanilmalidir. Akut ITP grubunda GT, TT genotipi olanlarda da medikal
tedaviye yamt iyi iken, kronik ITP grubunda GT ve TT genotipi olanlar medikal
tedaviye direngli goriilmektedir. Bu bilgilerin 15181 altinda, G alleli varliginn ITP’da
tedaviye yanitta olumlu etkisinin oldugu, ancak kronik ITP’ya egilimi arttirdigs,
T alleli varlig1 ise kronik ITP’l1 hastalar1 medikal tedaviye daha direncli kildig
goriildii. Bizim olgularimizda eNOS geninin Glu298Asp polimorfizmi ile ITP
arasinda anlamli bir korelasyonun oldugu ve eNOS Glu298Asp polimorfizminin akut

ve kronik ITP etyopatogenezinde bir risk faktdrii olabilecegi diisiiniildii.
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6. EKLER
BILGILENDIRILMIiS ONAY FORMU
(Hekimin Ac¢iklamasi)

Idiyopatik trombositopenik purpura teshisi alan gocuklarda eNOS geninin
Glu298Asp polimorfizmi varligi arastirilacaktir. Polimorfizm bir gen veya DNA
dizisinin(genetik kodlamalarin) alternatif formlarindan(allel) birinin toplumda
%1°den fazla bulundugu durumdur. Arastirma sonucu genetik olarak polimorfizmin
oldugu hastalarda hastaligin nedeni ile ilgili bir bilgi elde edilmis olacak ve iki ¢esidi
olan Idiyopatik trombositopenik purpura hastaliginda; 6 ay icinde gecen tipi ile
hastaligin teshis anindan itibaren 6. aydan sonra da devam eden tipi arasinda
polimorfizm varlig1 agisindan fark olup olmadig1 ortaya ¢ikacaktir.

Arastirmanin ismi: Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularda eNOS
geninin Glu298 Asp polimorfizmi

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik
esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayiniz.

Arastirmaya  davet edilmenizin nedeni  ¢ocugunuzda  idiopatik
trpmbositopenik purpura tanisinin bulunmasidir. F.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dal1 ve Biyokimya Anabilim Dali’ nin ortak katilimi ile bu
hastaligin tedavisi ve yapilan tedavinin rutin kan tahlilleri ile takibi yapilacaktir.Bu
hastalikta kanamanin durdurulmasinda gérev alan halk arasinda “’kan pulcuklari™
olarakta bilinen trombositlerin sayica yetersizligi s6z konusudur. Daha 6nce saglikli
olan ¢ocuklarda birden bire viicudunda kiiciik kii¢iik basmakla solmayan dokiintiiler
(petesi ve purpuralar), dis eti ve burun kanamasi ortaya ¢ikar.Hastalarin %]1’inden
azinda da beyin kanamasi goriilmektedir.Bu a¢idan idiopatik trombositopenik
purpuranin tedavisi uygun sekilde yapilmasi onemlidir. Sizin ¢ocugunuz i¢in etkin
olacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan belirlenecektir. Cocugunuzla birlikte tam

60 cocugun tedavisi benzer testler yapilarak tarafimizdan gerceklestirilecektir.
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Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasma bagh
olarak az bir ac1 duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda
kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

Farkh tedavi sekilleri ile olusabilecek riskler: Metil prednizolon kullanan
cocuklarda yorgunluk, sinirlilik, bas agrisi, irritabilite, kilo alma, akne ve epigastrik
agr1 gibi yan etkiler rapor edilmistir. IVIG’in metil prednizolona gore fiyatinin
yiiksek olmasi kullaniminda dezavantaj olusturmaktadir. Ayrica bas agris1 ve kusma
gibi bulgular IVIG infiizyonundan sonra gériilen yan etkilerdir. Diger goriilebilecek
basit yan etkiler cocugunuza uygulanacak tedavinin gerekliligi acgisindan goézardi
edilecektir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gormenizi saglamak i¢in elimizden geleni
yapacagiz. Calismanin devami sirasinda ortaya c¢ikabilecek sorun ve riskler
katilimcinin/hastanin kendisine ya da ebeveyni/sorumlusuna iletilecektir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Bu calisma sonucunda
¢ocugunuzun trombositopenisi diizeltilmis olacaktir. Ayrica trombositopeniye bagl
petesi, purpura, dis eti ve burun kanamasi en Onemliside beyin kanamasindan,
calisma giicti kaybi gibi olusabilecek etkilerden ¢ocugunuz korunmus olacaktir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dr. F.Necati ARSLAN tarafindan
cocugunuzun idiyopatik trombositopenik purpura hastaligina yonelik tedavisi
yapilacak ve aralikli yapilacak kontrollerde alinacak rutin kan tahlilleri ile yapilan
tedavinin takibi gergeklestirilecek ve kayit tutulacaktir.

Cocugunuza idiyopatik trombositopenik purpura tanisi poliklinik sartlarinda
konduktan sonra uygulanacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan belirlenip tedavi
baslatilacaktir. Cocugunuzu daha sonra 1. giin, 2, 4, 6, 8, 14 ve 30. giinlerde kontrole
getirmeniz istenecektir. Cocugunuzdan tedavinin etkinliginin kontrol ve takibini
yapabilmek amaciyla rutin zaten bakilmasi gereken kan tahlili alinacak ve bu
aliacak kandan ayni zamanda total antioksidan kapasite'de bakilacaktir.

Bu c¢alismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz igin size ek bir ddeme de yapilmayacaktir. Bu calismaya

katilmayr reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve
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reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir.
Yine ¢alismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz.
(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Saymn Dr. F.Necati ARSLAN tarafindan F.U. Firat Tip Merkezi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Cocuk Hematoloji’de tibbi bir aragtirma yapilacag belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam
hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma
sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma
sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin
thtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak igin arastirmadan
¢ekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dist tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Ister dogrudan,
ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi
miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle
ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim). Arastirma sirasinda bir saglik
sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. F.Necati ARSLAN’1, 2333555-
2311 ve F.U Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari‘ndan arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranisla karsilagsmig degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diislinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilime1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik

bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.
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Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tamigi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilimci ile goriisen hekim

Ad1 soyadi, unvant:
Adres:
Tel.

Imza

Ayirt etme yetenegi s6z konusu olan hastanin kendisinin rizasi1 alinacaktir.

Hastanin
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza
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