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Kisaltmalar

ASH: American Society of Hematology

BSH: British Society of Hematology

BD: Becton Dickinson

BAFF : B-cell activating factor

CD: Cluster of Differentiation

DAF: Decay accelerating factor

FITC: Fluorescein isothiocyenate

Gp-IIb/IIa: Glikoprotein I1b/IIla

GPI: Glikofosfatidilinozitol

HRF20: Homologus restriction factor

IVIG: Intravenéz immiinglobulin

MACIF: Membrane attack complex inhibitory factor
MIRL: Membrane inhibitdr of reactive lysis
MPV: Mean platelet volume

PAIgG: Platelet associated IgG

PE: Pycoerythrin

PerCP : Peridinin Chlorophyll Protein Complex
PIG-A: Posfatidil inozitol Glikan simif A
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1. GIRIS
Idiopatik trombositopenik purpura (ITP, primer immun trombositopenik purpura)
trombositlere karsi olusmus antikorlar aracilii ile dolagimdaki trombositlerin yikiminin
artmasi ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir(1).

ITP nin goriilme siklig1 yilda 5,5/100 000°dir. Kadin-erkek orani 1,7/1 olup, goriilme
sikl1g1 yas ile orantili olarak artmaktadir. 60 yas iistiinde 2 kat daha sik gériilmektedir(1). ITP
akut ve kronik olmak iizere iki klinik formda goriiliir. Kronik iTP 6 aydan uzun siirer, tedavi
gerektirir ve erigkinlerde daha sik goriiliir(2).

Kronik ITP hastalarinda trombositopeniye; otoimmiin yikim, komplemana bagimli
trombolizis ve trombosit yapiminda bozulma gibi mekanizmalar neden olur. Trombosit
lizerine yapismis antikorlar trombositlerin mononiikleer fagositer sistem tarafindan dalakta
temizlenmesine rol oynamaktadir(2). Immiin sistemi baskilayan ilaglar ve splenektomiye
ragmen trombositopeninin devam etmesi kronik ITP hastaliginda baska mekanizmalarin da
sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda CDS5 pozitif B kokenli lenfositlerin trombosit glikoproteinlerine 6zel
antikorlar iireterek kronik ITP olusumunda rol oynadig diisiiniilmektedir. Lenfomalarda
otoimmiin hemolitik anemilerin ve ITP nin sik olarak goriilmesinden CDS5 pozitif B
lenfositlerin sorumlu oldugu bilinmektedir. Ayrica Paroksismal notiirnal hemoglobiniirili
(PNH) hastalarda trombositopeni ve tromboz birlikte goriilmektedir. Burada ise hiicrelerin
ylizeyinde bulunan ve onlari komplemanin lizisine karsi kruyan Decay accelaratin faktor
(DAF, CD55) ve membran inhibitor reaktif lysis faktoriin (CD59) eksikligi veya yetersizligi
suclanmaktadir.

Calismamizda kronik ITP hastalarinda trombosit yikiminda CD 5 B lenfositlerin ve
kompleman sisteminin rolii ve tedaviyle iliskisi kontrol grubu ile kargilastirmali olarak

arastirildi.



2. GENEL BILGILER

Trombositler, kemik iliginin polipoid hiicreleri olan megakaryositlerin parcalanmasi
sonucu ortaya ¢ikan 1-4 um capinda, disk seklinde sitoplazma pargalar1 olup pihtilagsmada
onemli rol oynarlar. Ortalama trombosit voliimii (MPV) 8,9 + 1,5 fl degerindedir. Cevresel
kanda bulunan trombosit sayis1 150000-450000 /ul arasinda degismektedir. Trombositlerin
omrii 7-10 glindiir. Kemik iliginden ¢evresel kana ¢ikan trombositlerin 1/3 kadar1 dalakta
sekestre olduktan sonra geri kalan 2/3’1i 7-10 giin sonra siklikla dalak ve karaciger olmak
iizere retikiiloendotelyal sistem makrofajlari tarafindan ortadan kaldirilirlar. Normalde
hemostaz isleminde trombosit kitlesinin kii¢iik bir kismi1 harcanir, bu yiizden trombositler
yaslanip fagositik hiicreler tarafindan yikilana kadar dolasimda kalirlar(3).

Trombositopeni dolasimdaki trombosit sayisinin diistikliigii olarak tanimlanmaistir.
Trombositopenilerin patofizyolojik olarak siniflandirilmasi tablo-1’de gdsterilmistir.

Trombositopeninin ayirici tanisi uygulanacak tedaviyi etkileyeceginden ¢cok onemlidir.

Tablo 1. Trombositopeninin patofizyolojik siniflandirilmasi(2)
I.Artefakt trombositopenisi
A. Yalanci trombositopeni
B. Trombosit satelitizmi (trombositlerin 16kosit membranina yapismasi)
C. Iri trombositler
IL. Artms trombosit yikimi ( kemik iliginde normal ya da artmis megakaryositler oldugu i¢in
megakaryositik trombositopeni olarakda isimlendirilir)
A Immun trombositopeniler
1. Idiyopatik
a.Immun (idiopatik) trombositopenik purpura
2. Sekonder
a.Infeksiyonlar (6rn; HIV,CMV, EBV, sugicegi, kizanmik, kizamikgik,
kabakulak, bogmaca, hepatit, parvoviriis B19, bakteriyel, tiiberkiiloz, tifo)
b. laclar
c. Transfiizyon sonrasi purpura
d. Otoimmun hemolitik anemi (Evans sendromu)

e. Sistemik lupus eritematozus



f. Hipertiroidizm
g. Lenfoproliferatif hastaliklar
3. Neonatal immun trombositopeniler
B.Immiin olmayan trombositopeniler
1.Trombotik mikroanjiyopatiler
a. Yaygin damarigi pthtilagmasi
b. Trombotik trombositopenik purpura
c. Hemolitik tiremik sendrom
2. Anormal damar ylizeyine bagli trombosit yikimi
I1.Azalmis trombosit iiretimi
A. Konstitusyonel
1. Konjenital amegakaryositik trombositopeni
2. TAR sendromu
3. Bernard-Soulier sendromu
4. Gri platelet sendromu
5. Wiskott Aldrich sendromu
6. X linked trombositopeni
7. Mediterranean trombositopeni
8. MYH-9 geni ile iliskili hastaliklar
9. Ailesel trombositopeniler
10. Paris-Trousseau sendromu
11. Amegakaryositik trombositopeni ile radial sinostozis
B. Kazanilmig
1. Kemik iligi infiltrasyonu
2. Infeksiyon hastaliklar1 (HIV,Parvovirus,CMV ve digerleri)
3. Radyoterapi ve kemoterapi sonrasi
4. Folik asit ve B12 vitamin eksikligi
5. Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
6. Myelodisplastik sendromlar
II1. Trombosit dagilim bozukluklar:
A. Hipotermi
B. Hipersplenizm(neoplazi,konjestif,enfeksiyon,metabolik,portal hipertansiyon)
C. Asir1 depo kani transfiizyonu (Diliisyonel)
3



2.1. IDIOPATIK (iMMUN) TROMBOSITOPENIK PURPURA

Tarihcgesi; Hipokrat zamanindan beri deride ¢ok sayida olan kanamalar purpura olarak
adlandirilmistir(4). 1557°de Amatus Lusitanus, atesi olmayan kanamal1 bir ¢ocukta pire
1sirigina benzer, koyu renkli lekeleri ‘“Morbus pulicaris absque febre’ olarak adlandirarak
trombositopenik purpuranin kanit olmadan ilk klinik tanimini yapmistir(4). 1735°de Paul
Gottlieb Werlhof 16 yasinda bir kiz ¢ocukta enfeksiyon sonrasi kutanéz ve mukozal kanama
tarif etmis olup bu lekeleri ‘morbus maculosus haemorrhagicus’ olarak adlandirmistir(4).
Krauss(1883) ve Denys(1887) purpuralarin ortaya ¢iktigi ve kanamalarin artmasi sirasinda
trombosit sayisinin azaldigini 6ne siirmiislerdir. 1895°de de bu bulgularin dogrulugu Hayem
tarafindan teyit edilmistir(4). 1938’de Troland ve Lee kronik ITP hastalarinda dalaktan
salgilanan bir madde tanimlamiglardir.

1951°de Harrington ve arkadaglar1 kronik ITP’li anneden dogan bir ¢cocugun purpura tarzi
dokiintiileri oldugunu ve bu dokiintiilerin li¢ hafta icinde kendiliginden kayboldugunu
gbzlemlemislerdir. Harrington kronik ITP li hastanin plazmasini saglikli kisilere transfiize
ederek bu kisilerin trombosit sayisinin hizla diistiiglinti gdstermis, bdylece trombositlerin
yikimindan sorumlu humoral bir faktor olan antitrombosit faktor varligini deneysel olarak
kanitlamistir(4).

Shulman ve ark. 1965°te trombositopeniye neden olan faktoriin 7S IgG fraksiyonu ile
baglantili oldugunu gdstermislerdir. 1982°de Van Leeuwen ve ark. ITP hastalarin
plazmasindaki antikorlarin trombosit yilizeyindeki Gp IIb-Illa ‘ya baglanarak
trombositopeniye sebep oldugunu gostermislerdir. 1987°de trombosit bagimli ve serbest
antikorlarm oldugu gosterilmistir. Son zamanlarda ITP patogenezinde pek gok sitokin
salgilayan T lenfosit aktivasyonunun rol oynadigi 1996’da Semple ve ark. tarafindan
gosterilmistir(4).

ITP hastanin yasina gore (eriskin ve ¢ocukluk ¢ag), hastaligin siiresine gére (akut ve
kronik) ve beraberinde baska hastaliklarin olmasina gére (primer ve sekonder) ve
siiflandirilabilir(1,2,5). Antikor iliskili trombosit yikimi; enfeksiyonlar, lenfoproliferatif
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar ve ila¢ kullanim1 gibi durumlarda ortaya ¢ikabilir(1).

(tablo-2)



Tablo 2.Immiin trombositopenik purpura(1)
1. Primer (Birincil)
Idiyopatik otoimmiin trombositopenik purpura
2. Sekonder (Ikincil)
A. Otoimmiin hastaliklar: SLE, antifosfolipid sendromu, otoimmiin hepatit, otoimmiin
tiroidit
B. Lenfoproliferatif hastaliklar: KLL, Hodgkin lenfoma, biiyiik graniiler lenfositik
16semi
C. Enfeksiyonlar: HIV, hepatit C, helikobakter pilori
D. Miyelodisplastik sendromlar
E. Agamaglobulinemi, hipogamaglobulinemi, immiinglobulin A eksikligi
F. Ilaglar: Kinidin,altin, heparin, penisilin, prokainamid, alfa-metil dopa,

sullfametoksazol

Eriskin ve ¢ocukluk ¢agindaki ITP nin klinik dzellikleri birbirinden farklidir. Cocukluk
caginda goriilen ITP genellikle akut baslangich olup kendini sinirlar ve viriis enfeksiyonundan
2-3 hafta sonra gériiliir. Eriskinde goriilen ITP ise sinsi baslangigh olup kronik seyirlidir(5).
Akut ve kronik ITP’nin klinik 6zellikleri birbirinden farklidir(tablo-3).

Tablo 3. Akut ve kronik ITP nin klinik 6zellikleri (2)

Ozellik Akut ITP Kronik ITP

Pik yas1 2-6 yas 20-40 yas

Cinsiyet K/E=1 K/E=3

Kanama baslangici akut sinsi

Trombosit sayis1 <20000 30000-80000
Eosinofili ve lenfositoz stk nadir

Stire 2-6 hafta ay/yillar

Remisyon cogunlukla kendiliginden kendiliginden nadir



2.1.1. PATOGENEZ

ITP etyolojisi tam olarak anlagilamamasina ragmen meydana gelisinde antitrombosit
antikorlarin rolii bilinmektedir. Trombositlere kars1 meydana gelen antikorlar onlarin
yikimina neden olmaktadir (5). 1951 yilinda Harrington iTP hasta serumunu saglikl kisilere
transflize ederek onlarda trombositopeni gelistigini gérmiis ve trombositopeniye neden olan
antirombosit faktdrii tammlamstir. Yapilan ¢alismalar ITP hastalarinda hiicresel ve hiimoral
immiinitenin trombositopeniye sebep oldugunu gostermistir(6).

ITP hastalarinda trombositlerin yiizeyinde bulunan membran glikoproteinlerine karsi
olusan otoantikorlar %75 oraninda Gp IIb-1Ila ve Gp Ib-IX kompleksine kars1 olusur. Ayrica
Gp la-I1a, IV ve V kompleksine karsi olusan antikorlar da tanimlanmistir(7-8). Trombositlere
kars1 olusan otoantikorlarin cogunlugu igG olup, IgA ve igM antikorlarida
bulunmustur(9,14). Antikorlarla kapli trombositler retikiiloendotelyal sistemde, 6zellikle
dalakta bulunan doku makrofajlar1 tarafindan sunulan Fcy reseptorlerine baglanarak
dolasimdan uzaklastirilirlar(10). Bu olayda kompleman sistemininde rol oynadigi
diistiniilmektedir(11). Trombositlerin fagosite edilip yapilarinin bozulmasinin ardindan
trombosit glikoproteinlerinden yeni kriptik epitoplar ortaya ¢ikar ve CD4 T hiicre
lenfositlerinin aktivasyonunu baslatan sitokin salgilarlar(10,12). Otoreaktif CD 4 T hiicreleri
GpllIb-IlIa tizerindeki farkli epitoplar: tanirlar ve trombosit yikimini hizlandiran otoimmiin
yanit ortaya ¢ikar. Otoimmiin yanit1 tetikleyici neden halen bilinmemektedir(13).

ITP tanis1 konulan hastalar %50-70’inde trombosit iliskili otoantikor mevcuttur. ITP
hastalarinda trombosit iliskili IgG nin pozitif 6ngdrdiiriicii degeri %46 olarak saptanmuistir.
GpllIb—IlIa, GpIb-IX ve Gplla—Illa glikoprotein komplekslerine kars1 olusan antikorlarin
Ol¢ciimii daha 6zeldir(14).

Aktive olmus CD4+ Th hiicreleri oto-reaktif B hiicre yanitini diizenler. B hiicreleri de
CD4+ Th hiicrelerinden aldig1 sinyal sonrasi trombositlere kars1 antikor iiretimi baslatir. Bu
olaya ‘epitop spreading’ denir. Th hiicreleri tetikleyen mekanizma bilinmemektedir(13). ITP
hastalarinda B hiicreleri tarafindan Gp IIb-IIla kompleksine kars1 antikorlar iiretilir, buna
bagli Gp IIb-Illa kompleksi lizerindeki epitoplar immiin yanita sebep olurlar(6). Mizutani ve
ark. tarafindan yapilan bir calismada ITP hastalarinda CD5+ B hiicrelerin ¢evresel kan ve
dalakta artt11 gosterilmistir(27). Aktif ITP hastalarinda Th1/Th2 orani, ayrica interferon-y ve

interleukin—2 reseptdr-f gen ekspresyonu arttig1 gosterilmistir(15,16). Andersson ve ark.



tarafindan yapilan bir ¢alismada Th3 hiicreleri tarafindan iiretilen immiinsiipresif bir sitokin
olan TGF B1°nin remisyondaki ITP hastalarinda saglikli ve aktif ITP hastalarina gore yiiksek
bulmuslardir(17, 18).

ITP hastalarinda CD3+ T lenfositlerin tiimdr nekrozis factor-a, perforin,
granzyme A ve granzyme B gibi sitotoksik gen ekspresyonu artar(16,19). CD3+CD8+ T
hiicrelerin bulundugu invitro ortamda trombositler lizis olur. CD 8+ T hiicreleri kemik
iliginde megakaryositlerin apopitozunu baskilayarak trombosit iliretimine zarar verirler(20).
Aktif ITP hastalarinda CD56+CD3- NK hiicreleri ve CD56+CD3+ sitotoksik T hiicrelerinin
miktarmin arttig1 gosterilmistir(21). Liu ve ark. (2006) yaptiklar1 bir calismada; aktif ve
remisyonda olmayan ITP hastalarinda CD 4+CD25+ T diizenleyici hiicrelerin oraninin
remisyonda ITP ve kontrol grubuna gore onemli 6l¢iide azaldigini gostermislerdir(23).

Meabed ve ark. tarafindan yapilan bir calismada T lenfosit {izerindeki
CD4+CD154(CD40L)+ ve CD4+CD154(CD40L)/CD4+ ekspresyonu ve B lenfosit
iizerindeki CD19+CD40+ ve CD19+CD40+/CD19+ ekspresyonu akut ve kronik ITP
hastalarinda kontrol grubuna gore belirgin olarak artmis oldugunu gostermislerdir. CD 154
trombosit tarafindan iiretilen, trombosit yilizeyinde az miktarda bulunan bir molekiil olup
trombosit aktivasyonu durumunda ekspresyonu artmaktadir. ITP hastalarinda platelet iligkili
CD154 (CD40) ekspresyonu oto reaktif B lenfosit aktivitesini arttirmig olabilecegini
belirtmislerdir(24).

ITP hastalarinda otoimmiin trombosit yikimi kemik iliginde megakaryosit yapimini artirir.
Megakaryosit boyutlari artmistir. Buna ragmen ITP hastalarinin ¢ogunda trombosit iiretimi
normalin altinda seyreder. Chang ve ark. yaptig1 bir calismada ITP hastalarinda Gplb ve
Gpllb-IITa kompleksine kars1 olusan antikorlarin invitro ortamda megakaryopoezi baskiladigi
gosterilmistir(22).

ITP hastalarinda trombopoietin (TPO) diizeyleri normal ya da hafif artmustir(25).
Aledort ve ark. tarafindan 205 ITP’li hasta iizerinden yapilan bir ¢calismaya gore TPO seviyesi
ile trombosit sayis1 arasinda iliski bulunmamistir(26).

Patogenezde Kompleman Sisteminin Rolii

Kompleman sistemi konagin savunmasinda ve inflamatuar olaylarin diizenlenmesinde rol
alan ve birbirini etkileyen bir dizi enzimden olusan bir sistemdir. Kompleman sisteminin

bir¢ok diizenleyicisi mevcuttur. Normal viicut hiicreleri kompleman sisteminin lizisine karsi
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cesitli mekanizmalarla direng gosterir. Bu sistem membran bagli proteinler olan DAF(CDS5S5),
membran kofaktor protein(CD46), MIRL(membran inhibitdr of reactive lysis, protektin ve
CD59) tarafindan olusturulur.

Akut ITP hastalarinda trombositler iizerinde CD55 ve CD 59 diizeyi bakilmig olup, CD59
eksikligi olan hasta sayisinin CD55 eksikligi olan hasta sayisindan fazla oldugu, ayrica CD59
eksikligi olan hastalarda CD55 eksikligi olan hastalara gore trombositopeninin daha ciddi
diizeyde oldugu saptanmistir . Otoimmiin hemolitik anemi, iTP ve lenfopenili SLE
hastalarinda hematopoetik hiicrelerde CD55 ve/veya CD59 eksikliginin rolii oldugu
gosterilmistir(28).

Hematolojide Akim Sitometri Kullanimi
Akim sitometri ile slispansiyon halindeki hiicre ya da partikiiller lazer 15181 ile
aydinlatilmakta olan bir bélmeden gegcirilir; hiicrelerin 15181n onilinden gegerken verdikleri
sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin biiytkliik, graniilarite
gibi fiziksel 6zellikleri olabildigi gibi; hiicreye baglanan c¢esitli florokromlar da olabilir(41).

Klinikte 16kosit yiizey antijenlerinin analizi, [6semi ve lenfoma immiinfenotiplemesi,
hematolojik malignitelerin belirlenmesi, DNA igeriginin analizi(41), immiin yetmezliklerin
teshisi, otoimmiin hastaliklarin tanis1 ve kemoterapdtik gozlemleme agamalarinda
kullanilmaktadir(42, 43).

Hiicreler yiizeylerinde bulunan glikoprotein yapidaki farkl: tip reseptorler sayesinde
organizmadaki diger tipteki hiicrelerle karsilikli etkilesime girmektedir(44). Hiicre
ylizeyindeki bu molekiiller antijen olarak tanimlanmakta ve bu molekiiller tarafindan farkl
tipteki hiicre varliginin ayirimlar1 yapilabilmektedir. Hiicre yilizeyindeki bu antijenik yapilar
giiniimiizde CD (Cluster of Differentiation) farklilagma kiimeleri olarak
adlandirilmaktadir(45). Sayilar1 giintimiizde 247°e ulasan CD yiizey antijenlerinin birgogunun
pratik kullanimda bir¢ok yarar1 bulunmaktadir.

Biz bu ¢alismada ITP hastalarinda ve kontrol grubunda CD 5, CD19, CD55, CD59,
CD41a ylizey antijenlerinin ekspresyon durumunu akim sitometri teknigi kullanarak
incelemeyi amacladik.

1. CDS: 67 kd agirhiginda, ¢evresel kan lenfositlerinin %70’inde ve timus T lenfositlerinin
hiicre ylizeyinde bulunan bir antijendir. B lenfositlerinin alt grubu olan bellek hiicrelerinden
B1la hiicreleri tarafindan dalak ve lenf nodlarinda, B hiicreli KLL de CDS5 ekspresyonu
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izlenir (34). Dalak ve lenf nodlarindaki T lenfositlerde, T hiicre 16semileri ve lenfomalarda
CD5 ekspresyonu izlenir (35). Insanlarda CD5+ B hiicreleri fetiis dalag: ve yenidogan kordon
kanindaki B hiicrelerinin biiyiik ¢cogunlugunu olustururlar. (Antin ve ark. 1986;Freedman ve
ark 1987) Erigkinde ise dalaktaki B hiicrelerin %10 dan daha az bir kismin1 CD5 + B hiicreleri

olusturur (Gobbi ve ark. 1983; Gadol& Auk.1986; Kipps & Vaughan, 1987) (60).

2. CD19: 95 kd agirliginda tip 1 transmembran glikoproteinidir. %7-%23 oraninda periferik
kan lenfositleri ve dalakta bulunurlar (36). B lenfosit farklilagma ve olgunlagsma asamalarinin
tiimiinde eksprese edilirler. T lenfosit, graniilosit ve monositlerinde bulunmazlar(37). B
lenfositler aktive olabilmeleri i¢in T lenfositlere ihtiya¢ duyar. T lenfosit ylizeyinde bulunan
CD21 ve B lenfosit yiizeyindeki CD19 birbirine baglanarak sinyal ileti kompleksi
olustururlar. B lenfosit aktivasyonunu artirirlar(38).

3. CD 55: Diger ismiyle DAF, hiicre membranina glikozilfosfatidilinozitol(GPI) ile bagl tek
zincirli yapiya sahip, 70 kd agirliginda(32) bir protein olup, klasik yol olan C3 konvertaz
enzim aktivasyonunu sinirlayarak kompleman sistemine karsi normal viicut hiicre yilizeyinde
koruyucu bir bariyer olusturur(28). CDS55 viicutta hematopoetik ve non-hematopoetik hiicreler
tarafindan eksprese edilir. Posfatidil Inozitol Glikan smif A (PIG-A) geni CD55 protein
sentezinden sorumludur. Bu gen PIG-A gen defekti e GPI bagli protein sentez eksikligine yol
acarak hemolitik anemiye sebep olur. Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiride(PNH)
eritrositler tizerinde CD55 ve CD59 eksikligi goriiliir(33). CDS55 eksikligi olup CD59
eksprese eden hastalarda hemoliz goriilmedigi gosterilmistir(29).

4.CD59: Kompleman sistemine kars1 aktivite gosterdiklerinden MACIF,MIRL,HRF20 ve
protektin olarak ta adlandirilirlar. 19 kd agirliginda, hiicre yilizeyinde GPI ile bagl tek zincirli
bir hiicre yiizey proteini olup tiim viicut dokularindan salgilanir. Eritrositler iizerindeki
ekspresyonu eritrosit omriiyle iligkili oldugundan 6nemlidir(30). CD59, hiicreleri kompleman
bagimli lizisten korumak i¢in C9’u baglar(31).

5. CD41: 140 kd agirliginda, alfa ve beta subunitine sahip, kalsiyum bagimli Gpllb/Illa
kompleksi olup yalnizca platelet ve megakaryosit yilizeyinde bulunan bir antijendir. CD61 ile
fibrinojen reseptoriinii olusturarak trombosit adezyon ve aktivasyonunda gorev yapar. Damar
hasar1 durumunda von Willebrand factor, fibrinogen, fibronectin and vitronectini baglar(39).

CD41a eksikliginde Glanzman trombositopenisi goriiliir.



2.1.2. LABORATUAR BULGULARI

1. Trombosit sayisi ve ¢evresel kan yaymasi: Trombositopeni, trombosit sayisinin
<150000/pl olmasi seklinde tanimlanir. MPV ve trombosit dagilim araligi artmustir.
Trombositlerin anizositozu ITP igin tipik bir bulgudur. Trombositler anormal derecede kiiciik
yada biiyiiktiir. Dev trombositlerin varlig1 herediter trombosit hastaligini diistindirtir(53).
Elektron mikroskobunda trombositlerin yapisal 6zellikleri normal trombositlere benzer(54).
Lokosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit kanamasi olmayan hastalarda normaldir(1).
Coombs pozitif otoimmiin hemolitik anemi ve trombositopeni Evans sendromu olarak
bilinir(55).

2. Kemik iligi: ITP hastalarinda tan1 koymak icin her zaman gerekli degildir. ITP hastalarinda
kemik iliginde megakaryosit sayis1 normal yada artmis olup, megakaryosit morfolojisi
normaldir. Megakaryosit sayismin azalmasi ITP tanisin1 dislamaz(46). Amerikan Hematoloji
Birligi (ASH) 60 yas altindaki ITP hastalarina kemik iligi aspirasyonunu baslangig
degerlendirmesinde 6nermemektedir(46).

3. Koagiilasyon testleri: Kanama zaman1 trombosit sayis1 azaldig i¢in uzamustir. ITP
hastalarinda yapilmasi tavsiye edilmez. Protrombin zamani, parsiyel tromboplastin zamani ve
fibrinojen diizeyleri normaldir.

Hemoglobin konsantrasyonu ve hematokrit degeri kanamasi olmayan hastalarda
normaldir(1). Coombs pozitif otoimmiin hemolitik anemi, retikiilositoz ile birlikte goriilen
ITP Evans sendromu olarak adlandirilir(55).

4. Trombosit antikor 6l¢iimii: Antitrombosit antikorlar1 belirleyen testler gelistirildikleri
doneme gore 3 gruba ayrilirlar.

a. Faz 1 testler: Hasta serumu ile saglikli bireyin trombositleri inkiibe edilerek trombosit
agregasyon, agliitinasyon ve lizisi 6l¢iiliir. Bu testler sensitif ve spesifik olmadigindan tanida
yeri yoktur(46).

b. Faz 2 testler: PAIgG ve diger trombosit bagl antikorlarin 6l¢iimii yapilir. PAIgG ITP
hastalarinda, saglikli bireylerde ve immiin olmayan trombositopenide yiiksek
saptanabileceginden sensitivitesi yiiksek (%91) olmasina ragmen spesifitesi diisiiktiir(56).

c. Faz 3 testler: Trombosit glikoproteinlerine 6zel antikorlar1 dlgerler. immunoblot,
immiinopresipitasyon, glikoprotein immobilizasyon teknikleri kullanilarak 6l¢tim yapilir.
Immiin trombositopeniyi immiin olmayan trombositopeniden ayirmak ve tedaviye cevabi
gozlemlemek i¢in bu teknik kullanilabilir. Spesifik olmasina ragmen sensitif degildir(57).
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Cesitli antitrombosit antikorlar tanimlanmis olup sensitivite ve spesifiteleri yliksek

olmadigindan bu testler klinikte kullanilmamaktadirlar(1).
2.1.3. TEDAVI

ITP hastalarinda hastanin yasi, hastaligin ciddiyeti ve hastanin 6zgeg¢misi gz dniinde
bulundurularak tedavi planlanmalidir. 60 yas tizerindeki erigkin hastalarda tehlikeli kanama
riski yiiksektir. Kanama riski trombosit sayisi ile iligkilidir. Trombosit sayis1 <20000/ul yada
trombosit sayis1 <50000/ pul olup 6énemli mukozal kanama eslik ediyorsa tedavi verilmesi
gerekmektedir(2).
1.Hayat1 tehdit eden kanamalarda acil tedavi
Hayat: tehdit edici kanamalar trombosit sayis1 <10000/pl iken ortaya ¢ikar. Intrakranial yada
gastrointestinal kanama durumu olan hastalar, hematiiri, internal hematom yada acil cerrahi
gerektiren hastalar acil tedavi verilmesi gereken hasta gruplaridir. Bu durumlarda hasta
monitorize edilmek iizere hastanede takip edilmelidir. Bu tiir hastalarda yiiksek doz
glukokortikoid tedavi(metil prednisolonlg/giin 3 giin siireyle), IVIG (1g/kg/giin 2 giin
siireyle) yada IVIG ve glukokortikoid birlikte uygulanabilir. IVIG 2-3 giin icinde trombosit
sayisini yukseltir (46). Trombosit transfiizyonu trombosit sayisini yiikseltmez, ¢iinkii ¢evresel
kanda hizla yikilir. IVIG trombosit yasam siiresini uzatacagindan IVIG sonras1 trombosit
transfiizyonu trombosit sayisini artirir. Kanamay1 azaltmak i¢in akut dénemde fibrinolizi
baskilayan eden aminokaproik asit (baslangi¢ dozu 0.1g/kg 30 dk stireyle,0,5-1g/saat siirekli
inflizyon) kullanilabilir. Aminokaproik asit gastrointestinal emilimi iyi oldugundan oral
yoldanda verilebilir(47).
2.Steroid tedavisi
Glukokortikoid tedavi trombosit sayis1 <20000/ul olan hastalarda ve trombosit 20000-
50000/ul olup kanama tarifleyen hastalarda baslangi¢ tedavide oral prednizon 1-2 mg/kg/giin
dozda onerilir. Glukokortikoidler asagida belirtilen mekanizmalarla trombosit sayisini
yiikseltirler.

1. Antikor kapli trombositlerin makrofajlar tarafindan fagositozunun baskilanmasi,
2. Antikor tretiminin azaltilmasi,
3. Kemik iliginde trombosit tiretimini arttirarak trombosit sayisini yiikseltirler(48).
Kapiller stabiliteyi arttirarak kanamaya egilimi azaltirlar. 1k ii¢ haftada tedaviye yanit
gbzlenir. Trombosit sayist giivenli aralik seviyesine ylikselene kadar tedaviye devam edilir(1).
Hastalarin 2/3 iinde trombosit sayisi bir hafta i¢inde 50000/pul {izerine ¢ikar, fakat dozu
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azaltilirsa trombosit sayis1 azalmaktadir. Bu ylizden glukokortikoid tedaviye 1mg/kg/giin
dozda 3 hafta siireyle devam edilmeli sonrasinda doz azaltilmalidir(46). Kilo artisi,
hipertansiyon, diyabet, osteoporoz, katarakt, firsatc1 enfeksiyonlar, akne, aydede yiizii ve
psikoz gibi yan etkilerinden dolayi tedavi siiresi miimkiin oldugunca kisa tutulmalidir(46).
Yapilan caligmalara gore baslangic tedavide kisa siireli yiliksek doz glukokortikoid tedavisinin
(deksametazon 40mg/giin, 4 giin siireyle) standart tedaviye gore daha tolere edilebilir ve etkili
oldugu saptanmistir(49). Buna ragmen bu tedavi halen birinci se¢cenek olarak
kullanilmamaktadir(1).

3.Splenektomi

[k kez Kaznelson tarafindan 1916°da ITP tanil1 bir hastaya yapilmis olup tedaviye yanit
alimmustir(1). Trombosit sayis1 <10000/ul olan hastalar ve trombosit sayis1t <30000/pl olup 4-6
haftalik tibbi tedavi sonrasi kanama bulgular1 devam eden hastalarda splenektomi
endikasyonu vardir. Ayrica ilk tedavi sonrast gegici yanit1 olup trombosit sayisi ii¢ aydan
uzun siire <30000/pul olan hastalarda ve trombosit sayisini giivenli bir aralikta tutmak i¢in
stirekli glukokortikoid tedaviye ihtiyaci olan hastalarda splenektomi onerilmektedir(46).
Ameliyat dncesi trombosit sayismi arttirmak igin glukokortikoid ve/veya IVIG tedavisi
onerilir, ciddi trombositopenisi olan hastalarda trombosit transflizyon ihtiyaci olabilir.
Splenektomiden 2 hafta 6nce pnomokok, hemofilus influenza tip B ve meningokok asilari
yapilmalidir(1).

Splenektomi yapilan hastalarin 2/3 iinde trombosit sayisi normale doner. Geri kalan hastalarda
6 ay icinde niiks gozlenir (46). Splenektomiye yanit veren ¢ogu vakada trombosit sayisi on
giin i¢inde normal seviyeye ulasir. Splenektomi sonrasi trombosit sayis1 >500000 /ul olan, ilk
ii¢ giin i¢cinde trombosit sayis1 normale ulasan ve geng yasta olan hastalar splenektomiye iyi
yanit verirler(1). Splenektomide mortalite insidans1 <%]1 olup, yasl ve baska ek hastalig1 olan
hastalarda bu oran artar(46). Splenektomiye direngli hastalarda aksesuar dalak
arastirilmalidir(1). Cerrahi olarak splenektomi kontrendike olan hastalarda dalaga radyoaktif
tedavi ya da splenik arter embolizasyonu tedavisi yapilir(46).

4.1VIG tedavisi

ITP hastalarinin %75 inde trombosit sayisini artirir ve %50 sinde trombosit sayisini normal
diizeye ulastirir(46). IVIG tedavisinin etkisi gecici olup 3- 4 hafta siirer. Tekrarlayan IVIG
infiizyonlar1 hastay1 direngli hale getirebilir(50).
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IVIG tedavisinin etki mekanizmasi;

1.Fc reseptor blokaj,

2.Antikor bagli trombositlerin klirensini azaltarak,

3.Trombosit antikorlarin antiidiyotip ndtralizasyonu ile trombosit seviyesini arttirirlar(51).

Onerilen total doz 2 g/kg olup 0.4 g/kg/giin 5 giin siireyle yada 1 g/kg/giin, 2 giin
stireyle uygulanabilmektedir.

Tedavinin yan etkileri olarak bas agrisi, bel agrisi, bulanti, ates, aseptik menenjit,
hepatit C, hemolitik anemi, bobrek ve akciger yetmezligi, tromboz, anaflaktik
reaksiyonlar(zellikle IgA eksikligi olanlarda) gozlenebilir. Bu yiizden IVIG tedavisi eriskin
ITP hastalarinda hayati kanamalar yoksa ve direngli ITP degilse baslangi¢ tedavisi olarak
Onerilmez(46).
5.Anti (Rh) D tedavisi
Anti D immiinglobulin Rh pozitif eritrositlerdeki D antijenine baglanirlar ve dalakta
parcalanarak Fc reseptor blokaj1 yaparlar. Bu sekilde antikor bagli trombositlerin klirensi
azalir.

Bu tedavi Rh negatif hastalarda etkili degildir. Dalag1 alinmis hastalarda tedaviye yanit
orani diistiktiir. 50- 100pg/kg dozda 3- 5 dk siireyle infiizyon yapilir(52). Etkisi 48 saat sonra
baslar(2). Bas agrisi, ates, karin agrisi, diyare, kusma, kasagrisi, otoimmiin hemolitik anemi,
tip I ve III asir1 duyarlik ve anaflaktik reaksiyonlar gibi yan etkiler goriilebilir(52).
6.Diger tedaviler
ITP hastalarinin 1/3 ii splenektomiye yanit vermez ya da kisa siireli remisyon ardindan niiks
ederler. Bu hastalarda tedavi i¢in trombosit sayisindan ¢ok kanama semptomlari goz oniinde
tutulur. Trombosit sayis1 >30000/ul olan hastalar kanama riski diisiik oldugundan takip
edilmektedir. Trombosit sayis1 <30000 olup kanama bulgusu olmayan ve ek hastalig
(hipertansiyon, peptik iilser) bulunmayan hastalar da tedavisiz izlenir(1). Splenektomiye
direncli tedavi gerektiren hastalarda vinka alkaloidleri, siklofosfamid, siklosporin,
azotiopiirin, danazol, interferon-a, kolsisin, aminokaproik asit, plazmaferez, rekombinant
faktor VIla ve ritiiksimab kullanilabilir(46).

Amerikan Hematoloji Birligi (ASH) ve Ingiliz Hematoloji Birligi (BSH) tarafindan iTP

hastalarinda takip edilmesi gereken tedavi semasi tablo-4’de gosterilmigtir.
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Tablo 4. ITP hastaliginda tedavi yaklasim kilavuzlarinin karsilastiriimasi(58-59)

Amerikan Hematoloji IngilizHematoloji
Birligi(1996) Birligi(2003)
1.basamak tedavi Kortikosteroidler Oral kortikosteroidler (Prednizon/

(Prednizon 1-2mg/

prednizolon 1 mg/kg/giin 2-4 hafta

kg/giin) IVIG(0.4g/kg/giin 5 giin yada
lg/kg 1 giin
2.basamak tedavi Splenektomi Splenektomi
1.ve 2.basamak IVIG Metilprednizolon(tek basina yada
tedaviye yanit Kortikosteroidler siklosporinle ve/veya IVIG ile

yoksa

Aksesuar splenektomi

kombine

Aksesuar splenektomi
Yiksek doz IVIG,vinka
Alkaloidleri,anti-D,danazol,

Azotiyopiirin ve siklosporin

Acil tedavi

Metilprednizolon(1g/giin 3 giin) Random trombosit transfiizyonu

IVIG tek basina yada kombine

Trombosit transfiizyonu
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma icin Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan onay alindi.
Calismanin maliyeti Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan karsilandi (BAP proje no:1350).

Calismamiz Kasim 2008-Temmuz 2009 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Meram T1p
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 ve Hematoloji polikliniginde ITP tanis ile yatirilan ve ayaktan takip
edilen eriskin yasta 20 hasta ve 20 saglikli kontrol grubu olmak iizere 40 vaka {izerinde
yapildi.

ITP tanis1 bazi kriterler dikkate alinarak konulmustur. Kanama bulgular1 disinda normal fizik
muayene bulgulari ile izole trombositopenisi (trombosit sayist < 150000/mm?) olan ve yapilan
periferik yayma ve kemik iligi ile trombositopeni yapan hematolojik ve diger hastaliklarin
dislandig1 hastalar ITP tanis1 konularak ¢alismaya alinmustir.

Hasta ve kontrol grubunun ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

1. 18 yas iistii eriskin hasta ve saglikli kisiler,

2. ITP hastalarinin yeni tan1 almis ve daha 6nce tedavi almamis olmasi,

3. Deneklerin herhangi bir kanser hastaligina sahip olmamasi ¢alismaya alinma kriteri olarak
belirlenmistir.

(Caligmaya alinan hastalarin tan1 anindaki trombosit sayisi, tedavi alip almadigi, tedavi
verildiyse hangi tedaviler aldig, tedaviye yanitlart incelenmistir. Hasta ve saglikli kontrol
grubu arasinda yas, cinsiyet, trombosit sayisi, immiinolojik parametreler karsilastirilmistir.

Calismaya alinan hastalarin hematolojik hastalik ve malignite tanisin1 diglamak ic¢in
periferik yaymalar1 incelendi. Ciddi trombositopenisi olan hastalara kemik iligi aspirasyonu
yapildi. Kontrol grubundaki bireylerin yasi, herhangi bir hematolojik hastalik olup olmadig:
sorgulandi. Hastalardan ve saglikli kontrol grubundan EDTA’l1 tiipe 2 ml kan alinarak
SUMTF Hematoloji Laboratuarinda Hb, trombosit ,16kosit, ortalama trombosit hacmi (MPV)
degerlerine Advia 21-20 cihazinda lazer sistemi kullanilarak bakildi. Caligmaya alinan hasta
ve kontrol grubundan EDTA’l1 tiipe 3 ml kan alindi. Lokositler iizerinde CD5, CD19,
eritrositler tizerinde CD55, CD59, trombositler iizerinde CD41a ekspresyonu bakilmak tizere
SUMTF Cocuk Immiinoloji Laboratuarina génderildi. Gonderilen &rnekler Becton

Dickinson(BD) Facs Calibur cihazinda akim sitometri yontemi ile analiz edildi.
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Caligmaya alinan hastalarin tedavi almadan dnce trombosit sayisi, lenfositler tizerinde
CDS5, CD19, CD5+CD19, trombositler iizerinde CD41a, eritrositler lizerinde CD55+CD59
ekspresyon orani ¢alisildi. Tedavi sonrasi hasta grubunda trombosit sayist bakildi. Diger
parametreler tedavi sonrasi degerlendirilmedi. Kontrol grubundaki saglikli olgularda dnce
trombosit sayisi, lenfositler tizerinde CD5, CD19, CD5+CD19, trombositler tizerinde CD41a,
eritrositler {izerinde CD55+CD59 ekspresyon orani ¢alisildi. Iki grup arasinda trombosit

sayist, CD5, CD19, CD5+CD19, CD41a, CD55+CDS59 ekspresyon oranlari karsilagtirildi.

Laboratuar testleri

1. CD5; EDTA’I1 tiipe aliman 100 pl venéz kan 6rnegi iizerine flowsitometri tiiplinde uygun
miktarda CD5 FITC (Fluorescein isothiocyenate) monoklonal antikorlar eklendi. 15 dakika
karanlikta oda 1sisinda bekletildikten sonra 2 ml BD facs lizing soliisyon eklendi. Oda 1sisinda
karanlikta on dakika bekletildi. Bu karisim 5 dk 1800 devirde santrifuj edildikten sonra
stipernatanti atildi. Coken kisma 3 ml BD Cell WASH eklendikten sonra tekrar 5 dk 1800
devirde santrifuj edildi. Ornegin ¢oken kismina 0,5 ml BD Cell WASH eklendikten sonra dort
renkli BD Facs Calibur akim sitometri cihazinda analiz edildi.

2. CD19; EDTA’11 tiipe alinan 100 pl vendz kan 6rnegi iizerine flowsitometri tlipiinde uygun
miktarda CD19 PE (Pycoerythrin) monoklonal antikorlar eklendi. 15 dakika oda 1s1sinda
bekletildikten sonra 2ml BD facs lizing soliisyon eklendi. Oda 1sisinda karanlikta 10 dakika
bekletildi. Bu karisim 5 dk 1800 devirde santrifuj edildikten sonra siipernatant: atildi. Coken
kisma 3 ml BD Cell WASH eklendikten sonra tekrar 5 dk 1800 devirde santrifuj edildi.
Ornegin ¢dken kismina 0,5 ml BD Cell WASH eklendikten sonra dort renkli BD Facs Calibur
akim sitometri cihazinda analiz edildi.

3. CDS5; EDTA ] tiipe alinan 2 pl vendz kan 6rnegi iizerine 4 ml BD Cell WASH eklendi.
Bu karigim 5 dk 1800 devirde santrifuj edildikten sonra siipernatant kismi atildi. Coken kisma
200 pl BD Cell WASH eklendi. Bu ¢6zeltinin100 pl si lizerine uygun miktarda CD 55 PE
monoklonal antikorlar eklendi. 45 dakika +4 santigrat 1sida bekletildi. Bu karisim iizerine 0,5
ml BD Cell WASH eklendi. Tekrar 5 dk 1800 devirde santrifuj edilen 6rnegin siipernatanti
atildi. Coken kisma 0,5 ml BD Cell WASH eklendikten sonra dort renkli BD Facs Calibur

akim sitometri cihazinda analiz edildi.
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4. CD59; EDTA L tiipe alinan 2 pl vendz kan 6rnegi lizerine 4 ml BD Cell WASH eklendi.
Bu karisim 5 dk 1800 devirde santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atildi. Coken kisma
200 pl BD Cell WASH eklendi. Bu ¢ozeltinin100 pl si tizerine uygun miktarda CD 59 PerCP
(Peridinin Chlorophyll Protein Complex) monoklonal antikorlar eklendi. 45 dakika +4
santigrat derecede bekletildi. Bu karisim iizerine 0,5 ml BD Cell WASH eklendi. Tekrar 5 dk
1800 devirde santrifuj edilen 6rnegin siipernatanti atildi. Céken kisma 0,5 ml BD Cell WASH
eklendikten sonra dort renkli BD Facs Calibur akim sitometri cihazinda analiz edildi

5. CD41a; EDTA’l1 tiipe alinan vendz kan 6rnegi 5 dk 1800 devirde santrifuj edildikten sonra
stipernatant kismin 100 pl’si flow sitometri tiipiine alindi ve tizerine uygun miktarda CD41a
FITC monoklonal antikorlar eklendi. 15 dakika oda 1sisinda bekleyen 6rnek 5 dk 1800
devirde santrifuj edildi. Stipernatant: atildi. Coken kisma 2ml BD facs lizing soliisyonu
eklendi.10 dakika oda 1sisinda bekletilen 6rnek daha sonra 5 dk 1800 devirde santrifuj edildi.
Santrifiij edilen 6rnegin siipernatant kismi atildi. Coken kisim tizerine 3ml BD Cell WASH
eklendi. Tekrar santrifuj islemi yapilan 6rnegin ¢oken kismina 0,5 ml BD Cell WASH
eklendikten sonra dort renkli BD Facs Calibur akim sitometri cihazinda analiz edildi.

6. Trombosit sayisi; EDTA’1 tiipe alinan vendz kan drnegi SUMTF hematoloji laboratuarina
gonderildi. Advia 21- 20 cihazinda lazer sistemi kullanilarak trombosit sayimi1 yapildi.

Hasta ve kontrol grubunun kan 6rnekleri bekletilmeden ¢ocuk immiinoloji laboratuarina
gonderildi. Hasta grubunun kan 6rneklerinde immiinolojik parametreler tedavi almadan 6nce
bir kez bakildi. Tedavide ilk secenek olarak metilprednizolon (1 mg/kg/giin) verildi. Yanit
alinamayan olgularda IVIG, azotiyopiirin ve/veya splenektomi gibi tedavi segenekleri
uygulandi. Tedavi sonrasi immiinolojik parametreler tekrar incelenmedi. Hastalarda tedavi

sonrasinda ve aylik kontrollerde trombosit sayimi yapildi.

istatistiksel Analiz

Calismanin istatistigi SUMTF Tibbi Istatistik béliimiinde yapilmustir. Calismada elde edilen
veriler degerlendirilirken, istatistiksel analiz i¢in Excel 2003 ve SPSS 15 programi kullanildi
Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilirken ortalama+standard sapma ve
ylizde(%) deger bulundu. Normal dagilima uymayan parametreler Mann Whitney U,
Wilcoxon testleri, normal dagilima uyan parametreler ise Student T test ile degerlendirildi.

p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilen hasta grubunun yaslar1 19- 78 arasinda (yas ortalamasi=

44,3+16.8) ve saglikli grubun yaglar1 22-79 yas arasinda(yas ortalamasi= 35,9+14.29)

degismekteydi. Calismaya 26 kadin,14 erkek olmak iizere 40 vaka dahil edilmistir. Hasta

grubunda 12°si kadin,8’1 erkek toplam 20, kontrol grubunda ise 14 kadin,6 erkek toplam 20

hasta bulunmaktaydi.

Calismaya dahil edilen hasta grubunda ciddi trombositopenisi olan (trombosit sayisi

<30000) hastalara baglangicta kemik iligi aspirasyonu yapildi. Bu hastalarda malignite ya da

diger hematolojik hastaliklar diglandi.

Gruplar arasinda trombosit sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi

(p<0.05). Hasta grubunda CD5 ekspresyon orani kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli diisiik saptandi(p= 0,04). Gruplar arasinda CD19 ekpresyon oraninda istatistiksel

olarak anlaml fark izlenmedi (p= 0,87). Hasta grubunda CD5+CD19 (CD5+B lenfosit)

ekspresyon orani istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p= 0,01). CD41a ekspresyon

orani saglikli kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi (p= 0,001).

CD55+59 ekspresyon orant hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek saptandi

(p<0.05). (Tablo 5)

Tablo 5. Gruplar arasinda trombosit sayist ve CD ekspresyon oranlarinin karsilagtirilmasi

Hasta grubu Kontrol grubu P degeri

N=20 N=20
Trombosit sayis1 21850+21692 227500+49852 0,00
L-CD5 %69,28+7,75 %73,62+4,61 0,04
L-CDI19 %10,01+4,58 %9,242,55 0,87
L-CD5+CD19 %2,19+1,65 %1,27+0,75 0,01
PLT-CD41a %44,63+35,38 %90,3+9,24 0,001
E-CD55+CD59 %98,03+1,77 %91,56+7,47 0,00

18




Hasta grubunda 15 olguya steroid tedavisi verildi. 5 hasta tedavi verilmeden takip edildi.
Tedavi verilen grupta dort hasta steroid tedavisine cevap verdi. Sekiz hasta steroid tedavisine
cevap vermedi. 3 hasta tedavi baslandiktan sonra takip dis1 kald1. Steroid tedavisine cevap
vermeyen hasta grubunda bir hasta splenektomiye, bir hasta da azotiyopiirin tedavisine cevap
verdi.

Steroid tedavisine cevap veren hasta grubu ile steroid tedavisine cevap vermeyen hasta
grubu arasinda CDS5, CD19, CD5+CD19, CD41a ve CD55+CD59 ekspresyon oranlari

karsilagtirildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi. (Tablo 6)

Tablo 6. Steroid tedavisine cevabi olan ve olmayan hasta gruplarinda CD ekspresyon

oranlarinin karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2 P degeri
N=4 N=8
L-CD5 %65,25+11,03 %71,25+5,88 0,23
L-CD19 %9,0+7,96 %9,88+4,52 0,61
L-CD5+CD19 %2,5+3,79 %1,32+0,71 0,86
PLT-CD41a %18,754+9,33 %48,0+33,18 0,13
E-CD55+CD59 %96,75+3,31 %97,75+1,04 0,86

Grupl: steroid tedavisine cevabi olan hasta grubu

Grup2: steroid tedavisine cevabi olmayan hasta grubu

Calismada ayrica hasta grubundaki trombosit sayist ile CD5, CD19, CD5+CD19, CD41a
ve CD55+CD59 ekspresyon oranlar1 arasinda iliski arastirildi. ITP tanis1 konulan hastalarn
baslangi¢ trombosit sayisi dikkate alindi. Trombosit sayis1 <30000 ciddi trombositopeni
olarak degerlendirildi. Trombosit sayis1 <30000 olan hasta grubu ( n=14 ) ile trombosit sayis1
>30000 ( n= 6 ) olan hastalar karsilastirildi. Gruplar arasinda CD5, CD19, CD5+CD19 ve
CD55+CD59 ekspresyon oranlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmada.
Yalnizca CD41a ekspresyonu trombosit sayisi >30000 olan grupta istatistiksel olarak anlamli

yiiksek saptandi( p=0,01). (Tablo 7)
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Tablo 7. Trombosit sayisina gére CD ekspresyon oranlarinin karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2 P degeri
N=14 N=6
L-CD5 %69,36+7,73 %67,5+7,81 0,56
L-CD19 %9,9345,09 %8,5+2,43 0,62
L-CD5+CD19 %1,714+2,02 %1,95+1,12 0,74
PLT-CD41a %31,36+29,83 %76,66+22,78 0,01
E-CD55+CD59 %97,65+1,87 %97,17+1,72 0,80

Grup 1: Trombosit sayis1 <30000

Grup 2: Trombosit sayis1 >30000
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5. TARTISMA VE SONUC

Idiyopatik trombositopenik purpura sik goriilen bir hematolojik hastaliktir. Erigkin yasta
siklikla kronik tipte goriiliir. Kadinlarda erkeklere oranla iki kat daha fazla goriiliir. 1950
yilindan bu yana ITP patofizyolojisi bilinmesine ragmen yeterli kalitede calismalarin
olmamasi1 nedeni ile halen kanita yonelik tedavi uygulanmamaktadir. Bu ¢alismada ITP
hastalari ile saglikli kontrol grubu arasinda lenfositler, eritrositler ve trombositler tizerindeki
ylizey belirteclerinin ekspresyon orani karsilastirilarak tedavide nasil bir yontem
izlenebilecegi amaglanmustir.

B lenfositlerin Bla hiicre alt grubu peritoneal ve plevral kavitede yogun olarak bulunur
ve CDS5 eksprese ederler (61, 62). Cevresel kan lenfositlerinin %70 inde CDS5 ekspresyonu
gbzlenmistir(34). CD19 ise B lenfosit farklilasma ve olgunlasma agamalarinin tiimiinde
eksprese edilir ve B lenfosit ylizey belirtecidir(37). Dolayisi ile Bla lenfositler CD19+CD5
eksprese ederler. Bla lenfositleri [gM iiretiminin biiyiik béliimiinden sorumlu olup otoimmiin
hastaliklarda rol oynarlar (61,62). Mizutani ve ark, 30 ITP tanili hasta grubunda saglikli
kontrol grubuna gore CD5+ B lenfositlerin ¢evresel kanda ve dalakta arttigini géstermislerdir.
Bu calismada ayrica romatoid artrit ve sjogren gibi otoimmiin bazi hastaliklarda CD5+ B
lenfositlerin ¢evresel kanda arttig1 gosterilmistir. ITP hastalarinda splenik CD5+ B
lenfositlerin otoantikor yapimu ile iligkili oldugu saptanmistir (60). Van der Harst ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada ITP hastalarinda CD5+B lenfosit popiilasyonunun arttig1
gdsterilmistir(63). Iyori ve ark. tarafindan ¢ocukluk ¢agindaki 29 kronik ITP tanili hastada
CD5+B lenfosit oran1 ve trombosit iligkili otoantikorlar ¢alisilmis ve kontrol grubu ile
karsilastirilmistir. iki grup arasinda CD5+B lenfosit orani arasinda anlamli bir fark
bulunmamustir. Bu ¢alismada ITP hastalarinda CD5+B lenfosit oran ile trombosit iliskili igM
arasinda 6nemli bir iliski saptanmstir(64). Hou ve ark, ITP hastalarinda splenik CD5+B
lenfosit oranini, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da yiiksek
saptanmustir(65). Yu ve ark, aktif ITP ve Graves hastalarinda CD5+B lenfosit oraninin
belirgin yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayrica bu ¢alismada trombosit sayis1 ile CD5+B
lenfosit diizeyinin ters orantili oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada yine CD5+ B lenfositlerin
bazi otoimmiin hastaliklarda antikor {iretiminde sorumlu olabilecegi sonucuna varilmistir(66).
Bizim calismamizda da ITP hastalarinda ¢evresel kanda CD5+ B lenfosit oran1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli1 yiiksek saptandi. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara
dayanarak, ITP hastalarinda CD5+ B lenfositleri tetikleyen mekanizma net olarak
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aciklanamamis olsa da CD5+ B lenfositlerin otoantikor iiretiminde sorumlu oldugu ve
otoimmiin yanita neden olabilecegi sonucuna varilabilir.

Mizutani ve ark, trombosit sayisini dikkate alarak ITP hastalarinda hastaligin ciddiyeti
ile CD5+B lenfosit oran1 arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. CD5+B lenfosit orani ile klinik
ciddiyet arasinda iligski bulunamamigtir(60). Bunun yan1 sira Maini ve Plater-Zyberg,Erhardt
ve ark ve Raveche tarafindan yapilan farkli ¢alismalarda otoimmdiin bir hastalik olan
Romatoid artritte CD5+B hiicre orani ile RF titresi arasinda yakin bir iligki oldugu
gosterilmistir(60).

Calismamizda CD5+ B lenfosit orani ile hastaligin ciddiyeti arasinda iligki olup olmadig:
arastirilmistir. Hastaligin ciddiyeti trombosit sayisi dikkate alinarak degerlendirilmistir.
Trombosit sayis1 <30000 olan hastalar ile trombosit sayis1 >30000 iizerinde olan hastalarda
CD5+B lenfosit orani karsilastirilmistir. CD5+B lenfosit orani ile hastaligin ciddiyeti arasinda
anlaml bir iligki saptanmamustir. Bunun nedeni ¢aligmaya dahil edilen hasta sayisinin yetersiz
olmasi ile agiklanabilir. CD5+B lenfositlerin hastalik aktivitesi ile iliskili olabilecegini
gosteren kuvvetli kamitlara ihtiyag vardir. ITP tanili hasta grubunda CD5+B lenfosit oran ile
steroid tedavisine yanit arasinda anlamli bir iliski saptanmadi.

CD19 ekspresyonu B lenfosit farklilagsma ve olgunlagsma agsamalarinin tiimiinde gozlenir.
T lenfosit, graniilosit ve monositlerde CD 19 ekspresyonu izlenmez (37). Zhu XJ ve ark
tarafindan yapilan bir ¢calismada B lenfosit aktive edici faktor (BAFF) yiiksekliginin bazi
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynadig1 gosterilmistir. Laboratuar ¢alismalarinda
bu faktoriin CD19+ ve CD8+ lenfositlerin yasam siiresini uzattigi, trombosit apopitozisini
artird1g1 ve IFN-gama sekresyonunu artirdig1 gdsterilmistir(67). Bizim ¢alismamizda ITP
tanisi alan hasta grubunda CD19+ B lenfosit oran1 artmis olsa da iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark izlenmedi. CD19+B lenfosit orani ile trombosit sayis1 ve steroid
tedavisine yanit arasinda anlaml bir iligki tespit edilmedi.

Etiyolojisi heniiz aydinlatilamamis ¢esitli nedenlerle T hiicrelerinin aktivite kazandigi ve
otoantikor iiretiminde sorumlu oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Fakat
CDS5 eksprese eden T lenfositlerinin ITP hastalarinda immiin yamttaki rolii ile ilgili verilere
heniiz ulasilamamistir(13). Calismamizda ITP tanili hasta grubunda CD5+ lenfosit orani
anlaml1 diisiik saptandi. CDS5 ekspresyonu ¢evresel kanda hem T hem de B lenfositleri
tarafindan eksprese edildigi bilinmektedir(34). CD5+ B lenfosit orani hasta grubunda anlamli
yiiksek saptandigindan, saglikli grupta CD5+ lenfosit yiiksekliginin CDS5 eksprese eden T
lenfositlerinden kaynaklandig diistiniildii. Calismamiza dayanarak CD5+ T lenfosit oraninin
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ITP tanil1 hasta grubunda diisiik oldugu sonucuna varilabilir.

Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri(PNH) genetik bir hastalik olup CD55 ve CD59
ekspresyon eksikligi nedeni ile glikofosfatidilinozitol zincir harabiyetine yol agarak eritrosit
ve lokositlerin yikimi ile sonuglanir(33). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara gére PNH
patogenezinde hemolize yol agan esas etken CD59 eksikligidir(69). CD55 ve CD59
ekspresyon eksikliginde, kompleman sistemine bagli yikimdan eritrositler gibi trombosit ve
l6kositler de etkilenirler(68). Ruiz-Argiielles ve Llorente otoimmiin hemolitik anemi,
otoimmiin trombositopeni ve SLE tanis1 alan ti¢ farkl tip sitopenisi olan hastalar {izerinde
sirasiyla eritrositler, trombositler ve lenfositler tizerinde CD55 ve CD 59 ekspresyon eksikligi
olup olmadigini arastirmislardir. ITP tanis1 alan 30 hasta ve 30 saglikli kontrol grubu arasinda
trombositler tizerinde CD55 ve CD59 ekspresyon oranlar1 karsilastirilmistir. Bu ¢alismada
CD59 ekpresyon eksikligi ile trombositopeni ciddiyeti arasinda anlamli bir iligki
saptanmigken, CD55 ekspresyon eksikligi ile anlamli iligki tespit edilememistir. CD55, CDS59,
ya da her ikisinin ekspresyon eksikligi ile trombosit antikorlar1 arasinda iligski saptanmamustir.
CD55 ve/veya CD59 ekspresyon eksikliginin otoimmiin hemoltik anemi, otoimmiin
trombositopeni, SLE lenfopenisi ile iliskili oldugu tespit edilmistir(28). Bu ¢aligma 15181nda
CD55 ve CD59 ekspresyon eksikliginin yalnizca PNH hastalig ile iliskili olmadig, diger
otoimmiin hastaliklarda da rol oynadig1 sonucuna varilabilir. Bizim ¢alismamizda eritrositler
iizerinde CD55+CD59 ekspresyonunun ITP ile iliskisi arastirildi. ITP tanili hasta grubunda
CD55+CD59 eksprese eden eritrosit orani kontrol grubuna gdre anlamli yiiksek saptandi.
Vakalarin higbirinde CD55+CD59 ekspresyon eksikligi saptanmadi. Onceki ¢alismada
CD55+CD59 ekspresyonu trombositler iizerinde bakilmis olup bizim ¢aligmamizda ise
CD55+CD59 ekspresyonu eritrositler iizerinde bakilmistir. Bizim ¢alismamiza gore TP
hastalarindaki otoimmiin olay ile CD55+CD59 eksprese eden eritrosit orani arasinda iliski
olmadig1 yada baska bir deyisle CD55+CD59 eksprese eden eritrositlerin otoimmiin olaydan
etkilenmedigi diistiniilebilir. CD59 /CDS5S5 tek basina ya da birlikte eksprese eden hiicrelerin
otoimmiin mekanizmaya kars1 direncinden s6z edebilmek i¢in daha kapsamli ¢caligmalara
ithtiyac vardir. Calismamizda eritrositlerdeki CD55+ 59 ekspresyonu ile trombositopeninin
ciddiyeti arasinda anlamli iliski bulunmamuistir. Ayrica eritrositlerdeki CD55+ 59 ekspresyonu
ile ITP hastalarinda steroid tedavisine yanit arasinda iliski saptanmamustir.

CD41a, kalsiyum bagimli Gp-IIb/Illa kompleksi olup yalnizca trombosit ve megakaryosit
yiizeyinde bulunan bir antijendir(39). Trombosit yiizey antijenlerine 6zellikle GP-IIb/IIIa
kompleksine kars1 olusan antikorlar ITP patogenezinde énemli rol oynarlar(7, 8).
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Kahng ve ark, 20 ITP ve 34 aplastik anemi tanis1 alan hastanin trombositleri {izerinde CD41a,
CD41, CD41b, CD61 ekpresyonunu saglikli kontrol grubu ile karsilastirmislar. CD41a ve
CD41 ekspresyonu ITP hastalarinda saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda azalmis
olarak saptanmistir(70). Bizim ¢alismamizda da patogenezden sorumlu antikorlardan ziyade
antikorlarin baglandig1 trombosit yiizey antijeni olan CD 41a ekspresyonu arastirildi. ITP
hastalarinda CD41a+ trombosit oran1 saglikli kontrol grubuna gore anlamli diisiik saptandi.
ITP hastalarinda trombositler iizerindeki Gp-IIb/IIla kompleksinin antikorlarla kaplt
olmasinin CD41a+ trombosit oraninin diisiik saptanmasina sebep olabilecegi diisiiniildii.
Ayrica trombosit sayisinin az olmasi1 CD41a ekspresyon oraninin diisiik bulunmasina sebep
olabilecegi diisiiniildii. ITP hastalarinin higcbirinde CD41a eksikligi saptanmadi. ITP hasta
grubunda CD41a ekpresyon orani ile trombosit sayis1 arasinda anlamli bir iligki saptandi.
Ciddi trombositopenisi olan (trombosit <30000) hastalarda CD41a ekspresyon orani trombosit
say1s1 >30000 olan hastalara oranla diisiik bulundu. ITP hasta grubunda, steroid tedavisine
cevap veren hastalar ile steroid tedavisine cevabi olmayan hastalar arasinda CD41a
ekspresyon orani arasinda anlamli fark goézlenmedi.

ITP hastalarinda tan1 koymak icin kemik iligi yapilip yapilmamasina dair farkli goriisler
bulunmaktadir. Amerikan Hematoloji Birligi sadece persistan trombositopenisi olan ve
tedaviye yaniti olmayan hastalarda kemik iligi yapilmasi gerektigini belirtmislerdir(58).
Ingiliz Hematoloji Birligi tarafindan ise steroid tedavisinden &nce kemik iligi yapilmasi
gerektigi bildirilmistir(59). Bizim ¢alismamiza dahil edilen ciddi trombositopenisi olan
(trombosit <30000) hastalara steroid tedavisine baglamadan once kemik iligi aspirasyonu
yapilarak malignite yada bagka bir hematolojik hastalik olasilig1 diglanmistir.

Calismamizda ITP tanis1 alan hastalarda saglikli kontrol grubuna gére CD5+CD19 B
lenfosit oran1 kontrol grubuna gore anlamli yiiksek saptanirken, CD19+ B lenfosit orani
anlamli olmasa da yiiksek saptandi. Daha 6nce yapilan ¢alismalara ve bizim ¢aligmamiza
dayanarak CD19+ ve CD5+CD19 B lenfositlerin ITP hastalarinda otoimmiin mekanizmada
rol oynadig diisiiniilebilir. Tek basia CD5+ lenfosit oraniin ise ITP patogenezindeki rolii
net degildir. CD55+59 eksprese eden eritrosit orani ise hasta grubunda anlamli yiiksek
saptandi. Calismamizda ayrica saglikli kontrol grubunda CD41a eksprese eden trombosit
orani ITP tanisi alan hasta grubuna kiyasla anlaml yiiksek saptandi. Calismamizda CD 41a
ekspresyonu ile trombosit sayis1 arasinda anlamli iligki tespit edilmis olup ciddi

trombositopenisi olan hastalarda CD41 a ekspresyonu azalmis olarak bulunmustur.
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6. OZET

Amag: Bu caligmanin amaci; kronik idiyopatik trombositopenik purpura tanist konulan
hastalarda trombositlerin immiin yikiminda, CD5+ B lenfositlerin ve kompleman sisteminin

roliinii ve tedaviyle iligkisini aragtirmaktir.

Gerec ve yontem: Kronik ITP tanis1 konulan 20 hasta ve 20 saglikli kontrol grubu ¢alismaya
alindi. Calismaya alinan hastalarin tedavi almadan 6nce trombosit sayisi, lenfositler tizerinde
CD5, CD19, CD5+CD19, trombositler {izerinde CD41a, eritrositler tizerinde CD55+CD59
ekspresyon orani akim sitometri yontemi ile analiz edildi. Tedavi sonrasi hasta grubunda
trombosit sayis1 bakildi. Diger parametreler tedavi sonrast degerlendirilmedi. Kontrol
grubundaki saglikli olgularda 6nce trombosit sayisi, lenfositler iizerinde
CD5,CD19,CD5+CD19, trombositler tizerinde CD41a, eritrositler lizerinde CD55+CD59
ekspresyon orani ¢alisildi. Iki grup arasinda trombosit sayisi, CD5, CD19, CD5+CD19,
CD41a, CD55+CD59 ekspresyon oranlari karsilastirildi.

Bulgular: Caligmamizda iTP tanisi alan hastalarda CD5+CD19 B lenfosit orani(p=0,01)
kontrol grubuna gore anlamli yiiksek saptandi. Hasta grubunda CDS5 ekspresyon orani kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik saptandi(p= 0,04). CD55+59 eksprese eden
eritrosit orani (p<0.05) ise hasta grubunda anlaml1 yiiksek saptandi. Kontrol grubunda CD41a
eksprese eden trombosit orani (p= 0,001) ITP tanil1 hasta grubuna kiyasla anlamli yiiksek
saptandi. CD 41a ekspresyonu ile trombosit sayist arasinda anlamli iligki tespit edilmis olup
ciddi trombositopenisi olan hastalarda CD41a ekspresyonu azalmig olarak bulunmustur. Hasta
grubunda steroid tedavisine yanit agisindan CD yiizey antijenleri arasinda anlamli iligki
saptanmadi.

Sonuc: Calismamizda kronik ITP hastalarinda CD5+B lenfosit oraninin yiiksek oldugu
saptanmis olup trombositlerin immiin yikiminda CDS5 eksprese eden B lenfositlerin rolii
olabilecegi diisiiniildii. Trombosit yikiminda kompleman sisteminin lizisine karsi
eritrositlerdeki CD55+CD59 ekspresyonunu arasinda ile iliski olmadig1 saptandi. Kronik ITP
hastalarinda trombosit sayis1 ile CD41 a ekspresyon orani arasinda iliski saptandi.

Anahtar kelimeler: *Kronik iTP *CD5 *CD19 * CD55 *CD59 *CD4l1a
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7. ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to investigate the role and relation of CD 5
lymphocytes and complement system in otoimmiine destruction of thrombocytes and the
treatment who were diagnosed with chronic ITP.

Methods: In this study, 20 patients with chronic ITP and 20 healthy control subjects were
included. Platelet count, proportion of lymphocytes bearing CD5, CD19, CD5 + CD19 and
platelets bearing CD41a, red blood cells bearing CD55 + CDS59 cell surface antigen were
analyzed by flow cytometri method in patients with ITP before treatment and in control
group. Platelet count was determined in patients with ITP after the treatment. Other
parameters were not evaluated after treatment. Platelet count, proportion of CDS5, CD19, CD5
+ CD19, CD41a, CD55 + CD59 expressions were compared between the two groups.
Results: The percentage of CD5 + CD19 cells in peripheral blood lymphocytes was
significantly increased (p = 0.01) in patients with ITP as compared with normal controls. The
percentage of CD5+ lymphocytes significantly decreased (p= 0.04) in patient with ITP than
the controls. The percentage of CD55 +59 red blood cells were significantly higher (p <0.05)
in patients group. The proportion of CD41a expression in normal controls was significantly
higher (p = 0.001) than patient group. There was positive correlation between the percentage
of CD 41a expression and platelet count. In patients with ITP, there was no significant
relationship between CD surface antigen type and response to steroid therapy.

Conclusions: CD5 + B lymphocytes in patients with chronic ITP were found to be higher and
CD5-B lymphocytes was thought to be responsible for immune destruction of platelets. There
was no relationship between the complement system and immune destruction of platelets in
this study. In patients with chronic ITP, there was no correlation between the percentage of
CD41a+ platelets and platelet counts.

Keywords: *Chronic ITP *CDS *CD19 * CD55 *CDS9 *CD4la

26



Kaynaklar

1. Marshall Al Lichtman, Ernest Beutler, Kenneth Kaushansky, Thomas J. Kipps, Uri Seligsohn, Josef Prchal.
Thrombocytopenia. Williams Hematology, Seventh Edition,2005.1749-1760

2. John P. Greer, John Foerster, George M. Rodgers, Frixos Paraskevas, Bertil Glader. Thrombocytopenia.
Wintrobe’s Clinical Hematology, Twelfth edition,Volume 2, 2008.1289-1294

3. Anthony S. Fauci, Eugene Braunwald, Dennis L. Kasper, Stephen L. Hauser, Dan L. Longo, J. Larry Jameson,
and Joseph Loscalzo, Eds. Harrison I¢ Hastaliklar1 Prensipleri, 12.baski, 2004; 745-749

4. Imbach P, Kuhne T, Signer E. Historical aspects and present knowledge of idiopathic thrombocytopenic
purpura. British journal of Hematology, 2002;119;894-900

5. Stasi R, Evangelista ML, Stipa Eet al. ITP in the 21st century. Hematology/ the Education Program of the
American Society of Hematology American Society of Hematology 2006: 402—407

6. Terry Gernsheimer. The Oncologist Chronic Idiopathic Thrombocytopenic Purpura: Mechanisms of
Pathogenesis 2009;14:12-21

7. McMillan R. Autoantibodies and autoantigens in chronic immune thrombocytopenic purpura. Semin
Hematol 2000;37:239 —248.

8. Escher R, Muller D, Vogel M et al. Recombinant human natural autoantibodiesAgainst GPIIb/Illa

inhibit binding of autoantibodies from patients with AITP. Br J Haematology,1998;102:820—828.

9. Kunicki TJ, Newman PJ. The molecular immunology of human platelet

proteins. Blood 1992;80:1386 —1404.

10. Cines DB, Blanchette VS. Immune thrombocytopenic purpura. New Engl J Med 2002; 346: 995-1008

11. Kravitz MS, Shoenfeld Y. Thrombocytopenic conditions—autoimmunity and hypercoagulability:
Commonalities and differences in ITP, TTP, HIT, and APS. Am J Hematol 2005;80:232-242.

12. Roark JH, Bussel JB, Cines DB et al. Genetic analysis of autoantibodies in idiopathic thrombocytopenic
purpura reveals evidence of clonal expansion and somatic mutation. Blood 2002;100:1388 —1398

13. Kuwana M, Ikeda Y. The role of autoreactive T-cells in the pathogenesis of idiopathic thrombocytopenic
purpura. Int J Hematol 2005;81:106 —112

14. Kiefel V, Freitag E, Kroll H et al. Platelet autoantibodies (IgG, IgM, IgA) against glycoproteins IIb/I1la and
Ib/IX in patients with thrombocytopenia. Ann Hematol 1996;72:280 —285

15. Wang T, Zhao H, RenHet al. Type 1 and type 2 T-cell profiles in idiopathic thrombocytopenic purpura.
Haematologica 2005;90:914 —923

16. Olsson B, Andersson P-O, Jernas M et al. T-cell-mediated cytotoxicity toward platelets in chronic idiopathic
thrombocytopenic purpura. Nat Med 2003;9:1123-1124

17. Andersson PO, Stockelberg D, Jacobsson S et al. A transforming growth factor-betal-mediated by stander
immune suppression could be associated with remission of chronic idiopathic thrombocytopenic purpura. Ann
Hematol 2000;79:507-513

18. Per-Ola Andersson , Anna Olsson and Hans Wadenvik. Reduced transforming growth factor-1 production
by mononuclear cells from patients with active chronic idiopathic thrombocytopenic purpura. British journal of

haematology. 2002, vol. 116, pp. 862-867

27



19. Zhang F, Chu X, Wang L et al. Cell-mediated lysis of autologous platelets in chronic idiopathic
thrombocytopenic purpura. Eur J Haematol 2006;76: 427-431

20. Li S, Wang L, Zhao C et al. CD8_T cells suppress autologous megakaryocyte apoptosis in idiopathic
thrombocytopenic purpura. Br J Haematol 2007;139:605— 611

21. Garcia-Suarez J, Prieto A, Reyes E et al. Severe chronic autoimmune thrombocytopenic purpura is associated
with an expansion of CD56_CD3- natural killer cells subset. Blood 1993;82:1538 —1545

22. Chang M, Nakagawa PA, Williams SA et al. Immune thrombocytopenic purpura (ITP) plasma and purified
ITP monoclonal autoantibodies inhibit megakaryocytopoiesis in vitro. Blood 2003;102:887— 895.

23. Liu B, Zhao H, Poon MC ,Han Z, Gu D, XuM, Jia H,Yang R, Han ZC Abnormality of CD4+CD25+
regulatory T cells in idiopathic thrombocytopenic purpura ,European Journal of Haematology, (2006), 78:139-
143

24. Meabed HM, Taha GM, Mohamed SO, El-Hadidy KS.Autoimmune thrombocytopenia: Flow cytometric
determination of platelet-associated CD154/CD40L and CD40 on peripheral blood T and B
lymphocytes,Hematology, (2007), 12:4,301-307

25. Kosugi S, Kurata Y, Tomiyama Y et al. Circulating thrombopoietin level in chronic immune
thrombocytopenic purpura. Br J Haematol 1996;93:704-706.

26. Aledort LM, Hayward CPM, Chen M-G et al. Prospective screening of 205 patients with ITP, including
diagnosis, serological markers, and the relationship between platelet counts, endogenous thrombopoietin, and
circulating antithrombopoietin antibodies. Am J Hematol 2004;76:205-213.

27. Mizutan1 H, Furubayashi T, Kashiwagi H. B cells expressing CD5 antigen are markedly increased in
peripheral blood and spleen lymphocytes from patients with immune thrombocytopenic purpura British journal
of Haematology. 1991, 78, 474-479

28. Alejandro Ruiz-Argiielles , Luis Llorente, The role of complement regulatory proteins (CD55 and CD59) in
the pathogenesis of autoimmune hemocytopenias, Autoimmun Rev. 2007 Jan;6(3):155-61. Epub 2006 Oct 16.
Review.

29. Telen MJ, Green AM. The Inab phenotype: characterization of the membrane protein and complement
regulatory defect. Blood 1989;74:437—41.

30. Meri S, Waldman H, Lachmann PJ. Distribution of protecting(CD59), a complement membrane attack
inhibitor, in normal human tissues. Lab Invest 1991;65:532-7.

31. Lachmann PJ. The control of homologous lysis. Immunol Today 1991;12:312-5.

32.Brodbeck WG, Kuttner-Kondo L,Mold C,Medof ME.Structure/functionstudies ofhuman decay accelerating
factor.Immunology.2000;101:104-111

33. Besler M,Mason PJ,Hillmen P,et all.Paroxysmal nocturnal haemoglobinuria(PNH) is caused by somatic
mutations in the PIG-A gene.EMBO J.1994;13:110-117

34. Uliveri C Valensin S,Majolini MB,Mathews RJ,2003.Normal B1 cell development by defective BCR
signaling-/-mice in Lkc.Eur J immunol.,33:441-445.

35.Warnke R,Miller R,Grogan T.Immunologic phenotype in 30 patients with diffuse large cell lymphoma.N Eng
J Med.1980;303:293-300

28



36.Reichert T,DeBruyere M,Deneys Vet al.Lymphocyte sunset reference ranges in adult Caucasions.Clin
immmunol Immunopath.1991;60:190-208

37.Loken MR,Shah VO,Dattilio KL,Civin Cl.Flowcytometric analysis of human bone marrow.II.Normal B
lymphocite development.Blood.1987;70:1316-1324.

38.Beyaz F,B lenfositlerin gelisimi ,fonksiyonlar1 ve histokimyasal 6zellikleri,Erciyes Univ.Vet Fak Derg
2004:67-72

39. Debili N, Robin C, Schiavon V, Letestu R, Pflumio F, Mitjavila-Garcia MT, Coulombel L, Vainchenker W:
Different expression of CD41 on human lymphoid and myeloid progenitors from adults and neonates. Blood.
2001 Apr 1;97(7):2023-30

40. Dr. Klara Dalva. Hematoloji’de Akim Sitometri Kullanimi. Temel Molekiiler Hematoloji Kursu. 2005

41. Keren DF, Hanson CA, Hurtubise PE. Flow cytometry and clinical diagnosis. Chicago: ASCP Press,
1994:664 pp..

42. Leucocyte Typing VI. Edition Kishimoto ve ark. Oxford University Press, 1997

43..Mason D ve arkCD antigens 2001.International Immunology: 2001 :1095-98

44. Essential Immunology.Ninth Edition.Ivan Roitt.Blackwell Science Publishing,1997

45. Blood .Second Edition.Principle and Practice of Hematology.2003

46.George JN,Woolf SH, Raskop GE:idiopathic thrombocytopenic purpura:Aguideline for diagnosis and
management of childeren and adults.American Society of Hematology.Ann Med 30:38;1998

47 Baumann MA,Menitove JE, Aster RH,Anderson T:Urgent treatment of idiopathic thrombocytopenic purpura
with single dose gammaglobulin infusion followed by platelet transfusion.Ann Intern Med 104:808,1986
48.Gernsheimer T,Stratton J,Balem PJ,Slichter SJ:Mechanism of response to treatment in autoimmune
thrombocytopenic purpura.N Engl J Med. 320:974,1989

49.Cheng Y,Wong RS,Soo YO,,et al:Initial treatment of immune thrombocytopenic purpura with high dose
dexamethazone.N Engl J Med 349:831,2003

50.Bussel JB,Pham LC,Aledort L,Nachman R:Maintenance treatment of adults with chronic refractory immune
thrombocytopenic purpura using repeated intavenous of gammaglobulin.Blood 72:121,1998

51.Berchtold P,Dale GL,Tani P,Mc Millian R:Inhibition ofautoantibodybinding to platelet glycoprotein IIb/Illa
by anti-idiotypic antibodies in intravenous gammaglobulin.Blood 74:2414,1989

52.Hong F,Ruiz R,Price H,et al:Safety profile of WinRo anti-D.Semin Hematol 35:14,1998

53.Lopez ja,Andrews RK,Afshar-Kharghan V ,BerndtMC:Bernard Soulier syndrome.Blood 91:4397,1998

54 .Hughes M,Webert K ,Kelton jg:The use of electron microscopy in the investigation of tje ultrastructural
morphology of immune thrombocytopenic purpura platelets.Semin Hematol 37:222,2000

55. Evans RS, Takahashi K,Duane RT,et al:Primary thrombocytopenic purpura and acquired hemolytic
anemia;evidence for a common etiology.Arc Intern Med 87:48,1951

56 Kelton JG,Murphy WG, Lucarelli A,et al: A prospective comparision of four techniques for measuring
platelet associated IgG.Br J Hematol 71:97,1989

57. Chong BH,Keng TB:Advances in the diagnosis of idiopathic thrombocytopenic purpura.Semin Hematol
37:249,2000

29



58. George JN, Woolf SH, Raskob GE et al.Idiopathic thrombocytopenic purpura: a practice guideline developed
by explicit methods for the American Society of Hematology. Blood. 1996; 88:3-40.

59. British Committee for Standards in Haematology GHTF. Guidelines for the investigation

and management of idiopathic thrombocytopenic purpura in adults,children and in pregnancy. Br J Haematol.
2003; 120:574-96.

60. Mizutani H, Furubayashi T,Kashiwagi H,et al, B cells expressing CD5 antigen are markedly increased in
peripheral blood and spleen lymphocytes from patients with immune thrombocytopenic purpura . Br J Hematol
1991, 78, 474-479

61.Duan B,Morel L. Role of B-1a cells in autoimmunity. Autoimmiin Rev. 2006 Jul;5(6):403-8.

62. Kasaian MT, Casali P,Autoimmunity-prone B-1 (CD5 B) cells, natural antibodies and self recognition.
Autoimmunity. 1993;15(4):315-29

63. Van der Harst D, de Jong D, Limpens J, et al. Clonal B-cell populations in patients with idiopathic
thrombocytopenic purpura. Blood. 1990 Dec 1;76(11):2321-6.

64. Iyori H, Fujisawa K, Akatsuka JAutoantibodies and CD5+ B cells in childhood onset immune
thrombocytopenic purpura. Acta Paediatr Jpn. 1995 Jun;37(3):325-30.

65. Hou M, Lv B, He Q et al.Both splenic CD5(+) B and CD5(-) B cells produce platelet glycoprotein-specific
autoantibodies in chronic ITP. . Thromb Res. 2003 Apr 15;110(1):1-5.

66. Yu JR, Qiu ZX, Yang H. [CD5+B cells and autoimmune diseases. (Article in Chinese)Zhonghua Nei Ke Za
Zhi. 1994 Sep;33(9):590-2.

67. Zhu XJ, Shi Y, Peng J, Guo CS, Shan NN, Qin P, Ji XB, Hou M The effects of BAFF and BAFF-R-Fc
fusion protein in immune thrombocytopenia. Blood. 2009 Dec 17;114(26):5362-7. Epub 2009 Sep 30.

68. Devine DV, Siegel RS, Rosse WF: Interactions of the platelets in paroxysmal nocturnal hemoglobinuria with
complement. Relationship to defects in the regulation of complement and to platelet survival in vivo. J Clin
Invest 79:131, 1987

69. Yamashina M, Ueda E, Kinoshita T, et al: Inherited complete deficiency of 20-kilodalton homologous
restriction factor (CD59) as a cause of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria. N Engl J Med 323:1184, 1990.
70. Kahng J, Park HH, Han K, Choi BY, Lee W . Quantitative comparisons of antibody-binding sites of platelet
glycoprotein IIb/I1Ia in aplastic anemia and idiopathic thrombocytopenic purpura. Ann Clin Lab Sci. 2008
Winter;38(1):6-11.

30









