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OZET
Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularda paraoksonaz-1 (PON-1)
L/M 55 gen polimorfizmi

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP), dolasimdaki trombositlerin
yikiminin artmasi ile karakterize, kendi kendini sinirlandiran, otoimmun, ¢ocukluk
cagmin en sk karsilasilan edinsel trombositopeni nedenidir. Idiyopatik
trombositopenik purpura patogenezinde gegirilen viral enfeksiyonlar sonucunda
trombositlere karsi olugan antikorlar sorumlu tutulmaktadir.

Oksidatif hasar otoimmun hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Oksidatif
stres ve serbest radikaller ITP’nin patogenezi ve prognozundan sorumlu tutulabilir.
Karacigerde sentezlenen ve bir ester hidrolaz enzimi olan paraoksonaz-1 (PON-1)
antioksidan 6zelligi olan bir enzimdir. Insan serum PON-1 enziminin iki genetik
polimorfizmi bulunmaktadir. Bunlardan biri; 55. pozisyondaki metiyonin (M alleli),
16sin (L alleli) ile degisince ortaya ¢ikan polimorfizmdir.

Bu c¢alismada antioksidan 6zelligi olan paraoksonaz-1 L/M 55 gen
polimorfizminin ITP’nin etyopatogenezindeki rolii, hastaligin seyri ve tedaviye etkisi
arastirildi.

Calismaya 51 akut, 15 kronik ITP ve 60 saglikli kontrol grubu alindi. Akut
ITP, kronik ITP ve kontrol grubunda LL genotipi sikhig1 sirastyla %19.6, %40 ve
%26.7 olarak, LM genotipi; %60.8, %46.7 ve %65 olarak, MM genotipi siklig1 ise
%19.6, %13.3 ve %8.3 olarak saptandi. Kronik ITP grubunda LL genotipi siklig1,
akut ITP ve kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek bulundu (p<0.05).

Kontrol grubunda MM genotipi sikligi ITP gruplarina gore diisiik bulundu
(p<0.05). Kronik ITP grubundaki L allel siklig1 akut ITP grubuna gore istatistiksel
anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). Akut ITP grubunda M allel siklig1 kronik ITP
grubuna gore istatistiksel anlamli yiiksek bulundu (p<0.05).

Sonug olarak; paraoksonaz-1 L/M 55 gen polimorfizmi ITP’da akut ve
kronik formda saglikli bireylere gore degisiklik gostermektedir. Bu degisiklik bazi
bireyleri hastaliga duyarli kilabilir. Hastaligin seyrini etkileyebilir ve hatta verilen
tedaviye yanit1 degistirebilir.

Anahtar kelimeler: Idiyopatik trombositopenik purpura, paraoksonaz, polimorfizm,

metil prednizolon, intravendz immiinglobulin.
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ABSTRACT
Paraoxonase-1 (PON-1) L/M 55 gene polymorphism in the cases of
idiopathic thrombocytopenic purpura

Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP), which is an autoimmune,
selflimiting characterized by an increase in the destruction of thrombocytes in
circulation, is the most common cause of acquired childhood thrombocytopenia. It
has been considered that getting over viral infections cause to trigger the body to
produce antibody destroy the thrombocytes in the pathogenesis of idiopathic
thrombocytopenic purpura.

Oxidative damage plays a role the pathogenesis of autoimmune disorders.
Oxidative stres and free-radicals could be responsible the pathogenesis and prognosis
of ITP. Paraoxonase-1 (PON-1) is an esther- hydrolase enzyme which has
antioxidative feature and synthetised by liver. Two genetic polymorphisms were
detected in human serum PON-1 enzyme. Of first appears in case of 55
Met(M)/Leu(L) polymorphism.

In this study, it had investigated that the role of paraoxogenase- 1 M/L gene
polymorphisim in ethiopathogenesis of ITP, course of disorder and its effects of the
therapy.

Fifty-one patients with acute ITP, fifteen patients with cronical ITP and sixty
healty controls were investigated. For individuals with acute, chronical ITP and
healty group, the frequency of LL genotype were founded as 19.6%, 40% and 2%,
respectively, meanwile the percentages for LM genotype were 60.8%, 46.7% , 65%
and of MM genotype were 19.6%, 13.3% ve 8.3%. Our result indicate that the
frequency of LL genotype in chronical ITP group is statistically and significiantly
higher than those of acute ITP group and controls (p<0.05).

The frequency of MM genotype in controls was lower than the MM
frequencies of ITP patient (p<0.05). Having been comparing data, the frequency of L
allel in chronical ITP group were statistically higher (p<0.05). For acute ITP group,
the frequency of M allel were statistically higher than the frequency of chronical
group.

Consequently, paraoxonase- 1 L/M 55 gene polymorphism in the cases of [TP

displayed differences when compared those of controls. This differency might create



a susceptibility in some patiens against disorder. It could effect course of disorder,
even might change respons of treatment. It was founded that individuals who has LL
genotype tend to be chronic.

Key words: Idiopathic thrombocytopenic purpura, paraoxonase, polymorphisim,

methylprednisolone, intravenous immunoglobuline.
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1. GIRIS

Idiyopatik trombositopenik purpura (ITP), dolasimdaki trombositlerin
yikiminin artmasi ile karakterize, benign seyirli, kendi kendini sinirlandiran,
cocukluk ¢aginin en sik karsilasilan edinsel trombositopeni nedenidir (1). Idiyopatik
trombositopenik purpuranin insidanst 4-5.3/100.000 olarak rapor edilmistir.
Hastaligin pik insidans yagi1 2-5 yastir. Kis ve sonbahar mevsimlerinde siklig1 artar
(2). Patogenez dikkate alindiginda bu hastaliga immun trombositopenik purpura da
denilmektedir (1).

Idiyopatik trombositopenik purpura; trombositopeni (trombosit sayisi
<150.000/mm3), trombosit yagsam siiresinin kisalmasi, plazmada antitrombosit
antikorlarin bulunmasi ve kemik iliginde megakaryositlerin artis1 ile karakterize bir
hastaliktir (3). Viral enfeksiyondan 1-4 hafta sonra ¢ocuklarin bir kisminda trombosit
ylizeyine kars1 antikorlar gelisir. Bu antikorlar, trombosit yiizey glikoprotein IIb/Illa
kompleksine karsi olusan otoantikorlardir (4,5). Bunun disinda Sistemik lupus
eritematozus (SLE), lenfoproliferatif hastaliklar, myelodisplazi, agammaglobulinemi
/hipogammaglobulinemi, canli viriis asilar1 ve kullamlan ilaglara sekonder ITP
gelisebilir (6,7). Olgularin % 50-65’inden bu otoimmun mekanizma sorumludur.
Otoimmuniteyi baglatan nedenler tamamen agik degildir ve idiyopatik terimi tercih
edilir (8). Ayrica nedenler arasinda antikora bagimli olarak olusan oksidan iiriin
hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden olmasi ileri siiriilmiistiir (9).

Organizmada serbest radikallerin fliretilme hizi ve bunlarin ortamdan
temizlenme hiz1 denge halindedir. Serbest radikal miktarinin antioksidan kapasiteyi
agsmast durumunda oksidatif stres meydana gelir (10). Hiicresel antioksidanlar
olusan serbest radikalleri etkisizlestirmezse; protein, lipid ve niikleik asitlerle
etkilesime girerek proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisikliklere; membran
biitiinliigii ve fonksiyon kayiplarina ve bazi mutasyonlara neden olabilirler (11).

Bugiine kadar ITP’nin akut veya kronik seyrini saptayabilen klinik veya
laboratuvar bulgusu saptanmamistir. Bir ¢alismada akut ve kronik iTP’da oksidatif
stres diizeyi farkli saptanmistir. Tani aninda daha yiiksek oksidatif stres saptanan
olgularda hastalifin kronik seyri beklenebilir (12). Oksidatif stres ve serbest

radikaller ITP’nin patogenezi ve prognozundan sorumlu tutulabilir. Membran



lipitlerine bagli antikorlar ve trombosit yikimi iizerinde, ITP’daki lipit
peroksidasyonunun artmasi ve antioksidan kapasitenin azalmasi anlamli bir rol
oynayabilir (12,13). Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin
yapisindaki lipidler de peroksidasyona ugramaktadir (14).

Antioksidanlar, hedef molekiillerdeki oksidatif hasari engelleyen veya
geciktiren maddeler olarak tamimlanir (15). Insan viicudunda bulunan paraoksonaz-1
(PON-1), lipit peroksitlerinin bu etkilerini nétralize eder. Bdylece hiicre
membranlarini koruyucu etki gosterir (16). Paraoksonaz, Aldrige siniflama sistemine
gore, A grubu arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimidir (14). Paraoksonaz
ismi bir insektisid olan paratiyonun metaboliti olan paraoksonu hidrolize etme
kapasitesinden gelmektedir. Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda q21.3
bolgesinde bir araya gelen, birbirine komsu olduklari bilinen PON-1, paraoksonaz-2
(PON-2) ve paraoksonaz-3 (PON-3) olarak adlandirilmis iic adet PON geni
bulunmaktadir (17). Karacigerde sentezlenen ve dolasima katilan PON-1, yiiksek
dansiteli lipoprotein yapisinda yer almaktadir. Yiiksek dansiteli lipoprotein ile diigiik
dansiteli lipoprotein (LDL)’i peroksidasyona karsi korumaktadir (18). insan serum
PON-1 enziminin iki genetik polimorfizmi bulunmaktadir. Bu iki polimorfizm 55. ve
192. pozisyonlardaki aminoasitlerin degisimi ile ortaya cikar. Birincisi; 55.
pozisyondaki metiyonin (M alleli) 16sin (L alleli) ile degisince, ikincisi ise; 192.
pozisyondaki glutamin (Q alleli) arginin (R alleli) ile degisince olusan
polimorfizmdir (19). Genetik polimorfizmlerden dolayi, bireyler arasindaki serum
PON-1 aktivitesi 10-40 kat kadar degiskenlik gosterir. Bireyler arasindaki bu
degiskenlige ilaveten, Q192R, L55M gibi nokta mutasyonlarmin proteindeki
degisikliklere Onciiliik etmesinden dolayi, serum PON-1 aktivitesi bakimindan irklar
arasinda da dikkate deger dlgilide farkliliklar vardir (20).

Idiyopatik trombositopenik purpura patogenezinde oksidatif hasarin rolii
saptanmustir (12,13,21-24). Ayrica kronik ITP’da oksidatif stres durumunun daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (12). Calismamizda, ITP patogenezinde; antioksidan
ozelligi olan PON-1 genindeki L/M 55 gen polimorfizminin etkisini arastirmak
istedik. Ayrica PON-1 L/M 55 gen polimorfizminin akut ve kronik ITP tanil
olgularda farkliliginin varlig: arastirilarak bu polimorfizmin farkli tedavi sekillerinin

basarisin1 belirlemede etkisi arastirilmak istendi.



1.1. TROMBOSITOPENI NEDENLERI

Trombositler pihtilagmada 6nemli role sahiptirler. Tiim yas gruplarinda
normal trombosit sayisi 150.000-400.000/mm’’tiir. 1/3’ii dalakta, 2/3’i kan
dolasiminda bulunur (3,25). Yasam siireleri ortalama 7-10 giindiir. Kemik iligindeki
megakaryositlerin  sitoplazmalarindan ayrisan trombositler normalde 1-4 pm
capindadir. Ortalama trombosit voliimi (MPV) ise 8.9 + 1.5 um?® degerindedir (3).
Trombositler yaslandik¢a parcalanmaya ya da graniil igeriklerini ve membran
proteinlerini kaybetmelerine bagl kiigiiliirler (25).

Kan almirken trombositlerin aktivasyonuna (3,25), enjektor ya da tiipte
trombositlerin agregasyonuna (1), etilendiamintetraasetik aside (EDTA) bagh
trombositlerin  in  vitro  agliitinasyonuna  (3,25,26), megatrombositlerin
sayillamamasma (3,13,25) ya da abciksimab, eptifibatide ve tirofiban gibi ilaglar
kullanldiginda trombosit glikoproteinlerine baglanan monoklonal antikorlara (3,25)
bagli psddotrombositopeni goriilebilir.

Trombositopeni trombositlerin yetersiz yapimina, asir1 yikimma ya da
anormal dagilimma (dalakta géllenme) bagli olabilir. Cocukluk caginda gdriilen
trombositopenilerin  etyolojik siniflandirilmasi Tablo I’de gosterilmistir (3).
Trombositopenin tipi secilecek tedaviyi etkileyeceginden dnemlidir (25).

Trombosit yikimina bagl trombositopeniler, immun ve immun olmayan
trombositopeniler olmak iizere iki alt gruba ayrilirlar. Genellikle diger kan hiicre
elemanlar1 normal sayida bulunur ve periferik yaymada biiylik trombositler goriiliir.

Kemik iliginde ise normal ya da artmis sayida megakaryositler saptanir (27).



Tablo I. Cocuklarda Trombositopeninin Patofizyolojik Siniflandiriimasi (3)

I. Artmus trombosit yikimi (kemik iliginde normal ya da artmis megakaryositler) B. immun olmayan trombositopeniler
A . immun trombositopeniler 1. Trombosit tiiketimine bagh
1. idiyopatik a. Mikroanjiyopatik hemolitik anemi: Hemolitik iremik
a. Idiyopatik trombositopenik purpura sendrom, trombotik trombositopenik purpura (HUS, TTP)
2. Sekonder b. Dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIC)
a. Infeksiyon (HIV, CMV, EBV, sugi¢egi, kizanik, kizamkeik, ¢. Virtise bagli hemofagositik sendrom
kabakulak, bogmaca, hepatit, parvoviriis B19, tiiberkiiloz, tifo) d. Kasabach-Merritt sendromu (dev hemanjiom)
b. Ilaclar e. Siyanotik kalp hastaliklar
c. Transfiizyon sonrasi purpura 2. Trombosit yikimina bagh
d. Otoimmun hemolitik anemi (Evans sendromu) a. Tlaclar (ristosetin, protamin siilfat, bleomisin)
e. Sistemik lupus eritematozus (SLE) b. Infeksiyonlar
f. Hipertiroidizm c. Kardiak (intrakardiak defektlerin tamiri, prostetik kalp
g. Lenfoproliferatif hastaliklar kapaklari, sol ventrikiiler ¢ikis obstriiksiyonu)
3. Neonatal immun trombositopeniler d. Malign hipertansiyon
a. Neonatal otoimmun trombositopeni I1. Trombosit dagilim bozukluklar: ve gollenme
b. Neonatal alloimmun trombositopeni A. Hipersplenizm (portal hipertansiyon, gaucher, siyanotik konjenital kalp
c. Eritroblastosis fetalis -Rh uygunsuzlugu hastaliklari, infeksiyon, neoplazi)

B. Hipotermi




Tablo I. Devami (3).

III. Azalmis trombosit iiretimi-etkisiz trombopoez
(kemik iliginde azalmis ya da eksik megakaryositler)
A. Megakaryositlerin baskilanmasi ya da hipoplazi
1. flaclar (klorotiazid, strojenler, etanol, tolbutamid)
2. Konstitiisyonel
a. TAR sendromu
b. Konjenital amegakaryositik trombositopeni
c. Trombositopeni-korpus kallosum agenezisi sendromu
d. Paris-Trousseau sendromu
e. Rubella sendromu
f. 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 (PNH)
4. Kontrol mekanizmasi bozukluklari
a. Trombopoietin eksikligi
b. Siklik trombositopeniler

c. Tidal trombosit disgenezisi

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
c¢. Wiskott-Aldrich sendromu
7. Edinsel aplastik bozukluklar
a. Idiyopatik
b. Ilaglar
c. Radyasyon
d. Viral infeksiyonlara bagli (HIV, EBV, hepatit)
B. Kemik iligini infiltre eden durumlar
1. Benign (osteopetroz, depo hastaliklar)
2. Malign (miyelofibroz, langerhans hiicreli histiyositoz,

sekonder lenfoma, néroblastom, solid tiimor metastazlari)




1.2. IDIYOPATIK TROMBOSITOPENIK PURPURA

Purpura terimi ilk kez Hipokrat ve Galen tarafindan kirmiz1 kabarikliklar ya
da atese bagl lekeler ve plaklar olarak tanimlanmistir (28). 1735°de, Paul Gottlieb
Werlhof; erigkin bir kadinda, ani burun kanamasi ve kanli kusma sonrasi boyun ve
kollarda olusan mor lekeleri “morbus maculosus hemorrhagicus™ olarak tarif ederek;

Werlhof hastalig1 olarak bilinen ITP’nin ilk klinik tanimimi1 yapmustir (27,28).

1.2.1. Tanimi ve Sikhgi

Idiyopatik trombositopenik purpura, immiin aracili trombosit yikimi ile
karakterize; benign, kendi kendini haftalar ve aylar i¢inde sinirlayan bir hastaliktir
(29,30). Trombositopeni, kisa trombosit dmrii, plazmada antitrombosit antikorlarin
bulunmasi ile karakterizedir (31).

Insidans1 16 yas altindaki ¢ocuklarda yilda 3-10/100.000 ve prevalans1 1-4
yasta 9.3/100.000, 6-11 yasta 7.3/100.000 ve 11-14 yasta 4.1/100.000 olarak rapor
edilmistir (32).

Hastaligin pik insidans yas1 2-5 yastir. Kig ve sonbahar mevsimlerinde sikligi
artar (2). Her iki cinsiyette esit goriilmekle beraber, beyaz c¢ocuklarda siyah
cocuklardan daha sik, infantlarda; erkeklerde kizlara oranla daha sik, adultlarda ise

kizlarda erkeklerden ii¢ kat daha sik goriilmektedir (33).

1.2.2. Etyoloji ve Patogenez

1951°de Harrington’un trombositopenik bir faktdriin varligini gostermesi;
daha sonra bu faktoriin Ig G oldugunun kamtlanmasmin (34) ardindan, ITP’I1
hastalarin plazmasim saglikli alicilara infiize ederek Fc reseptér blokajini gosteren
calismalar yapilmistir. Bu calismalar ITP nin kemik iliginde trombosit iiretiminde bir
defekte bagli olmayip antikorlarla kapli trombositlerin retikiiloendotelial sistem
(RES)’de yikim hizinin artis1 sonucu meydana geldigini gostermistir (35-37).

Trombositlerin ve kemik iliginde megakaryositlerin yiizeyinde yer alan
membran glikoproteinlerine karsi olusan otoantikorlar trombositlerin artan
yikimindan sorumlu tutulmaktadir (25). Bu otoantikorlar i¢in antijenik hedefler
arasinda en sik rastlanilan Gpllb-IIla kompleksidir (5,25,38,39). Gp Ib-IX-V
kompleksi, Gp la-Ila, Gp V ve Gp IV tanimlanmis diger spesifik glikoproteinlerdir



(3,5,38,39). Otoantikorlar cogunlukla Ig G tipinde bulunmakla birlikte Ig A ve Ig M
tipinde de goriilebilmektedir (5,38-40).

Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularin ¢ogunda viral infeksiyon
Oykiisii bulunmaktadir (4). Otoantikor {iiretimini baglatan faktdrler bilinmemektedir
(41). Viral ya da bakteriyel antijenler ile, hastanin trombosit antijenleri arasinda
molekiiler benzerligin; otoantikor iretimini baslattiglr disliniilmektedir (40-42).
Idiyopatik trombositopenik purpura’nin olusumunda self-antijen tanimada ve
toleransta bozukluk, anormal hiicre yilizey molekiillerinin bulunmasi, Th1/Th2
sitokin profilinin degismesi, hiicresel sitotoksisitede ve megakaryositopoezde
bozukluk gibi multidisfonksiyonel mekanizmalarin rolii iizerinde durulmaktadir (43).

Idiyopatik trombositopenik purpura’da otoantikor olusumunda hem humoral
hem de hiicresel immun sistem rol almaktadir (43). Antikor kapli trombositler Fc
reseptorler aracilifi ile antijen sunan hiicrelere (makrofajlar ve dendritik hiicreler)
baglanirlar ve hiicre icine alinarak yikilirlar. Antijen sunan hiicreler, trombositlerin
glikoproteinlerini yikmakla kalmayarak diger trombosit glikoproteinlerinden yeni
kriptik epitoplar olustururlar (41) ve yeni peptidleri (CD 154-CD 40 T hiicrelerinde
eksprese edilen yardimer stimiilan molekiiller) hiicre yiizeyinde eksprese ederek
sitokinler araciligt ile CD4+ T hiicrelerinin (Thl ve Th2) proliferasyonunu
baslatirlar. Aktiflesen CD4+ T hiicreleri de otoreaktif B hiicrelerini aktive ederek
antitrombosit antikorlarin salinmasma neden olurlar (41). Trombosit iiretim
bozukluklarinda gdriilen, yiiksek trombopoietin diizeylerinin aksine; ITP’da normal

ya da hafif artmig trombopoietin diizeyleri goriliir (44,45).

1.2.3. Genetik

Monozigotik ikizlerde ve bazi ailelerde bildirilen ITP olgularinda otoantikor
iretimine egilim saptanmistir (46,47). Belli etnik gruplarda HLA-DRw2 ve
DRB1*0410 allellerinin siklig1 yliksek bulunmustur. HLA-DR4 ile kortikosteroidlere
iyi yanitin, DRB1*0410 ile kortikosteroidlere kotii yanitin ve HLA-DRB1*1501 ile
splenektomiye kotii yanitin iligkili oldugu gosterilmistir (48).

Idiyopatik trombositopenik purpura gelisiminde fagositlerdeki Fc reseptdr
polimorfizmi etkili olabilir (37). Ug tip Fc reseptdrii vardir. FcRII grubu ii¢ gen (11A,
IIB, IIC) ve FcRIII grubu ise iki gen (IIIA, IIIB) tarafindan kodlanir (49). Genetik

polimorfizmler Ig baglayan reseptorlerin afinitelerini degistirmektedir. FcyRIITA



polimorfizmleri ile tedaviye yamitin iliskili oldugu one siiriilmiistiir (50). Insan
trombosit antijenleri (HPA) ile yapilan calismalarda HPA-5b alleli tagiyanlarin akut
ITP igin artmis risk tasidiklar1 gosterilmistir (49,51).

1.2.4. Klinik Bulgular

Akut ITP ve kronik ITP olmak iizere klinik olarak iki ana formda goriiliir.
Akut ITP’da tanidan sonra trombosit sayis1 6 ay icinde normale (150.000/mm?) doner
ve relaps goriilmez. Kronik ITP’da ise trombosit sayis1t 6 aydan sonra da diisiik
seyreder. Cocuklarda ITP vakalarmin % 85-90°1 akut tiptir (52). Vakalarm % 15-
20’si ise kroniklesir (6,25). Trombosit sayist normale dondiikten sonra
trombositopeni ataklar1 ile seyreden rekiirren TP, kronik ITP’nin bir formu olarak
kabul edilir (3) ve ¢ocuklarda % 1-4 oraninda goriilmektedir (49).

Klinik goriinim saglikli bir ¢ocukta aniden gelisen petesi ve ekimozlar ile
karakterizedir. Ekimoz ve petesiler en sik alt ekstremitelerin 6n yiizlerinde ve
kostalar, skapula, omuzlar, bacaklar, pubik bolge gibi c¢ikintili kemikler {izerinde
goriiliir. Petesiler subkonjunktiva, yanak mukozasi, yumusak damakta da bulunabilir.
Epistaksis, dis eti kanamasi, gastrointestinal kanamalar (melena, hematemez) ve
genitoliriner sistem kanamalar (hematiiri, menoraji) goriilebilir. Retinal kanamalar,
orta kulak kanamalari, intramuskuler injeksiyon ve travma sonrasi derin kas ici
hematom ya da hemartroz sik goriilmemektedir (3). Hastalarin % 50-75’1 hafif
kanama bulgulari ile bagvurur (25).

Cok diisiik trombosit sayilarina ragmen l6semi, aplastik anemi gibi kemik
iligini tutan durumlara ya da kemoterapi alan hastalara kiyasla daha hafif
kanamalarin goriilmesi ITP’da trombositlerin daha geng, bilyiik ve hemostatik olarak
daha etkili olmasina ve kemik iligi rezervinin milkemmel olmasina baglanmigtir
(25,32,53). Kanama bulgularinin siniflandirilmasi i¢in siklikla kuru ve yas purpura
terimleri kullanilmistir (54). Kuru purpura deri kanamalarini, yas purpura ise aktif
mukoza kanamalarini tanimlamaktadir (53).

Kanama riski belirleyicileri arasinda trombosit sayisi (<20.000/mm”), fizik
aktivite diizeyi, travma, vaskiiler frajilite, ila¢ kullammi ve eslik eden diger
hastaliklar (von Willebrand hastaligi, vaskiilitler, arteriyo vendz malformasyonlar,

ates, anemi) sayilmaktadir. Boyun iizerindeki petesiler, fundal hemorajiler ve



kanamanin aniden baslamas1 hayati tehdit eden kanamalarin uyarici bulgular olarak
kabul etmektedir (53).

Idiyopatik trombositopenik purpurada kanama bulgulart disinda fizik
muayene normaldir. Agir kanama yoksa solukluk goriilmez. Olgularin % 10’unda
dalak ucu palpe edilebilir (3,25). Eger belirgin splenomegali saptanirsa 16semi, SLE,
enfeksiydz mononiikleoz, hipersplenizm gibi diger tamilar diisiiniilmelidir.
Hepatomegali ve lenfadenopati saptanmaz. Ancak infeksiyona bagli servikal

lenfadenopati gortilebilir (52).

1.2.5. Tam ve Laboratuvar Parametreleri

Hikaye, fizik muayene, tam kan sayimi ve periferik kan yaymas: ile,
trombositopeninin diger nedenlerinden ayirt edilerek konulur (1,4,8,25,49). Ayrica
dolasimdaki antitrombosit antikorlarinin &l¢iimii ve kemik iligi incelemesi
yapilabilir. Kemik iligi incelenmesi genellikle gerekli degildir (1,2,4,25,52). Kemik
iligi incelenmesinde asil amag¢ losemi gibi diger hematolojik hastaliklarin ayirici
tamistm yapmaktir (3). Tipik ITP olgularinda kemik iligi aspirasyonu gereksiz kabul
edilmektedir (3,55). Eger steroid tedavisi verilecekse tedavi 6ncesinde 16semi tanisini
dislamak icin kemik iligi aspirasyonunun yapilmasi gerekir (56,57).

Ortalama trombosit volimii (MPV) normal ya da artmistir (58). Hemostatik
olarak daha aktif olan, gen¢ ve biilyiik trombositlere karsi; yash, kiigiik ve etkisiz
trombositleri yansitan MPV degerinin <8 fl olmasinin; kanama riski ve sikliginda
artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (59).

Periferik yayma ile tam kan sayiminda saptanan trombositopeni,
megatrombositler goriilerek psddotrombositopeni ve diger hematolojik bozukluklarin
ayirici tanisi yapilir (3). Kemik iligi incelenmesinde megakaryositlerin normal veya
artmis oldugu saptanir. Eritroid ve miyeloid hiicreler normaldir. Eozinofillerin artist
goriilebilir. Kan kaybi fazla ise eritroid hiperplazi saptanabilir. Kanama zamani
uzamig bulunur. Protrombin zamani (PT), parsiyel tromboplastin zamani (PTT) ve
fibrinojen diizeyleri normaldir. Bazi klinisyenler trombositlerin diistiigii, PT ve
PTT'nin uzadigi yaygin damarig¢i pihtilasmasini  dislamak igin bu testlere
basvurmaktadirlar (60). Trombosit yasam siiresinin, Cr51 ile isaretlenmis

trombositlerde 1-4 saate kadar kisaldigi gosterilmistir (3).



Antitrombosit antikorlar1 Slgen testler; hastanin trombositlerine baglanan
antikorlar1 dlgen direkt testler ya da hasta serumu ya da plazmasindaki antikor ya da
Ig G’yi dlgen indirekt testlerdir. Direkt testler, sadece trombosit glikoproteinlerinin
ekstraseliiler kismindaki epitoplara kars1 gelisen antikorlari, indirekt testler ise hem
sitoplazmadaki hem de ektraseliiler kisimdaki epitoplara karsi olugan antikorlar
saptar. Ayrica indirekt testler alloantikorlar1 da saptar. Idiyopatik trombositopenik
purpurada direkt testlerinin pozitif olmasi daha olasidir ve indirekt testlere tercih
edilir (61,62).

Kronik ITP’Ii olgularda ise ek laboratuvar tetkikleri ile ayirict tanmnin
yapilmas1 gerekmektedir. Bu durumda kemik iligi aspirasyonu incelemesi, tiroid
fonksiyon testleri, idrar incelenmesi, batin ultrasonografisi, sedimentasyon hizi,
antiniikleer antikor (ANA), anti-dsDNA, direkt coombs testi, lupus antikoagulani,
trombosit antijenlerine spesifik antikorlar, serum immunglobulinleri ve Ig G alt
gruplari, trombosit fonksiyon testleri, koagulasyon calismalari, HIV, CMV, EBV,
rubella, parvovirus B19 ve diger viruslar igin serolojik testlerin mutlaka yapilmasi

gereklidir (55).

1.2.6. Ayirict Tam

Ayirict  tamda ilaca bagli trombositopeni, Evans sendromu, portal
hipertansiyon, portal ven trombozu, kronik karaciger hastaligi, fankoni aplastik
anemisi, dissemine intravaskiiler koagiilopati, hemolitik iiremik sendrom ve
transfiizyon sonrasi purpura diigiiniilmelidir (55,63).

Eger kirmizi veya beyaz kiire serisinde anormallik varsa malignensiyi
dislamak amaciyla kemik iligi aspirasyonu yapilmalidir. Geng ¢ocuklarda konjenital
amegakaryositik trombositopeni ve WAS ayiric1 tanida akla gelmelidir. Daha biiyiik

cocuklarda ise SLE ve lenfoma ayirici tanida diistintilmelidir (1,8).

1.2.7. Tedavi

Tedavi protokollerinden herhangi birinin kanamayi Onledigine ya da
hastalifin seyrini etkiledigine dair kanit bulunmamasina ragmen (25,29,40,53),
birgok klinisyen tarafindan giivenli trombosit sayisi diizeyine (>20.000/mm?) daha

hizl1 ulasilabilmesi i¢in tedavi verilmektedir (64).
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Tablo II. Akut ITP’da tedavi (65).

Tedavi Doz Trombosit sayisinin Yan etkiler
yiikselme hiz1
-Gozlem - 3-4 hafta -
-Kortikosteroid Davranig degisiklikleri,
glikoziiri, hipertansiyon,
e Standart doz 1-2 mg/kg/giin, 7-21 giin 3-10 giin kilo artis1, osteopeni
o Yiiksek doz 4 mg/kg/giin, 7 glin 2-4 giin
10-30 mg/kg/giin,
5-10 giin
Tintravenbz 0,4 g/kg/giin, 2-5 giin 24 saat Ates, bulanti, kusma,
Immiinglobulin 0,8 g/kg/giin, 1 giin bas agrisi, aseptik
(IVIG) 1 g/kg/giin, 1 giin menenjit
-Anti-D 50-75 pg/kg/giin, 1-2 24 -48 saat Ates, bulanti, kusma,
giin titreme, miyalji, hemoliz

1.2.7.a. Kortikosteroidler

Antikor ile kapli trombositlerin dalakta fagositozunu Onler ve trombosit
yasamini uzatir. Kapiller direnci artirir. Vaskiiler stabiliteyi saglar (trombosit sayisi
artmadan kanamanin durmasi bu olaymn kanitidir). Trombosit antikoru sentezini
engeller (3,25,41). Akut ITP tedavisi hekim tarafindan farkli sekillerde planlanabilir.
Bu amagla prednizon: 2 mg/kg/giin 14-21 giin, 60 mg/m?/giin, 21 giin (14 giinde
azaltma yapilir), 4 mg/kg/giin, 7 giin seklinde uygulanabilir. Ancak 7 giinliik oral
megadoz metilprednizolon (OMDMP 30 mg/kg/giin, 3 giin ve 20 mg/kg/giin, 4 giin )
tedavisi etkili, kolay uygulanabilir ve ucuz olarak goriillmektedir (66).

Hiperglisemi, kilo artisi, hipertansiyon, cushingoid yiiz, akne, psddotimor
serebri, katarakt, biiyiime ve gelisme geriligi, avaskiiler nekroz ve psikoz gibi yan

etkilerinden dolay1 uzun siireli steroid kullanimindan sakinilmalidir (1,3).

1.2.7.b. intravenéz immunoglobulin (IVIG)

Retikiiloendoteliyal sistemde Fc reseptdor blokaji, inhibitdr yollarin
aktivasyonu, icerdigi anti-idiyopatik antikorlar araciligi ile otoantikor iiretiminde
azalma (otoantikorlar1 yapan B hiicrelerini baskilayarak) ve otoantikorlar1 baglayarak

etkisiz hale getirme yoluyla etkili olur (3,25,41,49).
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Intravenéz immunglobulin tedavisi ile vakalarm %95’inde 48 saat iginde
trombosit sayisinda belirgin artis saptanir. Etki siiresi yaklasik 2-4 hafta kadardir
(25). Intravendz immunglobulin tedavisi ile %15-75 oraninda yan etki goriiliir (55).
Baslica yan etkileri; ates, titreme, bulanti, kusma, hipotansiyon, bas agris1 (inflizyon
hizina bagli) gibi gecici, hafif yan etkiler goriiliir. Anaflaksi (6zellikle Ig A eksikligi
olanlarda), nadiren coombs (+) hemolitik anemi (anti-A, anti-B ve anti-D gibi
eritrosit alloantikorlarina bagli), viral bulas (hepatit C gecisi bildirilmistir. HBV ve
HIV gecisi bildirilmemistir), bobrek yetersizligi (67) ve hemipleji gibi norolojik
komplikasyonlar da goriilebilmektedir (68). Meninkslerde immun kompleks
birikimine bagl gelisen aseptik menenjitin % 10-25 olguda goriildiigii bildirilmistir
(69). Bas agris1 i¢in deksametazon 0.15-0.3 mg/kg iv, ates gibi yan etkiler icin ise

profilaktik asetaminofen ya da difenhidramin verilebilir (3).

1.2.7.c. Anti-D

Anti-D immunoglobulin, spesifik olarak eritrositlerdeki D antijenine baglanir.
Antikor ile kaph eritrositler RES’de 6zellikle dalakta 6ncelikle tutularak Fc reseptor
blokaji yaparlar ve trombositlerin klirensini azaltirlar. Steroidler ya da 1VIG’den
farkli olarak immun sistem iizerine baska etkileri (B ve T hiicre fonksiyonlar gibi)
bulunmamaktadir (29). Anti-D ile trombosit sayisinda artig IVIG kadar hizli degildir
(49).

Trombosit sayisinda artis genellikle 48 saat sonra basladigindan acil tedavide
yeri yoktur (3). Etkisi 1-5 hafta kadar siirer (25). Sadece Rh (+) hastalarda ve
splenektomi olmamis hastalarda kullanilabilmektedir (70). Ates, titreme, bas agrisi,
hipersensitivite, immun hemoliz (Hb’de 0.4-6.1 g/dl, ortalama 1.7 g/dl diisme)
baslica yan etkilerdir (3).

1.2.7.d. Diger Tedaviler

Vinka alkaloidleri  (vinkristin, vinblastin), danazol, siklofosfamid,
azatiopiirin, siklosporin, oa-interferon, rituksimab, plazmaferez ve protein A
immunoadsorbsiyon c¢ocuklarda nadiren kullanilmasi gereken diger tedavi
secenekleridir. Steroidler ve IVIG tedavisine ya da splenektomiye yamit alinmayan,
splenektominin kontrendike oldugu ve kanama semptomlarinin eslik ettigi refrakter

trombositopenili hastalara saklanmalidir (25).
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Vinka alkaloidleri trombositlerin mikrotubullerine baglanir ve olusan
kompleksin makrofajlar tarafindan fagositozu inhibe edilir. Vincristin 1.5 mg/m* iv
(maksimum 2 mg) 1 ay boyunca, haftada tek doz verilir. Yanmt yoksa kesilir. Yanit
varsa giivenli trombosit sayisin1 devam ettirmek i¢in 2-3 haftada bir doz tekrar
gerekir (1,25). Periferik noropati, konstipasyon, alopesi, miyelosupresyon gibi yan
etkiler goriilebilir (1).

Siklofosfamid immunsupresif bir ajan olup 1-2 mg/kg/giin oral kullanilir.
Tedavi basladiktan 2-10 hafta sonra yanit gelisir. Miyelosupresyon, alopesi,
hemorajik sistit, hepatotoksisite goriilebilen yan etkilerdir (25).

Siklosporin, T hiicre fonksiyonlarini baskilar ve 5 mg/kg/giin dozda oral
verilir. Yan etki olarak hipertansiyon ve hepatotoksisite goriilebilir (25).

Danazol retikiiloendoteliyal makrofajlardaki Fc reseptor sayisini azaltir. Dozu
300-400 mg/m*/giin olacak sekilde oral verilir. iki aydan énce yanit beklenmez.
Hirsutizm, akne, kilo alim1 gibi virilizan yan etkiler goriilebilir (1).

Rituksimab B hiicre yiizey antijeni olan CD20’ye kars1 olusmus monoklonal

antikorlardir. Dozu 375 mg/mz/hafta 1v, 4 hafta seklindedir (3).

1.2.7.e. Splenektomi

Splenektomi ile antitrombosit antikorlarin yapildigi ve RES tarafindan
trombositlerin yikildig1 organ ortadan kaldirilmis olur (52). Eriskinlere oranla
spontan remisyonun sik olmasi ve Ozellikle 5 yasin altinda splenektomi sonrasi
kapsiillii mikroorganizmalarla sepsis riskinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ocuklarda
daha az siklikta uygulanmaktadir (1). Akut ITP’da tedaviye yanitsiz, hayati tehdit
eden kanama varsa ya da kronik ITP’da tanidan 1 yil sonra trombosit sayisi
<30.000/mm*® ve tedaviye yanitsiz kanama bulgulart mevcutsa splenektomi
diistiniilmelidir (3).

Perioperatif trombosit sayisini arttirmak igin steroid ve IVIG verilebilir.
Trombosit transfiizyonu, sadece intraoperatif kanamada gerekli olursa kullanilabilir.
Splenektomiden 2-3 hafta 6nce pndmokok, hemofilus influenza tip b ve meningokok
agilar1 yapilmalidir (1). Splenektomiye yanit alinamayan olgularda aksesuar dalak
varlig1 ve SLE gibi otoimmiin hastaliklar arastirilmalidir (52). Howell-Jolly cisimcigi
(niikleer kromatin artiklar1) varligi, aksesuar dalak olasiligini ortadan kaldirmayacagi

icin radyoniiklid incelemeler yapilmalidir (25,71).
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1.3. GENETIK VARYASYON VE POLIMORFIZM

Bir karakteri temsil eden ve bu karakterin yavru doéllere aktarilmasini
saglayan DNA pargasina gen adi verilir. Her karakterin geni kromozom iizerinde
lokus denen belirli bir yerde bulunur. Bir karakteri temsil eden kromozomlarin
karsilikli bolgelerinde (lokuslarda) bulunan iki gen ciftine allel gen adi verilir. Her
toplumun kendine 6zgii bir genetik yapis1 vardir (72).

Bir populasyonun genetik yapisint anlamak i¢in o populasyondaki bireylerin
genotiplerini tanimak ve her bir genotipteki bireylerin sayisin1 bilmek gerekir.
Ornegin, otozomal bir gen lokusunda eger iki allel varsa (A, a) populasyonda bu gen
bakimindan ii¢ genotip bulunabilir: AA, Aa, aa. Bir genotipteki birey sayisinin
populasyondaki toplam birey sayisina orani genotip frekansidir (73).

Gen frekansi bir lokusa ait farkli allellerin populasyon igerisinde birbirlerine
oranidir. Populasyon degismezligini korudukca, gen ve genotip frekanslarida
degismeden kalir (72,73).

Genetik polimorfizm, bir populasyonda, farkli allellere bagl olarak genetik
olarak belirlenmis iki veya daha cok alternatif fenotipin goriilmesidir. Eger bir
lokustaki allel frekansi en az %! ise ve bu alleli tasiyan heterozigotlarin frekansi
%?2’den biiyiikse bu gen lokusuna polimorfik denebilir (74).

Tek niikleotid polimorfizmi, genetik polimorfizmlerin en yaygin formudur.
Niikleotid degisiklikleri spesifik transkripsiyon faktorlerinin  baglanmasini
degistirebilir, boylece transkripsiyon orani etkileyebilir. Ya da mRNA stabilitesini
etkileyebilir ve {iiretilen protein seviyesini degistirebilir. Kodlayic1 bolgedeki tek
niikleotid polimorfizmleri (TNP) klinik olarak olduk¢a Onemli potansiyele
sahiptirler. Yapisal/fonksiyonel olarak farkli bir aminoasit degisimi sadece proteinin
yapist ve/veya stabilitesini etkilemez ayni zamanda protein-protein etkilesim
yolaklarini da bozabilir. Bundan bagka intron-ekzon sinirlarinda olmak iizere ekzon
(protein sentezi i¢in gereken baz dizilerini iceren kisim) veya intronlardaki
(gerekmeyen baz dizilerinin oldugu kisim) varyasyonlar alternatif splicingi
(transkripsiyonla iiretilen mRNA molekiiliiniin intron bolgelerinin kirpilip ekzon
bolegelerinin yaklagtirllmas1 islemidir) etkileyebilir ve bdylece farkli protein

formlarmin iretilmesine yol agabilir. Lokus kontrol bolgelerindeki polimorfizmler
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ise potansiyel olarak gen ekspresyonunu etkileyebilir ve hastaliklarla sonuglanabilir.

Boylece TNP’ler ¢ok farkl: etkilere sahip olabilirler (75,76).

1.4. PARAOKSONAZ (PON) AILESI

Insan genomu su ana kadar belirlenmis olan PON-1, PON-2 ve PON-3 olarak
adlandirilan en az 3 adet PON geni igermektedir (Sekil 1). Her ii¢ gen 7.
kromozomun q21 ve q22. bantlar iizerinde yerlesmis olup aminoasit dizileri arasinda
yaklagik olarak %353 oraninda benzerlik bulunur. Dokulardaki ekspresyonlari ile

dagilimlar1 birbirinden farklilik gosterir (17).

Kromozom 7 M
q21-q22 = =
- —

PON-1 PON-3 PON:2

140 kh

Sekil 1. PON gen ailesi ve PON-1, PON-2 ve PON-3 genlerinin insan 7. kromozomu
g21. ve q22. bantlar {izerindeki yerleri (77°den degisiklik yapilarak).

1.4.1. Paraoksonazin Enzim Siniflandirilmasindaki Yeri

Enzimler ITUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology: Uluslar aras1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi) kriterlerine gore 6
grupta siniflandirilir:
EC.1. Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon (yiikseltgenme-indirgenme)
reaksiyonlarimi katalize eden enzimler
EC.2. Transferazlar: Fonksiyonel bir grubun transfer reaksiyonunu katalize eden
enzimler
EC.3. Hidrolazlar: Cesitli baglarin hidrolizini yani hidrolitik reaksiyonlar1 katalize

eden enzimler
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Hidrolazlar su sekilde simiflandirilirlar:
EC.3.1. Ester baglara etkili hidrolazlar (Esterazlar)

EC.3.1.1. Karboksilik ester hidrolazlar

EC.3.1.2. Tiyol esteri hidrolazlar1

EC.3.1.3. Fosforik monoester hidrolazlar

EC.3.1.4. Fosforik diester hidrolazlar

EC.3.1.5. Trifosforik monoester hidrolazlar

EC.3.1.6. Siilflirik monoester hidrolazlar

EC.3.1.7. Difosforik monoester hidrolazlar

EC.3.1.8. Fosforik triester hidrolazlar (fosfotriesterazlar)

EC.3.1.8.1. Arildialkilfosfataz (paraoksonaz)
EC.3.1.8.2. Diizopropilflorofosfataz
EC.3.2. Glikozillenmis bilesiklere etkili hidrolazlar
EC.3.3. Eter baglarina etkili hidrolazlar
EC.3.4. Peptid baglarina etkili hidrolazlar
EC.3.5. C-N baglarina etkili hidrolazlar
EC.3.6. C-C baglarina etkili hidrolazlar
EC.3.7. Halidik baglara etkili hidrolazlar
EC.3.8. P-N baglarma etkili hidrolazlar
EC.4. Liyazlar: Bu enzimler C-C, C-O ve C-N arasindaki baglarin hidrolizden ve
oksidasyondan farkli bir yolla kirarlar veya bu atomlar arasina bir ¢ift bag ilave eden
enzimler
EC.5. izomerazlar: Bir molekiil i¢indeki geometrik ve yapisal degisiklikleri yani
izomerizasyon reaksiyonlarini katalize eden enzimler
EC.6. Ligazlar (Sentetazlar): C-O, C-S, C-N ve C-C arasinda bir bag olugmasini
saglayan enzimlerdir.

Esterazlar oldukca genis bir enzim sinifi olup alifatik ve aromatik ester
baglarmin yaninda peptidleri, amidleri ve halidleri hidrolize ederler. Esterazlar
substratlarma gore 3 sinifta incelenirler: A-esterazlar (arilesterazlar, paraoksonaz)
organofosfatlar1  (OP), B-esterazlar (karboksilesterazlar) alifatik esterleri,
C-esterazlar (asetilesterazlar) asetat esterlerini hidrolize ederler (78). Paraoksonaz

(EC.3.1.8.1), Aldrige stmiflama sistemine gore; A grubu arildialkilfosfataz sinifi bir
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ester hidrolaz enzimidir. Paraoksonaz ismi bir insektisid olan paratiyonun metaboliti

olan paraoksonu hidrolize etme kapasitesinden gelmektedir (14).

1.4.2. Sentez ve Yapisi

Paraoksonazlar kuslar, baliklar ve bocekler disinda bir ¢ok hayvan tiiriinde
bulunmaktadir (79,80). Insanlarda serum PON aktiviteleri yenidogan ve
prematiirlerde erigkin diizeylerinin yaris1 kadar goriiliir ve dogumdan yaklasik bir yil
sonra normal diizeylere ulasir (81). Paraoksonaz-1 proteininin karaciger ve
plazmada, PON-2 proteininin karaciger, bobrek, kalp, beyin, testis dokularinda ve
aortik diiz kas hiicrelerinde, PON-3 proteininin ise karaciger ve plazmada bulundugu
immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir (17).

Insan serum PON-1 proteini saflastirilmis olup yaklasik 43 kDa molekiiler
agirhiginda, 355 amino asitten olusan bir glikoproteindir (82). Bazi yaymlarda PON-1
proteininin metiyonin amino asiti sayilmayarak 354 amino asitten olustugu
belirtilmektedir (83). Total agirligimin %15.8’ini olusturan 3 karbonhidrat zinciri
icerir. Insan PON-1 proteini 3 adet sistein icerir ve protein, bu {i¢ sistein
molekiiliinden ikisinin aralarinda yaptiklar1 disiilfid baglarina gore iki oksidasyon
durumunda bulunabilir. Protein yapisinda bulunan 42. ve 353. sistein amino
asitlerinin olusturdugu tek disiilfid bagi, polipeptid zincirinin halka yapida olmasina
neden olmaktadir (Sekil 2). Iki yiiz seksen dordiincii konumdaki serbest sistein

amino asidinin aktif merkez i¢in rol aldig1 diisiiniilmektedir (84).
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Arg veya Gln
192

Metveya
Leu 55 ./ 42

| Hidrofohik Bilge
n ¥ | Fosmlipitler
§

Apo A-1

Sekil 2. insan paraoksonaz enziminin (PON-1) yapist (85).

Paraoksonaz-2 (PON-2) bir hiicre i¢i proteini olup yaklasik olarak 44 kDa
molekiil agirhigma sahiptir. Fizyolojik veya patofizyolojik rolii tam olarak
bilinmemekle beraber, PON-1 gibi PON-2’de de bazi polimorfizmler
gozlenmektedir. PON-2’nin A/G 148 polimorfizmini; kolesterol, LDL-kolesterol,
aclik kan sekeri ve dogum agirhigr ile iligkilendiren calismalar mevcuttur (86).
Yiiksek miktarlarda PON-2 sentezleyen hiicrelerde yapilan calismalarda okside
fosfolipid ve hidrojen perokside maruz birakilan hiicrelerin oksidatif streslerinin
diisiik oldugu bildirilmistir (87).

Paraoksonaz-3 (PON-3) yaklasik 40 kDa molekiil agirliginda bir protein olup,
PON-1’e gore cok diisiik miktarlarda bulunmaktadir. Esas olarak karacigerde sentez
edilir ve serumda HDL ile birlikte bulunur. Paraoksonaz-1’in aksine PON-3’iin
arilesteraz aktivitesi simirlidir ve PON aktivitesi yoktur (88). U¢ PON iiyesinden

PON-3 en son tanimlanani olup {izerinde en az calisilanidir. Paraoksonaz-1 ve
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PON-2 gibi PON-3’de antioksidan etkiler gostermektedir. Ancak PON-1 ve
PON-2"nin aksine PON-3 ekspresyonu oksidatif stresten etkilenmemektedir (88).

1.4.3. Paraoksonaz-1 (PON-1) Polimorfizmi

PON-1 geninin kodlayan bolgesi 9 ekzondan olusmakta ve bazi
polimorfizmler gostermektedir. Polimorfizmlerin spesifik bir formu tek niikleotid
polimorfizmidir (TNP) ve genin kodlayan bolgesinde 2 adet TNP goriiliir.
Losin/Metiyonin degisimi 55. konumda (L/M 55) ve Glutamin/Arjinin degisimi 192.
konumda (Q/R 192) goriilmektedir (Sekil 3). Bu iki polimorfizm restriksiyon
endoniikleazlar ile kolayca tespit edilebilmekte ve restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmleri olarak adlandirilmaktadir. Bu ayirima gore olusan PON-1’in allelik

formlar1 izozim veya allozim olarak adlandirilirlar (89).

-909 -832 -162 -126 -108 L/M 55 Q/R 192 A/G C/T

G/C G/A G/A G/C _T/C ~ |
Niiann FH__L_ INEEIINE
TR UL T

E1E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9

Sekil 3. PON-1 geninin yapisi. Dokuz adet ekzon (E1-E9) kutucuklar ile
gosterilmistir. 5”  diizenleyici uctaki 5 polimorfizm, kodlayan bolgedeki 2
polimorfizm ve 3’ translasyona girmeyen uctaki 4 polimorfizm goriilmektedir (90).

1.4.3.a. L/M 55 Polimorfizmi

Losin/Metiyonin (L/M) 55 polimorfizmi, PON-1 enzim aktivitesini Q/R 192
polimorfizminden bagimsiz olarak etkilemektedir. Substrat olarak paraokson
kullanildig1 zaman, L55 tasiyan allozimin M55 tasiyan allozimden daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (91). Losin/Metiyonin (L/M) polimorfizmi ayni
zamanda karacigerdeki enzim ekspresyonunu etkilemekte ve bunun sonucunda

enzimin serumdaki yogunlugunu belirlemektedir (91). Losin5S5 alleli M55 alleline
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gore daha cok eksprese olmakta ve dolayisiyla L55 alleli tasiyan bireylerin
serumlarinda PON-1 yogunlugu daha yiiksek olmaktadir. Ayrica M55 izoformu L55
izoformuna goére daha az stabil bir yapidadir (92).

Paraoksonaz-1 enzim aktivitesindeki degisiklik bireyler arasindaki
farkliliklardan ~ kaynaklanir. Ayni genotipe sahip bireylerin PON-1 enzim
aktivitelerinde 13 kata kadar varan farkliliklar goriilebilmektedir. Enzimin
yogunlugunu degistirmesi nedeni ile L/M 55 polimorfizmi sadece substrata spesifik
enzim aktivitesinde degisiklie neden olmaz, ayni zamanda fenilasetat gibi
polimorfizmden etkilenmeyen bir substrata karst da enzim aktivitesinin degismesine

neden olur (93).

1.4.3.b. Q/R 192 Polimorfizmi

Paraoksonazin 192. konumunda Arjinin (R) bulunduran izoziminin, Glutamin
(Q) bulunduran izozimine gore paraoksona kars1 daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (94). Yapilan ¢alismalarda diisiik aktiviteli QQ allozim tagima oraninin
yaklasik olarak %40, yiiksek aktiviteli RR allozim tasima oraninin ise %10 ve bu
allozimlerin arasinda bir aktivite gdsteren QR heterozigot allozimi tagima oraninin

ise %50 civarinda oldugu goriilmiistiir (89).

1.4.4. Paraoksonaz-1’in Kimyasal Ozellikleri

Paraoksonaz-1 kalsiyum bagimhi esteraz olup, 355 aminoasitten olusan
glikoproteini yiiksek oranda 16sin igerir. izoelektrik noktas1 5.1°dir (82). Enzimin iki
yapisal izoformunun bulundugu diisiiniilmektedir ve bu izoformlarda paraoksonazin
iki oksidasyon bolgesi bulunmaktadir. Bir izoformda biitiin sisteinler serbest iken
digerinde tek disiilfid bag1 bulunmaktadir. Disiilfid baginin oldugu izoformda 284.
konumdaki sisteinin serbest bulunmasi bu amino asidin enzimin aktif merkezinde rol
aldig1 kanisin1 uyandirmaktadir.

Bu yapisal izoformlar, genetik izoformlar1 belirleyen nokta mutasyonlarla
aciklanamamaktadir (21).

Maksimum PON-1 aktivitesi i¢in Ca'  gereklidir. Ug boyutlu yapida

B-tabakalarin merkezinde 7.4 angstrom (A) aralikli iki adet Ca™"  bulunmaktadir

(sekil 4). Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup yapidan uzaklastirilmasi geri

doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte goérev
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alan kalsiyumdur. Paraoksonaz-1’in  organofosfat substratlarina karsi hidrolitik
aktivitesi kalsiyuma bagimli iken, lipit peroksitlerinin birikimini Onlemede
kalsiyumun gerekli olmadigi bildirilmektedir (95). Paraoksonazin etkisinin Ca™"
iyonlarma bagimli olmasi bu enzimi Co™, Mn"" ve Mg'’a gerek duyan diger A

grubu esterazlardan ayiran 6nemli bir 6zelliktir (96).

Sekil 4. PON-1 proteininin {i¢ boyutlu yapisi. Molekiiliin ortasindaki kiireler (okla
belirtilen) kalsiyum iyonlarini temsil etmektedir (97).

Paraoksonaz-1 organofosfatlara (OP) ilave olarak fenilasetat gibi aromatik
esterleri, sarin, tabun ve soman gibi sinir sistemini etkileyen savas gazlarimi ve
laktonlar1 da hidroliz etmektedir (98). Son zamanlarda yapilan caligmalar PON-1
enziminin aslinda bir laktonaz oldugunu gostermektedir. Paraoksonazlarin fizyolojik
substrati heniiz tam olarak tanimlanamamis olmakla beraber yapilan arastirmalar
gidalarla alinan laktonlarin veya yag asidi peroksidasyon iiriinlerinin olabilecegini

gostermistir (99).
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1.4.5. Paraoksonaz-1’in Antioksidan Ozellikleri

Insan PON-1 enziminin paraokson ve fenilasetat hidrolizine ilave olarak
laktonaz, diisiik de olsa peroksidaz ve fosfolipaz A2’ye benzer etkiler gosterdigi
bulunmustur (86). Plazma lipoproteinlerinin yapisinda bulunan fosfolipidlerin
oksidasyonu sonucu enzimatik hidroliz ile inaktive olabilen hidroperoksidler,
izoprostanlar ve aldehidler gibi bir¢ok iiriin olusur (100). Lipid oksidasyonundaki
artisin oksidatif stresin artmasi veya endojen antioksidanlarin eksilmesinden
kaynaklandigina inanilmaktadir.

Yiksek dansiteli lipoproteinler yapisinda bulunan proteinlerin ayristirilip
saflagtirlmas1  yolu ile insan PON-1 enziminin HDL (yliksek dansiteli
lipoprotein)’nin apolipoprotein A-I (apoA-I) ve Apo J (clusterin) fraksiyonlar ile
birlikte bulundugu bildirilmistir (101). In vitro kosullarda saflagtirilmis PON-1 ve
HDL baglhh PON-1’in, LDL oksidasyonunu inhibe etmesi bu enzimin in vivo
sartlarda LDL  oksidasyonuna karsi etkin bir antioksidan oldugunu
diisiindiirmektedir. Paraoksonaz-1’in LDL’i Cu"" iyonunun veya hiicresel serbest
radikallerin sebep oldugu oksidasyondan korudugu bildirilmistir (23).

Yine PON-1’in HDL iliskili trombosit aktive edici faktor asetil hidrolaz
(PAF-AH) ile birlikte calisarak lipid peroksidlerini hidroliz ettigi ve bu islemde
PAF-AH’1n ikincil savunma elemani olarak gorev yaparak, PON-1’in etkisinden
kurtulmus olan peroksidleri hidrolize ettigi varsayilmaktadir (100). Bu enzimlerin
her ikisi birden veya muhtemelen PON-1 tek basina HDL’in antioksidan roliiniin
devamindan sorumludur. Paraoksonaz-1 geninden yoksun fakat normal PAF-AH
geni tasiyan farelerle yapilan ¢alismalarda; PON-1 geninden yoksun farelerin LDL
oksidasyonunda etkisiz kaldig1 gosterilmistir (102).

Idiyopatik trombositopenik purpura patogenezinde oksidatif hasarin rolii
saptanmustir (12,13,21-24). Ayrica kronik ITP’da oksidatif stres durumunun daha
yiiksek oldugu belirlenmistir (12). Idiyopatik trombositopenik purpuranin ortaya
cikmasinda ve kroniklesmesinde oksidatif strese neden olabilecek bir genetik
egilimin etkin olabilecegi diisiiniilmektedir. Rosenblat ve ark. (103); PON-1’in bu
antioksidan etkilerinin enzimin lipolaktonaz aktivitesinden kaynaklandigini ve nokta
mutasyon analizleri ile bu etkilerin olugmasinda enzimin yapisinda bulunan iki

histidin aminoasidinin (H'"> ve H"**) anahtar rol oynadigin1 bildirmislerdir.
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Bu nedenlerle antioksidan 6zelligi olan PON-1’in L/M 55 gen
polimorfizmini arastirmak, ITP’da bu yénde polimorfizm varhig1 ve ayrica akut ITP
ve kronik ITP tamli olgularda bu polimorfizm diizeyinde farkliliklar olup

olmadigini, varsa bunun tedaviye cevabi nasil etkiledigini belirlemek istedik.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hasta Grubu

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dal,
Hematoloji Bilim Dal1 polikliniginde ITP tanis1 konularak izleme alinan 60 hasta (51
akut ITP,15 kronik ITP) grubundan olusturuldu. Etik kurul onay1 alindiktan sonra
ornekler Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Tibb1 Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 ve
Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari’nda ¢alisildi.

Akut ITP tamisi; izole trombositopeni (trombosit sayisinmn 150.000/mm’ iin
altinda) olmasi, diger trombositopeni nedenlerinin diglanmasi ve kemik iligi
aspirasyonu yapilmasi, (kemik iligi incelenmesinde normal veya artmis megakaryosit
olmasi) ile konuldu. Ailesel trombositopeni, ilag alimi, aktif enflamasyon, kan
transfliizyonu veya splenomegalisi olan ve direkt commbs ve antiniikleer antikoru
pozitif olan hastalar ¢aligma dis1 birakildi (104,105).

Hasta ebeveynlerinden bilgilendirilmis onay formlar1 alind1 (Ek 1).

2.2. Saghkh Kontrol Grubu

Saglikli kontrol grubu olarak Firat Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali Saglam Cocuk Poliklinigi’ne bagvuran ve daha énce iTP
hikayesi olmayan, kemik iligi baskilanmasina yol acan ila¢ kullanma O&ykiisii
olmayan ve herhangi bir hastalik gecirmeyen saglam c¢ocuklardan olusturuldu.
Cocuklara ait yas, cinsiyet, gecirdigi hastaliklar, ilag kullanma Gykdisii gibi bilgiler
belirlenmis ve katilan ¢ocuklarin ebeveynleri ¢alisma hakkinda bilgilendirilerek onay

formu i¢in imzalar alindi.

2.3. Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Idiyopatik trombositopenik purpura tamli hastalardan tani anmda rutin
tetkikler icin K-EDTA (etilendiamintetraasetik aside)’li tliplere alinan kan
orneklerinden arta kalan kanlar daha sonra DNA 6rnekleri izole edilmek tizere -20 °C
de saklandi. Kontrol grubuna ait drnekler ise Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Saglam
Cocuk Poliklinigi’'ne bagvuran ve herhangi bir nedenle rutin tarama sirasinda
K-EDTA’l tliplere alinan kan 6rneklerinden arta kalan kanlar benzer sekilde alinip

saklanda.
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2.4. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

2.4.1. Kullamilan Cihazlar

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157. MP,
Germany ve Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany)
Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror AEG-320,
Japan)

pH metre (Hanna Instruments HI8521 pHmeter, Italy)

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

Hiz ayarli vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

Su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643, Germany)
Elektroforez aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium)

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

PCR Cihazi Eppendorf Mastercycler gradient (Netheler MInz GmbH,
22331 Hamburg, Germany)

UV lambasi ve fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat,
Cedex, France)

Buzdolab1 ve derin dondurucu (Argelik)

Etiiv (Elektro-Mag)

Otomatik mikropipetler (Eppendorf)

2.4.2. Cozelti ve Tamponlar

Amonyum kloriir

Potasyum bikarbonat
Magnezyum Kloriir

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Isopropanol

Etanol %70’lik

Borik asit

EDTA

Bromphenol blue
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e Bylene cyanole

e Ficoll

e Agaroz

e Ethidium bromide

e TRIS-baz

e TRIS-asetat

e DTT (dithiotreitol)

e Decoksiniikleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
(MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

e Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania)

e 100 bp DNA ve 50 bp DNA step belirtecleri (Promega, Madison, WI)

2.5. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflastirllmast Promega firmasindan alinan ticari Wizard Genomic
DNA Purification Kit’i ile gergeklestirildi (Madison, WI, USA). Bu kit 300 uL
kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir.

Gergeklestirilen deney asamalar asagidaki siralama seklinde yapildi.

e 1.5 ml’lik tiiplere 900 uL Cell lysis (hiicre pargalama) soliisyonu konuldu.

e Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre parcalama solusyonunun
iizerine ilave edildi. Bes-alti defa alt-iist edildi, 10 dk. oda 1s1sinda bekletildi.

e Yirmi saniye 13.000 x g’de oda 1sisinda santrifiij edildi.

e Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu oOl¢iide fazla
siipernatan uzaklagtirildi ve atildi. Alttaki hiicrelerin iizerinde yaklasik olarak 10-20
pL stvi birakildi.

e Beyaz hiicreler vortekslenerek iyice karismasi 10-15 saniye saglandi.

e Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 300 pL Nuclei lysis (¢ekirdek
parcalama) solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmasi igin solusyon 5-6 kez
pastor pipeti ile pipetlendi ve birakildi.  Solusyon viskdz bir yap1 kazandi.
Karigtirildiktan sonra hala hiicre kiimeleri goriiniiyorsa 37 °C’de inkiibe edildi ve
kiimelerin bozulmasi beklendi. Kiimeler 1 saat sonra hala varsa 100 puL ¢ekirdek

parcalama solusyonu eklenerek inkiibasyon tekrarlandi.
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e (Oda 1sisina getirilmis niikleer lizatin tizerine 100 pL protein precipitation
(protein ¢oktiirme) soliisyonu eklendi. Vortekslendikten sonra (10-20 saniye) kiigiik,
degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii. Numuneler tam oda 1sisina
gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu eklendiginde yeterli bir protein ¢okiintiisii elde
edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢oktlirme i¢in bu ayrintiya dikkat edildi.

e (Oda sicakliginda 3 dakika 13.000 x g’de santifiij edildi. Eppendorf tiipiin
dibinde koyu kahverengi bir protein ¢okiintlisti goriildii.

e Siipernatan 300 pL izopropanol igeren 1.5 ml’lik santifiij tiipiine transfer
edildi.

e Siirekli alt-iist edilerek ve ters cevrilerek karistirildi.  Beyaz iplik
goriinlimiindeki DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu cevirme islemine
devam edildi. Bazi1 numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda
cok kiiciik miktarda iplik¢ik goriildii.

e Bir dakika oda sicakliginda 13.000 x g’de santrifiij edildi. = Ornekteki
l16kosit miktarinin az veya fazla olmasma gére DNA miktar1 degisebilen beyaz bir
¢Okiintii olarak gortildi.

e Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin {izerine 300 pL oda
sicakligindaki %70’lik etanol eklendi. Alt-list yapilarak DNA pelleti ve tiipiin
kenarlar1 yikandi. Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.

o FEtanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA c¢ok gevsektir.
Yanliglikla pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma
kagitlarinin iizerine agizlart alta gelecek sekilde yerlestirildi. Bdylece fazla etanol
alimmis oldu. Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

e Kurumus tiipe 100 pL DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1
rehidre etmek icin 65 °C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara ¢alkaland1 kullanilacagi
zamana kadar -20 °C’de saklandi.

Bu islemler bittikten sonra eppendorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini
miktarmi hesaplamak i¢in su islem gerceklestirildi: UV/visible spektrometre 260 ve
280 nm’de ¢ift dalga boyu aralifinda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA
orneginden 4 uL alinarak mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun iizerine konuldu

ve alt-list yapildi. Okuma gerceklestirildi.
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2.6. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada kullanilacak olan Primer (Oligoniikleotid) Biobasic firmasina
(BioBasic, Ontario, Canada) sentezlettirildi. PCR deneylerinde kullanilacak olan
oligoniikleotidler, insan DNA’s1 {izerindeki ilgili gen bolgesinin amplifikasyonunu
gergeklestirmek igin kullanildi. Satin alinan primerin niikleotid sekansi tablo I11°de

belirtilmistir.

Tablo III. PON-1 genine ait primer dizileri.

fleri: 5'-GAA GAG TGA TGT ATA GCC CCA G-3'

Geri: 5'-TTT AAT CCA GAG CTA ATG AAA GCC -3

2.7. PCR ile Paraoksonaz-1 (PON-1) 55 Gen Polimorfizmlerinin Saptanmasi

Kary Mullis tarafindan 1980 yilinda tasarlanmig olan Polimeraz Zincirleme
Reaksiyonu (PCR) in vitro bir amplifikasyondur. Cogaltilmak istenen DNA dizisinin
her iki ucuna uygun ve komplementer secilen primerler ile kalip DNA hedef alinarak
sentez yapilir. Bir dongiide zincir ayrismasi (denatiirasyon), primer hibridizasyonu ve
DNA sentezi islemleri birbirini izler. Dongiiler istenen sayida tekrarlanir, "n" sayida
tekrarlanan dongiilerin sonunda ¢ift sarmalli hedef DNA teorik olarak 2" sayida
cogalmis olur (106).

PON-1 geni L/M 55 polimorfizmlerinin saptanmasi amaci ile 6rneklerimize
genin ilgili bolgeleri i¢in dizayn edilmis primer ¢iftleri ile PCR uygulandi. Bireylere ait
genomik DNA orneklerinde PON-1 55 lokusuna ait aleller PCR ile gogaltildi.
Polimeraz zincirleme reaksiyonu karisimi 100-200 ng DNA, herbir primerden 0.5
pL, 0.1 mM dNTP, 1.5 mM MgCl, ve 1.0 U Taq DNA Polimeraz olacak sekilde
hazirlandi. Amplifikasyon reaksiyonlar1 PCR cihazinda asagida belirtilen sekilde
gergeklestirildi.

2.7.1. PON-1 55 polimorfizmine ait amplifikasyon kosulu:
1. 95 °C de 5 dakika baglangi¢ denatiirasyonu,
2. 94 °C de 1 dakika denatiirasyon,
3. 62 °C de 1 dakika baglanma
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4. 72 °C de 1 dakika uzama olmak iizere 35 dongiiden olusan bir PCR
programi kullanildi.
PCR ile ¢ogaltilan PON-1 55 lokusuna ait fragman Hsp192 II restriksiyon

endoniikleaz ile kesilmis ve daha sonra %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu.

2.7.2. Restriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ile
Genotiplendirme

Elektroforez islemini miiteakip L/M 55 polimorfizmi i¢in 170 baz ¢iftlik (bp)
bantlar veren PCR iiriinleri restriksiyon endoniikleaz (RE) ile kesim iglemine tabi
tutuldu. L/M 55 polimorfizmi i¢in 170 bp’lik PCR iriiniinin RE kesimini
gergeklestirmek amaciyla 25 pl PCR iiriinii, 8 U Hsp92 1I enzimi, 5 pl 10X NEB
tamponu, sigir serum albiimini (BSA 0.1 pg/pl yogunlugunda) steril distile su ile 50
ul’ye tamamlanarak iyice karistirilip 3-5 sn santrifiij edilerek 37 °C’de 16 saatlik
inkubasyona birakildi. Ellibesinci konumda M varligi Hsp 92 II enzimi icin kesim
noktasi olusturur ve 55 MM homozigot bireylerde kesim sonrasi 126 bp ve 44 bp’lik
iki bant goriiliir. Ellibesinci konumda L varliginda ise Hsp 92 II enzimi kesim
noktasi ortadan kalkmakta ve 55 LL homozigot bireylerde kesim sonrasi esas iiriin
olan 170 bp’lik bant goriiliir. Ellibes L/M heterozigot bireylerde ise hem kesilmeyen
170 bp, hem de kesim f{iriinleri olan 126 bp ve 44 bp’lik bantlar goriiliir ve boylece
PON-1 55 genotipinin tayininde kullanilir (107).

Restriksiyon endoniikleaz islemine maruz birakilan tirlinler %3.5’luk agaroz
jelde yukarida bahsedildigi sekilde elektroforeze tabi tutulduktan sonra genotipleme
yapildi. Sekil 5a ve 5b’de goriildiigii gibi L aleli 170 bp, M alleli 126 bp ve 44 bp

da bant vermektedir.
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Sekil 5a. Olgularimiza ait PON-1 55 polimorfizmine ait Hsp92 II enzimi ile kesilen
PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. 1 ve 2. bireyler MM genotipi, 3 ve 4.
bireyler LM, 5 ve 6. bireyler LL genotipi. L alleli 170 bp, M alleli 126 bp ve 44 bp. M: 100
bp DNA boyut belirteci.

MM genotipi ‘ LM genotipi ‘ | LL genotipi
M 1 2 3 4 5 [ M
— I
— E—
00— — 170 bp

Sekil 5b. Olgularimiza ait PON-1 55 polimorfizmine ait Hsp92 II enzimi ile kesilen
PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisiiniin sematize hali. 1 ve 2. bireyler
MM genotipi, 3 ve 4. bireyler LM, 5 ve 6. bireyler LL genotipi. L alleli 170 bp, M alleli 126
bp ve 44 bp. M: 100 bp DNA boyut belirteci.
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2.8. Istatistiksel Analizler

Calismada elde edilen bulgular SPSS.12 paket programi kullanilarak
istatistiksel acidan degerlendirildi. Veriler ortalama+standart deviasyon olarak
verildi. Gruplar aras1 ve gruplarin kendi i¢indeki analizlerde tek yonlii varyans analiz
testi (ANOVA) ve post ANOVA testler olarak LSD ve Tukey B testleri kullanildi.
Genotipik dagilimlarin farkliliklar1 Ki-kare testi ile degerlendirildi. Kontrol grubu ve
hastalar arasindaki allelik dagilim farkliliklar1 Fisher’s exact testi ile degerlendirildi,

p degerinin <0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularin 51 (%77)’i akut, 15
(%23)’i ise kronik ITP tanili olgulardi. Akut ITP’li olgularin kiz ve erkek oranlari
strastyla 22 (%43) ve 29 (%57) olarak, kronik ITP’li olgularin kiz ve erkek oranlar
10 (%67) ve 5 (%33) ve kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete bagimli degisimi 21
(%35) kiz ve 39 (%65) erkek olarak bulundu.

Kronik ITP grubunda akut ITP ve kontrol grubuna gore kizlarin sayisi
erkeklere gore istatistiksel olarak anlamli farkli bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ve

ITP’I1 hasta gruplarinin demografik 6zellikleri tablo IV de gosterildi.

Tablo 1V. Idiyopatik trombositopenik purpura ve kontrol grubu olgularinin
demografik 6zellikleri.

Toplam iITP  Akut iITP  Kronik iTP Kontrol P<0.05
grubu

(a) (b) () d
n 66 51 15 60
Yas
(ort£SD,y1l)  7.24+3.90 6.3343.62  10.33#3.26  7.45+3.76  b-c,c-d
(alt-iist) (1.5-16) (1.5-14) (4-16) (1.5-16)
Cinsiyet 34E/32K 29 E/22 K 5E/10K 39E/21K  b-c,c-d
(%) (52/48) (57/43) (33/67) (65/35)

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

Yas ortalamasi toplam ITP grubunda 7.24+3.90 yil, akut iTP grubunda
5.543.62 yil, kronik ITP grubunda 11+3.26 yil ve kontrol grubunda ise 7+3.76 yil
olarak bulundu. Kronik ITP tanili olgular ile kontrol grubu arasinda ve akut iTP ile

kronik ITP tamili olgular arasindaki yas fark: istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0.05).
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Kontrol grubundaki olgularin beyaz kiire sayilart (WBC) akut ITP
grubundaki olgularin WBC degerlerinden daha diisiiktii. Bu iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05).

Hemoglobin degerleri akut ITP’I1 olgularda 12.17+1.37 g/dl, kronik ITP’l1
olgularda 12.78+1.35 g/dl, kontrol grubunda ise 13.48%1.17 g/dl olarak olgiildii
(p>0.05).

Trombosit sayilar1 akut iTP’li olgularda 14.21+13.97 10°/mm’, kronik iTP’lh
olgularda 18.53+24.05 10°/mm’, kontrol grubunda ise 329.25+80.33 10*/mm” olarak
olciildii. Akut ve kronik ITP hastalarmn trombosit sayilar1 kontrol grubundan diisiik
olarak saptand1 (p<0.05).

Calismadaki akut ITP’li olgularm ortalama trombosit hacimleri (MPV)
11.95+1.67 fL, kronik ITP’l1 olgularin 12.844+2.40 fL ve kontrol grubunda ise
10.51+£1.65 fL olarak &lgiildii. Akut iTP ve kronik ITP’l1 hastalarin MPV degerleri
kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu. Kronik ITP’l1 hastalarda ise akut iTP’I1
hastalara gore daha yiiksek MPV degerleri saptandi. Ancak gruplar arasinda
istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p>0.05). Bakilan PCT degerleri akut iTP
grubunda %0.01+0.02, kronik ITP grubunda %0.07+0.16 ve kontrol grubunda
%0.3420.83 olarak bulundu. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark saptandi
(p<0.05).

Trombosit dagilim araligi (PDW) ise akut ITP ve kronik ITP olgularinda
kontrol grubuna gore, kronik ITP’l1 hastalarda ise akut ITP’l1 hastalara gére daha
yiiksek bulundu. Kontrol grubu ve kronik ITP hastalar1 arasindaki bu fark
istatistiksel olarak anlamli ¢ikt1 (p<0.05). Trombosit dagilim aralig: toplam iTP, akut
ITP, kronik ITP ve kontrol gruplarinda sirasi ile 33.02+8.04, 32.27+7.96, 35.59+8.04
ve 30.81£6.59 olarak degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin

hematolojik degerleri tablo V’te gdsterilmistir.
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Tablo V. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin hematolojik degerleri.

Toplam Akut ITP  Kronik ITP Kontrol
iTP Grubu
n=66 (1) n=51 (2) n=15 (3) n=60 (4) p<0.05
WBC
(10°/mm®)
(ort£SD) 10.30+£2.78 10.54+2.52 9.49+3.53 8.43+2.31
(alt-iist) (4.32-18.69) (5.88-18.69) (4.32-18.04) (4.40-13.49)
Hb (g/d1)
(ort+SD) 12.31£1.38 12.174£1.37 12.78+1.35 13.48+1.17
(alt-iist) (8.50-14.70)  (8.50-14.60) (10.90-14.7) (10.70-16.00)
PLT
(10°/mm’)
(ort£SD) 15.19+¢16.67 14.21£13.97 18.53+24.05 329.25+80.33 1-4,2-4,3-4
(alt-iist) (2.00-89.00)  (2.00-56.00) (3.00-89.00) (201.0-586.0)
MPV (L)
(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 0.01+0.02 0.0740.16 0.34+0.83  2-4,3-4,1-4
(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 30.81+6.59  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, PLT: Platelet MPV: Ortalama trombosit
voliimii, PCT: Platokrit, PDW: Trombosit dagilim aralig.
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3.1. PON-1 L/M 55 Genotip Dagilim ile L/M Allel Sikhgimin Kontrol ve iTP
Gruplarindaki Dagilimlan

Akut ITP grubunda LL, LM ve MM genotip sikligi siras1 ile 10 (%19.6), 31
(%60.8) ve 10 (%19.6) olarak, kronik ITP grubunda siras1 ile 6 (%40), 7 (%46.7) ve
2 (%13.3), kontrol grubunda ise 16 (%26.7), 39 (%65) ve 5 (%38.3) olarak saptandi.

Her ii¢ grupta da (kontrol, akut iTP, kronik ITP) en sik goriilen genotip LM
genotipi olup kontrol grubunda akut ITP grubuna gore daha fazla gériildii. Ancak
istatistiksel anlaml1 fark saptanmadi (p>0.05). Kronik ITP grubunda ise LM genotipi
akut ITP ve kontrol grubuna gore daha diisiiktii. Bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p<0.05). ITP gruplarinda MM genotipi kontrol grubuna gére daha sik
bulunurken akut ITP’deki yiikseklik kontrol grubu ve kronik ITP grubuna gére olan
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Kronik ITP grubunda LL genotipi kontrol grubu ve akut ITP grubuna gore
daha sik bulundu. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Sekil 6’da
kontrol grubu, akut ITP ve kronik ITP’I1 hastalarin PON-1 L/M 55 genotip dagilim1
gosterilmistir.

Akut ITP grubunda L alleli 51 (%50), M alleli 51 (%50) oraninda bulundu.
Kronik ITP grubunda L alleli 19 (%63.3), M alleli 11 (%36.7), kontrol grubunda ise
L alleli 71 (%59.2), M alleli 49 (%40.8) oranlarinda saptandi. Kronik ITP grubunda
diger gruplara oranla L alleli daha sik bulundu. Kronik iTP grubundaki L allel siklig1
akut ITP grubuna gore daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
Akut ITP grubunda M alleli diger gruplara goére daha sik goriildii. Akut ITP
grubundaki M allel sikhig kronik ITP grubuna gére istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Kontrol grubu ve ITP’I1 hastalarin olusturdugu ITP grubunun
PON-1 L/M 55 genotip dagilimi ile L ve M allel siklig1 Tablo VI’da gosterilmistir.

35



Tablo VI. idiyopatik trombositopenik purpurali olgular ve kontrol grubunun PON-1
L/M 55 genotip dagilimi ve L/M allel siklig1.

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

L/M 55 genotip dagilim
LL 16 10 6 16 3-4,2-3,2-4
(%24.2) (%19.6) (%40) (%26.7)
LM 38 31 7 39 3-4,2-3
(%57.6) (%60.8) (%46.7) (%65)
MM 12 10 2 5 2-4,2-3,3-4,
(%18.2) (%19.6) (%13.3) (%8.3)  1-4
Allel sikhig1
L 70 51 19 71 2-3,2-4, 1-4
(%53) (%50) (%63.3 ) (%59.2)
M 62 51 11 49 2-3,1-4
(%47) (%50) (%36.7) (%40.8)
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Sekil 6. Toplam ITP (1), akut ITP (2), kronik ITP (3) ve kontrol grubunun (4)
PON-1 L/M 55 genotip dagilimu.

4a-3a= p<0.05 4b-3b= p<0.05 4c¢c-2¢= p<0.05
2a-3a= p<0.05 2b-3b=p<0.05 2¢c-3c=p<0.05
4a-2a= p<0.05 4c¢c-3c= p<0.05

lc-4c=p<0.05

(Anlaml1 bulunmayanlar yazilmada).

Toplam ITP olgulari ile kontrol grubu kiyaslandiginda ise ITP’I1 hastalarda
LL genotipi 16 (%24.2), LM genotipi 38 (%57.6), MM genotipi ise 12 (%18.2)
olarak bulundu. Kontrol grubu ile ITP grubu arasinda LL ve LM genotipi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Ancak MM genotipi ITP
grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.05). Kontrol grubu ve ITP’l1 (akut ve kronik) hastalarin PON-1 L/M 55 genotip
dagilimi sekil 7°de gosterilmistir.

Kontrol grubunda L alleli 71 (%59.2), M alleli 49 (%40.8) oranlarinda
bulunurken ITP grubunda L alleli 70 (%53), M alleli 62 (%47) oraninda bulundu.
Idiyopatik trombositopenik purpura grubunda M alleli oram kontrol grubundan daha

yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05). Kontrol grubunda ITP
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grubuna gore daha yiiksek bulunan L allel sikligi istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0.05).

70,00
60,00

50,00
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# MM

40,00

30,00
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0,00 .
(%) Toplam ITP (1) Kontrol Grubu (2)

Sekil 7. Toplam ITP’I1 ( akut ve kronik) hastalar ve kontrol grubunun PON-1 L/M
55 genotip dagilimu.
1c-2c=p<0.05 (Anlaml bulunmayanlar yazilmadi).

Tablo VII’de kontrol grubu, akut ITP ve kronik iTP gruplarinda PON-1 L/M
55 genotip dagilimi ile yas, trombosit sayisi, MPV, PDW degerleri iliskilendirildi.
Buna gore kontrol grubunda MM genotipi gosteren olgularin yaslann LL ve LM
genotipi gosteren olgularin yaslarindan biiyliktii ve bu fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0.05).

Kontrol grubunda trombosit ve MPV degerleri bakimindan her ii¢ genotipi
gosterenler arasindaki farkliliklar istatistiksel anlamli bulunmadi (p>0.05). Ancak bu
grupta MM genotipi gosteren olgularin PDW degerleri LL genotipi gosteren
olgularin PDW degerlerine gore yiiksekti ve bu fark istatistiksel anlamli bulundu

(p<0.05).
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Akut ITP’li hasta grubunda MM genotipi gdsterenlerin yaslar1 LL ve LM
genotipi gosterenlerin yaglarina gore daha biiyilkk olup MM ve LM genotipleri
arasindaki yas farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).

Akut ITP tanili hastalar arasmda MM genotipi gosterenlerin trombosit
sayilar1 LL ve LM genotipi gosterenlerin trombosit sayilarina gore daha yiiksek
bulundu. Ancak bu fark MM ve LM genotipi gosteren olgular arasinda istatistiksel
olarak anlamliydi1 (p<0.05). Akut ITP grubunda MM genotipi gdsteren olgularm
MPV degerleri LL ve LM genotipi gosteren olgularin MPV degerlerinden diisiik olup
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). Bu grupta genotipler arasi
PDW degerleri agisindan da istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Kronik ITP’l1 hastalarda MM genotipi gdsterenlerin yas ortalamasi LL ve
LM genotipi gosterenlere gore daha kiiciik bulundu. Bu fark istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p<0.05). Bu grupta MM genotipi gosterenlerin trombosit sayilar
LL ve LM genotipi gosterenlere gore daha diisiik olup istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.05). Yine LM genotipi gosterenlerin trombosit sayilar1 da LL genotipi
gosterenlerin trombosit sayilarindan anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0.05).
Ayni grupta genotipler aras1t MPV degerleri agisindan MM genotipi gdsterenler ile
LL ve LM genotipi gosterenler arasinda istatistiksel anlaml fark bulundu (p<0.05).
Bu grupta MM genotipi gosterenlerin MPV degerleri digerlerine gore daha yiiksekti.

Kronik ITP grubunda PDW degerleri bakimindan ise MM genotipi
gosterenlerin degerleri LL ve LM genotipi gosterenlerin PDW degerine gore daha

yiiksek bulundu. Bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.05).
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Tablo VII.

Gruplar aras1t PON-1 L/M 55 genotip dagilimi ile yas ve trombosit parametreleri iligkisi.

Akut iTP (1) Kronik iTP (2) Kontrol grubu (3)
LL LM MM LL LM MM LL LM MM
n=10 (a) n=31 (b) n=10 (c) n=6 (a) n=7 (b) n=2 (¢) n=16 (a) n=39 (b) n=5 (c)
Yas (yil) 6.25£3.77 5.53£3.13 8.914.04 10.9143.72 10.42+2.33  8.2546.01 7.5314.15 7.12£3.51 9.7+4.38
(ort£SD) (1.5-12) (1.5-14) (2.5-14) (5.5-16) (7.5-14) (4-12.5) (2-16) (1.5-14) (2-13)
(alt-iist)
p 1b-1c= p<0.05 2a-2¢=p<0.05, 2b-2c= p<0.05 3a-3¢=p<0.05, 3b-3c= p<0.05
PLT 15.1049.93  12.86%£13.58 17.50£18.75 30.33£33.7 12.14£12.5  5.50£0.70  352.50+103.70 326.00£71.02 279.80+40.27
(10°/mm?) (2.0-36.0) (2.0-56.0) (2.0-55.0) (6.0-89.0) (3.0-39.0) (5.0-6.0) (211.0-586.0)  (201.0-468.0) (231.0-331.0)
(ortxSD)
(alt-iist)
p 1b-1c=p<0.05 2a-2b=p<0.05, 2a-2¢= p<0.05, AD
2b-2¢=p<0.05
MPYV (iL) 11.05£2.44  11.5743.86 9.69+3.44 12.51£1.50  12.28+£1.32  15.75+6.29 10.61+1.92 10.52+1.53 10.10£1.90
(ort£SD) (8-15.3) (4.7-20.3) (3.8-16.4)  (10.4-14.5) (10.4-14.6) (11.3-20.2) (8.3-13) (8.4-13.0) (9.1-13.5)
(alt-iist)
p AD 2a-2¢=p<0.05, 2b-2c= p<0.05 AD
PDW 344542191 33.69+18.24 33.53+17.83 34.2348.92  33.78+6.32  46.0t4.24 28.6616.33 31.0£6.60 35.5615.49
(ort£SD) (14.5-73.4)  (12.4-78.0) (11.2-67.3) (22.0-42.0) (26.8-45.0)  (43.0-49.0) (19.4-38.7) (18.5-44.0) (26.3-40.5)
(alt-iist)
p AD 2a-2¢=p<0.05, 2b-2c= p<0.05 3a-3¢=p<0.05
AD: p>0.05
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4. TARTISMA

Idiyopatik trombositopenik purpura, cocukluk caginda en sik goriilen akkiz
kanama bozuklugudur. Cocuklarda akut ITP’nin patogenezinde sikhikla  bir
enfeksiyon sonrasi uygunsuz immiin yanit olugsmasi su¢lanmaktadir. Spesifik olarak
trombosit membranina kars1 olusan antikorlar veya hastaliga bagli olusan immiin
kompleksler trombosit yiizeyine yapismakta. Geng trombositlerin yikimina neden
olmaktadir (108-110). Trombosit iizerindeki Gpllbllla veya GpIbIX kompleksleri
ITP ile iliskili antikorlarin esas baglanma yerleridir. iTP’da  bazi antikorlarin
glikolipitlere de baglanabildigi gosterilmisltir (111). Bu otoimmuniteyi baglatan
nedenler tamamen agik degildir (8). Ayrica nedenler arasinda antikora bagimli olarak
olusan oksidan iiriin hidrojen peroksidin hiicresel hasara neden olmasida ileri
stiriilmiistiir (9).

Oksidatif ve antioksidatif sistemler arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak
meydana gelen oksidatif stres, yaslanma, kanser, ateroskleroz, romatoid artrit (RA),
osteoartrit (OA), fibromyalji ve osteoporoz gibi birkac hastalik ile iligskilendirilmistir
(112-114). Altindag ve ark. (115) RA’li hastalarda TAOK’ nin azaldigi, oksidatif
stres indeksi (OSI) ve DNA hasarinin artigini bulmuslardir. Bu yiizden DNA
hasarinin RA hastalarinda hastaligin patogenezine katkida bulunan asiri reaktif
oksijen radikalleri (ROS) iiretimi ve yetersiz antioksidan kapasite ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Oztiirk ve ark. (116) otoimmiin bir hastalik olan RA
hastalarindaki oksidan/antioksidan durumu degerlendirmek icin yaptiklar1 calismada,
RA’li hastalarda kontrol grubuna gore antioksidan kapasitenin azalmig, oksidatif
stresin arttigin1 saptamuslardir. Akut ve kronik ITP’da artan oksidatif stres hastaligin
seyrini etkileyebilir (12).

Dogal toplumlarda pek c¢ok etken genetik bilginin délden déle gecis bigimini
etkileyerek toplumun genetik yapisini degistirebilir. Genetik yapiyr degistiren
etkenlerin baslicalart mutasyon, seleksiyon, gog, rastlantisal olmayan eslesmedir. Bu
etkenlerin hi¢ birinin bulunmadig1 kosullarda ise toplumun genetik yapisi ddller
boyunca degismeksizin korunur. Bu kavram ilk kez 1908 yilinda, birbirlerinden
tamamen bagimsiz olarak, Hardy ve Weinberg tarafindan ortaya konmustur (72,73).

Hardy-Weinberg yasasi su sekilde ifade edilebilir; mutasyon, seleksiyon ve goc¢ gibi
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olaylarin meydana gelmedigi yeterli biiyiikliikteki bir populasyonda rastgele eslesme
kosullarinda, ilk d6lden itibaren gen ve genotip frekanslar sabit kalir.

Literatiirde simdiye kadar ¢ocuk ve eriskinlerde akut veya kronik ITP’da
PON aktivitesi ya da polimorfizmini arastiran ¢alismaya rastlamadik. Bundan dolay1
bu calisma ile akut, kronik ve toplam ITP tamli olgularda antioksidan &zelligi olan
PON-1 L/M 55 gen polimorfizmi aragtirildi. Polimorfizm degisiklikleri, bunlarin
kroniklesme {izerine etkileri ve tedavi yanitlariin degisip degismedigi saptandi.

Akut ITP en sik 2-10 yaslar1 (2-5 yas pik yapar) arasinda goriildiigii, kronik
ITP’nin ise addlasan yasta daha sik goriildiigii bildirilmekte (2,56,117-120). Akut,
kronik ve toplam ITP ile saglikli kontrol grubunda yaptigimiz, paraoksonaz-1 L/M
55 gen polimorfizmini arastirdigimiz ¢aligmamizda akut ITP ve kronik ITP
gruplarinda yas ortalamalar1 benzer sekilde bulunmustur. Etnik gruplar, irklar veya
cevresel faktorler hastaligin  goriilme sikligmi  degistirmemektedir (56,120).
Cocuklarda goriilen kronik ITP eriskin forma benzemektedir. Kizlarda daha fazladir
ve mevsimsel Ozellik gostermemektedir (117,118). Hastalifin sinsi baslangicl
olmasi ve 10 yasin iizerinde tan1 almasmin da kronik ITP icin risk faktdrii oldugu
bildirilmektedir (119). Bizim calismamizda da kronik ITP grubunda cinsiyet
bakimindan benzer sekilde kizlarin orani erkeklere gore yiiksekti (tablo I'V).

Idiyopatik trombositopenik purpurada trombositopeni digindaki kan sayimi
verileri yaslarina uygun normal sinirlardadir. Ancak kanamaya bagh hafif bir anemi,
viral veya bakteriyel enfeksiyonlara bagl nétrofili, lenfositoz olabilecegini bildiren
yaymlar mevcuttur (40,120,121). Bizim calismamizda da beyaz kiire sayist ve Hb
degerleri agisindan; kontrol grubu, akut ITP ve kronik ITP grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (tablo V).

Trombositler hacim, yogunluk, yas ve metabolik fonksiyon bakimindan
heterojen olan kiiciikk diskoid hiicresel elementlerdir. Kemik iligindeki iiretim
faktorlerinin etkisiyle trombosit hacim heterojenitesi meydana gelir. Dolasimda
olgunlagma gerceklesmez. Trombopoietik strese cevap olarak olugan MPV’de artma
megakaryositlerin artmis biiyiimesi ile birliktedir. Biiyiikk trombositler stres
trombositleri olarak tanimlanir. Megakaryosit stimiilasyonunun derecesi trombosit

hacminin en oOnemli belirleyicisidir (122). Hastaligin baslangicindan itibaren
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trombosit haciminin degerlendirilmesi ile akut ve kronik ITP aymrimi yapilabilir
(123).

Trombosit sayilar1 agisindan akut ve kronik ITP hastalarinin trombosit
sayilar1 kontrol grubundan daha diisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu. Akut
ITP olgularmin %80.4’de trombosit sayist <20.000 /mm? olarak saptandi. Diisiik
trombosit sayilarina ragmen hicbir olguda hayati tehdit eden intrakraniyal kanama
goriilmedi.

Ortalama trombosit hacmi (MPV) trombositopeninin yikim fazlaligindan
yada yapim azligindan oldugunu belirler (124). Trombosit hacmi impedans ya da 151k
dagitim teknolojisi aletleri ile rutin olarak Olgiilebilir (122,124). Referans degerler
impedans ac¢ikligina gére MPV 8.0-13.0 fl, optik sisteme gore ise MPV 7.4-11.2 fl
olarak belirlenmistir (122). Calismamizda optik sisteme gore degerlendirme yapildi.

Kenet ve ark. (59) tarafindan MPV degerinin <8 fl olmas1 artmis kanama riski
ile birlikte bulunmusgtur. Calismamizda 6l¢iilebilen MPV degerleri incelendiginde her
3 gruptaki olgularin tamaminda MPV’nin normal sinirlarda (7.4-11.2 fI) oldugu
saptandi. Akut ITP ve kronik ITP’l1 hastalarn MPV degerleri kontrol grubunun
MPV degerlerine gore daha yiiksek, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmedi. Ancak kronik ITP grubunda MM genotipine sahip olgularin
MPV degerleri LL ve LM genotipine sahip olgularin MPV degerlerinden anlamli
yiiksek bulundu (tablo VII).

Trombosit dagilim aralifi (PDW) eritrosit dagilim araligi kavramina benzer
sekilde trombosit hacim heterojenitesinin indeksidir. Referans degerler impedans
acikligina gore 9.0-14.0 fl ve optik sisteme gore ise %44-56 olarak belirlenmistir
(122). Trombosit dagilim araligi kronik ITP olgularinda kontrol grubuna gore
anlamli yiiksek bulundu. Ancak tiim gruplarda olgularin biiyiik ¢cogunlugunda PDW
degerleri referans degerden daha diisiik bulundu.

Trombositler, ¢ekirdeksiz, oval/yuvarlak diskoid sekilli 2-4 um c¢apinda
Ozellesmis kan hiicreleridir. Kemik iliginde megakaryositlerce olusturulur. Nukleus
ve DNA igermemelerine karsin hiicrenin tiim fonksiyonlarmi gosterir (125).
Trombosit membrami yaklasik 7.5 nm kalinliginda ve 3 kath bir yapiya sahiptir.
Membranin dis yiizii kabarik ve diizensiz bir yiizey Ortiisii olan glikokaliks ile

kaphdir. Bu katman cesitli protein, glikoprotein, glikolipit ve mukopolisakkaritten

43



olusmustur. Glikokaliks protein ve lipitlerin iizerindeki sialik asit kalintilarindan
dolay1 negatif bir yiizey elektrigine sahiptir. Bu negatif elektrik dolasan
trombositlerin birbirine baglanmasim azaltir (126). Trombositlerin membraninda
bulunan lipitlerin oksidatif stresten etkilenebilecigi  diisiiniilebilir.  Lipit
peroksidasyonu araciliftyla ITP’da hastaligin seyrinin etkilenebilecedi, tedaviye
yanitin degisebilecegi diisiiniilebiler.

Polat ve ark. (13); eriskin yas grubunda ITP’da lipid peroksit, glutatyon ve
askorbik asit seviyelerini arastirmiglar. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda lipid
peroksit diizeyinin yiiksek, glutatyon ve askorbik asit seviyelerinin ise diisiik
oldugunu bulmuslardir. Ohyashiki ve ark. (127); rat trombositlerinin serbest oksijen
radikallerine maruz birakildiginda trombosit lipid peroksidasyonunun arttigini ve
buna paralel olarak agregasyon kapasitesinin azaldigini saptamislardir. Worner ve
ark. (128); potasyum tetraperoksokromat kullanarak serbest oksijen radikal tipleri
olusturarak  statik ve dinamik yapilari ve trombosit membran fonksiyonunu
bozduklarim1 gozlemlediler. Erel ve ark. (129) malaryali (vivaks) hastalarda
trombositlerin oksidatif stresi ve trombositopeni ile ilgili olarak yaptiklar1 bir
caligmada trombosit lipid peroksit diizeylerinin saglikli kisilerle karsilastirldiginda
oldukc¢a yiiksek oldugunu, trombosit lipid peroksit diizeyleri ve tam kan trombosit
sayimi arasinda anlamli negatif bir korelasyon varligi, buna karsilik antioksidan
enzim aktivitesinin azaldig1 saptanmistir.

Akut ve kronik ITP’da tedavi dncesi ve sonrasi oksidatif stres ve total
antioksidan kapasiteyi (TAOK) arastiran bir ¢alismada; tedavi 6ncesinde akut, kronik
ve toplam ITP gruplarinda trombositopeni ile birlikte total peroksit diizeyinin
belirgin yiiksek, TAOK diizeyinin belirgin diisiik oldugu saptanmis. Tedavi ile
birlikte trombositopeninin diizelmesiyle total peroksit diizeyinde belirgin azalma ve
TAOK diizeyinde belirgin artma gdézlenmistir (12).

Bu agidan ele alindiginda; kalsiyum bagimli, HDL kolesterol i¢eren bir enzim
olan ve basta LDL kolesterol olmak iizere plazma lipoproteinlerini serbest oksijen
radikallerine bagli oksidasyondan koruyan antioksidan bir enzim olan paraoksonaz
enzimi lizerinde durmak gerekir. Paraoksonaz, lipit peroksitleri ve hidrojen peroksit
(H20,) gibi potent oksidant yapilar1 enzimatik reaksiyonlarda substrat olarak

kullanabilir. Ozellikle H,0,, aterogenezis sirasinda arter duvar1 endotelinde olusan
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major bir reaktif oksijen bilesikleri (ROS) tiiriidiir ve LDL oksidasyonuna yol agarak
daha potent oksidatif iirinler olusumuna neden olabilmektedir. Bu yiizden
paraoksonaz enziminin H,0,’i hidrolize edebilme yetenegi 6zellikle potent oksidant
yapilarin ortadan kaldirilmasinda énemli bir rol oynamaktadir (130). Paraoksonaz bu
antioksidant 6zelligi nedeniyle diyabetes mellitus, miyokard infarktiisii, Alzheimer
hastaligi, sistemik amiloidoz, bobrek yetmezligi, Parkinson hastaligi, SLE, romatoid
artrit gibi bir¢ok hastalikla iliskisi aragtirilan bir enzimdir.

Paraoksonaz-1’in antioksidan etkisinin hangi mekanizma ile olustugu net
olmamakla beraber bazi hipotezler ileri siirilmektedir. Proteinin 284. konumundaki
serbest sistein aminoasitinin PON-1’in antioksidan kapasitesinde Oonemli bir roli
oldugunu iddia eden g¢aligmalar mevcuttur. Aviram ve ark. (131); PON-1’in bu
aminoasitten yoksun gen ile transfeksiyona (bir genin plazmid aracilig ile baska bir
hiicrenin ¢ekirdegine tasmip DNA'sina yerlestirilmesi) tabi tuttuklar1 hiicrelerin
siipernatantlarinin LDL oksidasyonunu engelleyemediklerini, buna kargin normal
PON-1 ile transfekte ettikleri hiicrelerin siipernatantlarimin LDL oksidasyonunu
engelledigini gostermislerdir.

Genelde serbest sistein igeren proteinlerin siilfthidril gruplarmin metal
selatorleri ve serbest radikal yok edici olarak goérev yapmalar1 bu hipotezi daha da
gliclendirmektedir. Buna karsin PON-1 proteininin kristal yapisinin incelenmesi bu
sisteinin i¢e dogru gémiilii oldugu ve boyle bir gorevi yapamayacagi seklinde karsit
goriisler de mevcuttur.

Harel ve ark. (132); 284. sisteinden yoksun mutant PON-1 proteinlerinin
ekspresyonunun diisiik olmasi ve stabil olmamasindan yola ¢ikarak bu sistein
molekiiliiniin proteinin yapisal korunmasinda ve stabilizasyonundan sorumlu
olabilecegini ileri stirmiistiir.

Rosenblat ve ark. (103); PON-1 enziminin LDL, HDL, makrofaj ve
aterosklerotik lezyonlardaki okside lipidleri modiile etmek suretiyle antioksidan etki
gosterdigini  ileri siirmiislerdir. Paraoksonaz-1’in ¢esitli mekanizmalar ile
makrofajlarda kolesterol birikimini engelledigi gosterilmistir (133,134). Bu
mekanizmalar arasinda okside LDL’in hiicreye aliminin engellenmesi, makrofajlarin
kolesterol biyosentezinin inhibisyonu ve makrofajlardan kolesterol atiliminin artist

sayilabilir (135).
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Mackness ve ark. (136); 300 saglikli insanda 55 polimorfizmi ve 192
polimorfizminin  birbirinden bagimsiz PON-1  aktivitesindeki  degisikligi
gostermiglerdir. Homozigot AA/MM polimorfizmi  gosterenlerden, homozigot
BB/LL polimorfizmi gdsterenlerde PON-1 aktivitesini daha yiiksek bulmuslardir.
Bireyler arasinda PON aktivitesindeki bu  degisikligin  polimorfizmden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Caligmamizda akut, kronik ITP ve kontrol
gruplarinin tiimiinde en yiiksek oranda LM genotipi bulundu. MM genotipi akut, LL
genotipi ise kronik ITP’da daha yiiksek oranda saptand: (tablo VI).

James ve ark. (137); diyabetik retinopati ve hipertansiyon gelisen olgularda
izlenen diisiik serum PON-1 aktivitesinin lipid peroksidasyonuna artmis yatkinliktan
kaynaklandigi yorumunu yapmislardir. Sporadik idiopatik Parkinson olgularinda
yapilan ¢aligmada PON-1 ile metabolize olan ¢evresel norotoksinlerin yasla birlikte
norodejenerasyondan sorumlu tutulabilecegi ve B allelinin Parkinson hastaligina
genetik yatkinlik olusturabilecegi ileri siiriilmiistiir (138).

Antikardiolipin antikorlar1 pozitif bulunan bir grup hastada yapilan ¢calismada
modifiye LDL’ye kars1 otoantikorlarin arttigi, PON-1 aktivitesinin belirgin olarak
diistiigii ve arteriyel tromboz gelistirme riski yiiksek olan R genotipinin de artma
egiliminde oldugu izlenmistir (139). Bagka bir calismada IgA nefropatili hastalarda
PON-1 aktivitesinin kontrol grubuna goére daha diisik oldugu ve bdbrek
fonksiyonlarinda koétiilesmeyle iligkili oldugu gosterilmis (140). Tip 2 diabetes
mellitus tanili olgularda yapilan baska bir caligmada PON-1 55 LM ve PON-1 192
AB polimorfizminin oksidan-antioksidan sistem iizerine etkisi aragtirilmigtir. PON-1
192 BB ve PON-1 55 LL allellerinin oksidatif stresten koruyucu oldugu saptanmis
(141).

Heijmans ve ark. (19); 85 yas ve lizeri kisilerle PON-1 gen frekansi ¢alisarak
bu grubu gen¢ populasyonla karsilagtirdiklarinda yagl grubun %8.5 oraninda R/R
homozigot allellere sahip olduklarini rapor etmislerdir. Cok uzun yaglara kadar
hayatta kalanlarin PON-1 192 geninin R alleliyle iligkileri bulunmustur. Yine baska
bir ¢calismada R alleli tagimayan kisilerde erken yaslarda kardiovaskiiler hastaliklarin
riskinin biiyiik 6l¢iide arttig1 bildirilmektedir (142).

Malin ve ark. (143) 123 otopsi vakasinda PON-1 55 L/M genotip dagilimi ve

bunun arter duvarlarindaki kalinlagmayla iliskisini incelemislerdir. Yas ve PON-1 55
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L/M genotipinin arterlerin ateroskleroz ciddiyetiyle anlamli derecede iliskili
oldugunu bildirmislerdir. LL homozigot bireylerin M alleli tasiyanlara gore
arterlerinde daha fazla aterosklerotik plaklar oldugunu, stenotik lezyonlar tespit
edildigini ve arter duvarlarinin daha kalin oldugunu saptamislardir.

Fortunato ve ark.(144); orta yashi 310 kadin iizerinde yaptiklar1 ¢alismada
karotisin degisik bolgelerindeki aterosklerotik plaklarla PON-1 55 L alleli varliginin
( LL+LM) iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan baska bir calismada biyopsi ile fokal segmental glomeruloskleroz
(FSGS) tanis1 alan 25 ¢ocuk ve 30 saglikli kontrol grubunda PON-1 192 ve PON-1
55 polimorfizmi arastirilmig. PON-1 polimorfizmi agisindan FSGS ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu bildirilmis. FSGS’li olgularda AA
genotipi sikligi kontrol grubuna goére AB+BB genotipinden daha diisiik (AA
genotipi icin %48’¢ %73 ve AB+BB genotipi icin %52’¢ %27 ) olarak anlaml
bulunmustur (p<0.05). PON-1 55 genotipi frekans1 FSGS ve kontrol grubunda LL
genotipi i¢in %76’ya karsin %43 ve LM+MM genotipi frekanst %24’e %57
oraninda (p<0.05) anlamli bulunmus. Cocuklarda FSGS gelisiminde B allel ve L
allelinin risk faktorii olabilecegi bildirilmistir (145).

Isik ve ark.’nin (146) romatoid artritli erigkin hastalarda yaptiklar1 ¢aligmada lipit
peroksidasyon tiriinii olan lipit hidroperoksitlerin, serbest siilfidril gruplarinin diizeyleri
ve PON-1 aktivitesi, arilesteraz (ARE) aktivitesi ve seruloplazmin (CP) ¢aligilmustir.
Aktif RA’li 47 hasta ve 23 saglikli goniillii ¢alismaya dahil edilmis. Romatoid artritli
hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla lipit hidroperoksitlerin diizeyi yiiksek
(p<0.001), serbest siilfidril gruplarmin diizeyi, PON-1, ARE ve CP aktivitesi ise
diisitk bulunmustur (sirasiyla; p<0.001, <0.001, <0.01 ve <0.01). Hasta grubunda
lipit hidroperoksitlerin diizeyi ile PON-1 aktivitesi arasinda negatif bir korelasyon
oldugu saptanmistir (= -0.420 ve p<0.01). Romatoid artritli hastalarda artan
oksidatif stres ve azalmis antioksidant varlig1 nedeniyle bu hastalarda ateroskleroz
gelisimi ve doku hasarmin kaginilmaz oldugu yorumu yapilmaistir.

Bagka bir ¢alisma; otuziki beta- talasemi minér ve 28 saglikli kontrol grubunda
yapilmis. Serum PON ve arilesteraz aktivitesi, lipit hidroperoksit diizeyi, TAOK, total
oksidant durum ve oksidadif stres indeksi saptanmigtir. Beta- talasemi mindr grubunda
kontrol grubuna gére TAOK, serum PON ve arilesteraz aktivitesi anlamli derecede diisiik

bulunmus (p<0.001). Buna karsin total oksidant durum, lipit hidroperoksit diizeyi ve
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oksidadif stres indeksi, hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulunmustur
(swrastyla; p<0.001, p<0.05 ve p<0.001). Hastalarin serum PON aktivitesiyle Hb
diizeyleri arasindaki korelasyon anlamli bulunmus (r=0.501, p<0.001). Beta- talasemi
minorde artan oksidatif strese karsin diisiik olan serum PON-1 aktivitesi aneminin
derecesi ile iliskilidir. Beta- talasemi mindr de bu durum ateroskleroz gelisimine
egilim yaratabilir seklinde yorumlanmistir (147).

Paraoksonaz aktivitesi, genetik ve c¢evresel faktorlerden etkilenmektedir.
Farkli toplumlarda ¢ok genis araliklarda degisken profiller sergiledigi goézlenmistir
(148). Bu nedenle 1rksal farkliliklar1 ortaya koymak icin saglikli bireylerde (genelde
eriskinlerde) yapilan paraoksonaz polimorfizmini aragtiran ¢alismalarda mevcuttur.

Mackness ve ark.(149); 1995 yilinda Ingiliz toplumunda PON-1 L/M 55
polimorfizmini arastirmiglar. M allel sikligini %28, L allel sikligin1 %72 olarak
bulmuslardir. Sanghera ve ark. (150); 1997 yilinda Asya yerlilerinde M allel sikligin1
% 20, L allel sikligin1 %80 olarak bulmuslardir. Cin halkinda ise M allel sikligini
%96, L allel sikligin1 %4 olarak saptamislardir. Mackness ve ark. (151); 1998 yilinda
Ingiliz toplumunda M allel sikhigin1 %57, L allel sikligim %43 olarak, Heijmans ve
ark. (152); 2000 yilinda Hollanda’lilarda M allel sikligin1 %37, L allel sikligin1 %63
olarak, Cascorbi ve ark. (153); 1999 yilinda Alman toplumunda M allel sikligini
%33, L allel sikligin1 %67 olarak, Phuntuwateve ark. (154); 2005 yilinda Tayland
toplumunda M allel sikligin1 %5, L allel sikligin1 %95 olarak bulmuslardir.

Sepahvand ve ark. (155); 2007 yilinda Iran halkinda M allel sikligin1 %41, L
allel sikligint %59 olarak saptamislardir. Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubunda
(saghkli bireyler) M allel sikhign %40.8, L allel siklig1 %59.2 olarak, akut ITP
grubunda M allel sikhigi %50, L allel sikligi %350, kronik ITP grubunda M allel
sikligr %36.7, L allel siklig1 %63.3 olarak bulundu. Saglikli kontrol grubumuzdan
elde ettigimiz sonuclar Sepahvand ve arkadaslarmin Iran popiilasyonundan elde
ettigi sonuglarla benzerdir.

Garin ve ark. (156); 1997 yilinda Kafkas toplumunda M allel sikligin1 %38, L
allel sikligini %62 olarak bulmuslardir. Calismamizda kronik ITP tanili olgularda M
allel siklig1 %36.7, L allel siklig1 %63.3 olarak, kontrol grubunda (saglikli bireyler)
M allel siklig1 %40.8, L allel siklig1 %59.2 olarak bulundu. Bu sonuglar Garin ve

arkadaslarinin sonuglarma yakin bulundu.
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Aynacioglu ve ark. (157); 1999 yilinda Tiirk toplumunda (n=381) M allel
sikligimi %28, L allel sikligmmi %72 olarak saptamistir. Calismamizda kontrol
grubunda (saglikli bireyler) M allel sikligi %40.8, L allel sikligi %59.2 olarak
bulundu. Aynacioglu ve arkadaglarinin Tiirk toplumunda elde ettigi sonuglarla
uyumsuz olmasi olgu sayimizin azligia baglandi. Ayrica ¢ok farkli etnik gruplari bir
arada barindiran Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yapilan calismalarda degisik
sonuglar alabilecegi diistiniilmelidir.

Akut ITP grubunda ise, yapilan diger ¢aligmalardan (149,150,152-155) farkli
olarak M alleli daha sik gozlendi. Kronik ITP grubunda elde etti§imiz sonuglar
Garin ve ark.’nin (156) Kafkas halkinda, Cascorbi ve ark.’nin (153) Alman
toplumunda, Heijmans ve ark.’nin (152) Hollanda toplumunda ulastig1 sonuglara
yakin bulundu. Bu grupta L alleli daha sik goriildii ancak bu sonug¢ daha 6nce farkli
toplumlarda tespit edilen (149,150,152-157) L allel sikligina benzerdir. Eger akut
kronik ayrimi yapilmazsa ITP’li olgularda M alleli %47, L alleli %53 oraninda
bulundu. Kontrol grubuna kiyasla M alleli daha sik gozlendi. Istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p<0.05).

Elde etigimiz sonuglara bakarak akut ITP’li olgularda kontrol grubuna kiyasla
daha az goriilen LL genotipi ITP’nin baslangici ile iliskili olmasa bile akut iTP
geciren birey eger LL genotipine sahip ise kroniklesmeye egilimi artirabilir. Kontrol
grubuna gore toplam ITP grubunda daha yiiksek bulunan MM genotine sahip olmak
ise hastaliga bireyi duyarl kilabilir.

Daha 6nceden yapilan bir galismada kronik ITP tanili olgularda &zellikle
interferon gamma iligkili genlerin ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttig1 ve bazi
otoimmun hastaliklarda interferon gamma geninin ilk introndaki +874A/T
polimorfizminin hastalik gelisimi ve klinik fenotipi etkileyebilecegi vurgulanmistir
(158). Bu bilgiler 1s13inda interferon gamma +874A/T polimorfizminin; ITP
etyolojisindeki rolii, hastaligin klinik seyri ve tedaviye yanitindaki etkisini arastirmak
amaciyla Demircioglu ve ark.’nm (159) yapmis oldugu calismada 35 akut iTP, 40
kronik ITP’I1 hasta, 90 saglikli kontrol grubunda olmak iizere 3 grupta +874A/T
polimorfizmi siklig1 degerlendirilmistir. Sonuglar gruplar arasinda AA, AT, TT
polimorfizminin genotip sikliklar1 agisindan degerlendirildiginde; gruplar arasinda

anlaml1 bir iliski bulunmustur. Genotip siklig1 ve allel sikig1 agisindan akut iTP ile
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kontrol grubu ve kronik ITP ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur.
Akut ve kronik ITP gruplari arasinda anlamli fark saptanmamistir. Kronik ITP’I1
hastalarin uzun doénem tedavi yamtlan ile interferon gamma +874A/T gen
polimorfizmi arasinda anlaml fark saptanmamistir. Sonug olarak; interferon gamma
+874A/T gen polimorfizmi sikhig1 akut ve kronik ITP’l1 olgularda kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulunmus ve diger otoimmun hastaliklarin da literatiir
verileride gz Oniine alindiginda +874A/T polimorfizminin akut ve kronik ITP
etyopatogenezinde bir risk faktorii olabilecegi diistiniilmistiir.

Idiyopatik trombositopenik purpura tedavisinde amag tedavinin uzun siiren
epistaksis, menoraji, hematiiri ve gastrointestinal sistem kanamalarinda kan kayb1
riskini azaltmak ve intrakranial kanama riski nedeni ile trombosit sayisi
20.000/mm’iin  altinda olanlarda yakinmalarin derecesi ne olursa olsun tedavi
baglanmas1 gerektigi konusunda goriis birligi vardir (1,160-163). Son yillarda
tedavinin ilk 48 saati i¢inde trombosit sayisinda hizli artis yapmasi nedeni ile yiiksek
doz 1VIG ve yiiksek doz steroid kullanimi1 dnerilmektedir (1).

Calismamiza dahil edilen olgularimizin biiyiik bir kisminda trombosit sayisi
<20.000/mm’ oldugundan, toplumumuzun sosyokiiltiirel 6zelliklerinden dolay1 tiim
olgularimiza hastaneye yatirilarak tedavi baslandi. Tedaviye baslarken amacimiz
ucuz, yan etkisi az, trombositlerde daha hizli yiikselis saglayacak, hastanede kalig
siiresini azaltacak bir yoOntemle baslamakti. Olgularimizdan 3 tanesi harig
(P1t>50.000/mm° olmast nedeniyle) tiimiine tedavi baglandi.

Tedavi sonuglar1 degerlendirilirken; trombosit sayisinin 100.000/mm’ ve
iizerinde olmasi tam cevap, 50 ile 100.000/mm’ arasinda olmasi kismi cevap, tedavi
gereksinimi olmadan 50.000/mm”’ altinda minér cevap ve ilave bir tedaviye ihtiyag
duyulan; trombosit sayisimn 50.000/mm’ altinda olmasi durumu cevapsizhik yada
refrakterlik olarak kabul edildi (104,164).

Buna gére; akut ITP grubundaki hastalarin %62.5’inde (n=30) tedaviye yanit
alindi, %2.1’inde (n=1) kismi yamt alindi. Ancak 2. bir tedavi verilmedi. Yanit
alinamayanlarin orant  %35.4 (n=17) olarak saptandi. Bunlara 2. bir tedavi verildi.
Tedaviye yanit alinan olgularin %23.3°l (n=7) LL, %56.7’si (n=17) LM ve %20’si
(n=6) MM genotipine sahipti. Tedaviye yanit verenlerin ¢ogunun LM genotipine

sahip oldugu goriildii.
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Ancak hastalara ayni tip tedavi protokolii uygulanmayip, rastgele secim
yapildi. Akut ITP grubunda tedavi alan LL genotipine sahip toplam 10 hastadan 2’si
YDMP (yiiksek doz metilprednizolon) aldi. Bunlarda tedaviye tam yanit alindi. Aym
grupta 1 hastaya SDMP (standart doz metilprednizolon) verildi. Tedaviye refrakter
olarak degerlendirildi. Intravenéz immiinglobulin alan 3 hastada tedaviye tam yanit
alindi. Anti-D alan 4 hastanin 2’sinde yamit alindi, 1 olguda yamit alinamadi,
digerinde kismi yanit alindi. Anti-D tedavisine yanit %50 olarak bulundu. Yani LL
genotipine sahip olanlarin IVIG ve YDMP tedavisine olan yanitlar1 daha iyi
goriinmektedir.

Akut ITP’l1 tedavi alan olgulardan LM genotipine sahip toplam 29 olgunun
7’st YDMP aldi, 5’inde yanit alind1 (%71). Standart doz metilprednizolon alan 5
olgunun 2’sinde yanit alindi (%40). intravenéz immiinglobulin alan 10 olgunun
8’inde yanit alind1 (%80). Anti-D alan 7 olgunun ise 2’sinde yanit alindi (%28). Bu
sonuclara bakilarak LM genotipine sahip bireylerin Anti-D tedavisine daha direncli
oldugu ve yine LL genotipine sahip bireylerde oldugu gibi YDMP ve iVIG
tedavisine daha iyi yanit verdigi sOylenebilir.

Akut ITP grubunda tedavi alan MM genotipine sahip toplam 9 olgunun
2’sinde  YDMP tedavisine bir olguda yamit alindi (%50). Standart doz
metilprednizolon tedavisi 1 olguda kullamldi ve yanit alindi. 3 olguda 1VIG tedavisi
verildi ve hepsinde yanmit alindi (%100). Ug olguda ise Anti-D tedavisi verildi ve
yalnizca 1’inde tedaviye yanit alindi (%100). MM genotipine sahip bireylerinde
IVIG tedavisine daha iyi yanit verdigi sdylenebilir.

Idiyopatik trombositopenik purpurada kroniklesme orami %15-20 olarak
bildirilmistir (3,25). Bizim ¢alismamizda ise bu oran %22.7 olarak bulundu.

Kronik ITP grubundaki 15 olgunun 6’s1 (%40) LL genotipine, 7’si (%46.7)
LM genotipine, 2’si (%13.3) MM genotipine sahipti. Bu gruptaki 15 olgunun ilk tani
aninda aldig1 tedaviye 3’tinde (%20) yanit alindi. Yanit alinan bu 3 olgu LL
genotipine sahipti. Tedavi olarak hepsi IVIG ald1.

Hastalarin 7’sinde (%46.7) tedaviye yanit alimamadi. Yanit alinamayan
olgularin 5’1 LM, 2’si MM genotipine sahipti. Tedavi olarak LM genotipi gosteren 1
hasta YDMP alip, 2. tedavi olarak verilen IVIG tedavisine de yanit alinamadi. Ancak

bu hastada vincristin tedavisine yanit alindi. Bir hastaya Anti-D tedavisi baslandi.
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Bu hastada ancak vincristine yanit alindi. Hastalardan 2’si SDMP tedavisi aldi. Bu
hastalarda da diger tedavilere yanit alinamadi. Sonucta splenektomi yapildi. LM
genotipine sahip kronik ITP’li hastalarin steroid ve IVIG tedavisine yamit vermedigi,
vincristine daha iyi yanit alindig1 sdylenebilir. MM genotipi gdsteren hastalardan biri
IVIG, digeri YDMP tedavisi aldi.

Hastalarin 5’1 (%33.3) tedaviye kismi yanit verdi. Bu hastalarinda 3’ LL,
2’si LM genotipine sahipti. Bunlarda da tedavi olarak YDMP (2 olguya), SDMP
(2 olguya), IVIG (1 olguya) tedavisi basland1. Bunlarin i¢cinde LL genotipine sahip 1
hastaya splenektomi yapildi. Splenektomi yapilan olgularmm 2’si LM, 1’i LL
genotipine sahipti. Bu bilgilerin 15181 altinda L alleli bulundurmanin kroniklesmeye
egilim yaratacagi, ancak tedaviye yanitin iyi oldugu, M alleli bulundurmanin ise
tedavide kisiyi daha diregli kildig1 sdylenebilir.

Sonug; akut iTP, kronik iTP ve kontrol grubunda paraoksonaz-1 L/M 55 gen
polimorfizmi agisindan farklilik vardir. Genel olarak tiim gruplarda en yiiksek oranda
bulunan LM genotipidir. MM genotipine sahip bireyler hastaliga daha duyarlidir, LL
genotipine sahip bireyler ise kroniklesme egilimi gdstermektedir. LM genotipine
sahip bireyler Anti-D tedavisine daha direnclidir. LL ve LM genotipine sahip
olanlarin baslangi¢ tedavisinde 1VIG veya YDMP tercih edilmesi, MM genotipine
sahip bireylere ise IVIG tedavisi verilmesi gerektigini diisiinmekteyiz. Ayrica ITP’I1
olgularda PON 192 Q/R ve 55 L/M polimorfizminin PON aktivitesiyle birlikte

degerlendirilmesi daha olumlu sonuclar verecektir.

52



10.

11.

12.

5. KAYNAKLAR

Beardsley DS, Nathan DG. Platelet abnormalities in infancy and childhood. Nathan and
Oski’s  Hematology of Infancy and Childhood, 5th Edition. Nathan DG, Orkin SH
1998; 1590-1600.

Yetman RJ. Evaluation and manamegent of childhood idiopatic (immune)

thrombocytopenia. J Pediatr Health Care 2003; 17:261-263.

Lanzkowsky P. Disorders of platelets. Manual of Pediatric Hematology and Oncology,
4th  Edition. Elsevier Inc, 2005; 250-263.

Dilber C. Idiopatik trombositopenik purpura. Tiirkiye Klinikleri Pediatrik Bilimler
Pediatrik Hematoloji Ozel say1s1 2005: 1:48-51.

Taub JW, Warrier I, Holtkamp C, Beardsley DS, Lusher JM. Characterization of
autoantibodies against the platelet glycoprotein antigens IIb/Illa in childhood idiopathic
thrombocytopenia purpura. Am J Hematol 1995; 48:104-107.

Blanchette V, Carcao M. Approach to the investigation and management of immune

thrombocytopenic purpura in children. Semin Hematol 2000; 37:299-314.

Farrington P, Pugh S, Colville A, Flower A, Nash J, Morgan-Capner P, et al. A new
method for acute surveillance of adverse events from diphteria/tetanus/pertussis and

measles/mumps. Lancet 1995; 345:567-569.

Montgomery RR, Scott JP. Platelet and blood vessel diseases. Behram RE, Kliegman,
Jenson HB (editors). Nelson Textbook of Pediatrics. 17th Edition, Philadelphia;
Saunders, 2004; 1670-1671.

Wentworth P, Jr Jones LH, Wentworth AD, Zhu X, Larsen NA, Wilson IA, et al.
Antibody catalysis of oxidation of water. Science 2001; 293:1806-1811.

Vincent AM, Russell JW, Low P, Feldman EL. Oxidative stress in the pathogenesis of
diabetic neuropathy. Endocr Rev 2004; 4:612-628.

Akkus 1. Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri. Konya: Mimoza Yayinlar 1995; 3-
95.

Varol FI. Idiyopatik Trombositopenik Purpura Tanili Cocuklarda Oksidatif Stres ve
Antioksidan Durum. Uzmanlk Tezi, Elaz1g: Firat Universitesi Tip Fakiiltesi, Cocuk

Saglig1 ve Hastaliklar1 Bolimii, 2007.

53



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Polat G, Tamer L, Tanriverdi K, Giirkan E, Baslamishh F, Atik U. Levels of
malondialdehyde, glutathione and ascorbic acid in idiopathic thrombocytopenic purpura.

East Afr Med J 2002; 79:446-449.

Li WF, Costa LG, Furlong CE. Serum paraoxonase status: a major factor in determining

resistance to organphosphates. J of Toxicol Environ Health 1993; 40:337-346.
Yalgin AS. Antioksidanlar. Klinik Gelisim 1998: 11:342-346.

Aviram M, Hardak E, Vaya J, Mahmood S, Milo S, Hoffman A, et al. Human serum
paraoxonases (PON1) Q and R selectively decrease lipid peroxides in human coronary

and carotid atherosclerotic lesions. Circulation 2000; 101:2510-2517.

Hong-Liang L, De-Pei L, Chihj-Chuan L. Paraoxonase gene polymorphisms, oxidative
stress and diseases. J Mol Med 2003; 81:766-779.

Durrington PN, Mackness B, Mackness MI. Paraoxonase and atherosclerosis.

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001; 21:473-480.

Heijmans BT, Westendorp RGJ, Lagaay AM, Knook DL, Kluft C, Slagboom PE.
Common paraoxonase gene variants, mortality risk and fatal cardiovascular events in

elderly subjects. Atherosclerosis 2000; 149:91-97.

Adkins S, Gan KN, Mody M, LaDu BN. Molecular basis for the polymorphic forms of
human serum paraoxonase/arylesterase: glutamine or arginine at position 192, for the

respective A or B allozymes. Am J Hum Genet 1993; 52:598-608.

Sorenson RC, Primo-Parmo SL, Kuo CL, Adkins S, Lockridge O, La Du BN.
Reconsideration of the catalytic center and mechanism of mammalian

paraoxonase/arylesterase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1995; 92:7187-7191.

Aviram M, Rosenblat M, Bisgair CL. Paraoxonase inhibits high density lipoprotein
(HDL) oxidation and preserves its functions: a possible peroxidative role for

paraoxonase. J Clin Invest 1998; 101:1581-1590.

Mackness MI, Arrol S, Abbott C, Durrington PN. Protection of low-density lipoprotein
against oxidative modification by high-density lipoprotein associated paraoxonase.

Atherosclerosis 1993; 104:129-135.

Watson AD, Navab SY, Hama A. Effect of platelet activating factor-acetyhydrolase on
the formation and action of minimally oxidized low density lipoprotein. J Clin Invest

1995; 95:774-782.

54



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Acquired Platelet Defects. Nathan and Oski (eds) Haematology of Infancy and
Childhood, 6th Edition. Saunders Company, Philadelphia, 2003; 1597-1609.

Bizzaro N. EDTA-dependent pseudothrombocytopenia: a clinical and epidemiological

study of 112 cases with 10-year follow up. Am J Hematol 1995; 50:103.

Platelet Disorders of Infancy and Childhood. Nathan and Oski(eds) Haematology of
Infancy and Childhood 1993; 1567-1580.

Freedman J. ITP: An overview of the conference and future directions with an

abbreviated ITP history. J Pediatr Hematol/Oncol 2003; 25:77-84.

Medeiros D, Buchanan GR. Major hemorrhage in children with idiopathic
thrombocytopenic purpura: immediate response to therapy and long-term outcome. J
Pediatr 1998; 133:334-339.

Lowe EJ, Buchanan GR. Idiopathic thrombocytopenic purpura diagnosed during the
second decade of life. J Pediatr 2002; 141:253-258.

Lanzkowsky P (editor). Disorders of platelets. Manual of Pediatric Hematology and
Oncology. 3rd Edition, California; Academic Press, 2000; 233-250.

Abdul Rehman. Acute immune thrombocytopenic purpura in children. Turk J Hematol

2007; 24:41-51.

Kuhne T, Buchanan GR, Zimmerman S, Michaels LA, Kohan R, Berchtold W, et al.
Intercontinental Childhood ITP Study Group: a prospective comparative study of 2540
infants and children with newly diagnosed idiopathic thrombocytopenic purpura from

the Intercontinental Childhood ITP Study Group. J Pediatr 2003; 143:605-608.

Shulman NR, Marder VJ, Weinrach RS. Similarities between known antiplatelet
antibodies and the factor responsible for thrombocytopenia in idiopathic purpura:

physiologic, serologic and isotipic studies. Ann NY Acad Sci 1965; 124:499-542.

Burdach SEG, Guersen RG. Mechanisms of intravenous immunoglobulin treatment in

childhood acute idiopathic thrombocytopenic purpura. Pediatr Res 1985; 19:259.

Bussel JB, Cines D. Immune thrombocytopenic purpura, neonatal alloimmune
thrombocytopenia and posttransfusion purpura. In: Hoffman R, Benz EJ, Shattil SJ, et al
(eds): Hematology: Basic Principles and Practice. New York, NY, Churchill
Livingstone 1999; 2096-2114.

55



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Bussel JB. Fc reseptor blockade and immune thrombocytopenic purpura. Semin

Hematol 2000; 37:261-266.

McMillan R. Autoantibodies and autoantigens in chronic immune thrombocytopenic

purpura. Semin Hematol 2000; 37:239-248.

Berchtold P, McMillan R, Tani P, Sommerville-Nielsen S, Blanchette VS.
Autoantibodies against platelet membran glycoproteins in children with acute and

chronic immune thrombocytopenic purpura. Blood 1989; 74:1600.

Di Paola J, Buchanan G. Immune thrombocytopenic purpura. Pediatr Clin N Am 2002;
49:911-928.

Aziza T, Corina E. Treatment of immune thrombocytopenic purpura in children. Pediatr

Drugs 2005; 7:325-336.

Gianani R, Sarvetnick N. Viruses, cytokines, antigens and autoimmunity. Natl Acad Sci

1996; 93:2257-2259.

Zhou B, Zhao H, Yang R, Han ZC. Multi-dysfunctional pathophysiology in ITP. Critical
Rev in Oncol/Hematol 2005; 54:107-116.

Emmons RVB, Reid DM, Cohen RL, Meng G, Young NS, Dunbar CE, et al. Human
thrombopoietin levels are high when thrombocytopenia is due to megakaryocyte
deficiency and low when due to increased platelet destruction. Blood 1996; 87:4068-
4071.

Dame C. Thrombopoietin in thrombocytopenias of childhood. Semin Thromb Hemost

2001; 27:215-225.

Laster AJ, Conley CL, Kickler TS, Dorsch CA, Bias WB. Chronic immune
thrombocytopenic purpura in monozygotic twins: genetic factors predisposing to

immune thrombocytopenic purpura. N Engl J Med 1982; 307:1495-1498.

Karpatkin S, Fotino M, Winchester R. Hereditary autoimmune thrombocytopenic
purpura: an immunologic and genetic study. Ann Med 1981; 94:781-782.

Nomura S, Matsuzaki T, Ozaki Y, Yamaoka M, Yoshimura, C, Katsura K, et al. Clinical
significance of HLA-DRB*0410 in Japanase patients with idiopathic thrombocytopenic
purpura. Blood 1998; 91:3616-3622.

Atabay B. Immune (idiopathic) thrombocytopenic purpura: pathophysiology, diagnosis
and treatment. SSK Tepecik Hastanesi Dergisi 2003: 13:63-74.

56



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Kim TT, Inova M, Shimomura T, Fujimura K. Involment of Fc receptor polymorphism
in the therapotic response of idiopathic thrombocytopenic purpura. B J Haematol 1984;
56:287.

Fujimoto BS, Song KS. Genetic polymorphism of human platelet spesific antigen
spesific (HPA) in patients with immune thrombocytopenic purpura. Thromb Haemost

Suppl 1997; 1037.
Neyzi O, Ertugrul T. Pediatri, 3.Baski 2002: 2:1078-1082.

Buchanan GR, Adix L. Outcome measures and treatment endpoints other than platelet

count in childhood ITP. Semin Thromb Hemost 2001; 27:277-285.
Crosby WH. Wet purpura, dry purpura. JAMA 1975; 232:744-745.

George JN, Woolf SH, Raskob GE, Wasser JS, Aledort LM, Ballem PJ, et al. Idiopathic
thrombocytopenic purpura: a practice guideline developed by explicit methods for The

American Society of Hematology. Blood 1996; 88:3-40.

Sutor AH, Harms A, Kaufmehl K. Acute immune thrombocytopenia (ITP) in childhood:
retrospective and prospective survey in Germany. Semin Thromb Hemost 2001; 27:253-

267.

Bolton-Maggs PHB, Moon 1. Assesment of UK practice for management of acute
childhood idiopathic thrombocytopenic purpura against published guidelines. Lancet
1997; 350:620-623.

Saxon BR, Blanchette VS. Reticulated platelet counts in the diagnosis of acute immune

thrombocytopenicpurpura. J Pediatr Hematol/Oncol 1998; 20:44-48.

Kenet G, Lubetsky A, Shenkman B, Tamarin I, Dardik R, Rechavi G, et al. Cone and
platelet analyser (CPA): new test for the prediction of bleeding among
thrombocytopenic patients. Br J Haematol 1998; 101:255-259.

Buchanan GR. ITP: how much treatment is enough? Contemporary Pediatric 2000;
4:112.

Chong BH, Keng TB. Advancesinthe diagnosis of idiopathic thrombocytopenic purpura.
Semin Hematol 2000; 37:249-260.

Brighton TA, Evans S, Castaldi PA, Chesterman CN, Chong BH. Prospective evaluation

of clinical usefulnessof an antigen-spesific assay (MAIPA) in idiopathic

57



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

thrombocytopenic purpura and other immune thrombocytopenias. Blood 1996; 88:194-
201.

Chu YW, Korb J, Sakamoto KM. idiopathic thrombocytopenic purpura. Pediatr Rev
2000; 21:95-103.

Beardsley DS. Platelet autoantigens: identification and characterization using

immunoblotting. Blood 1989; 59:47-51.

Panepinto JA, Brousse DC. Acute Idiopathic Thrombocytopenic Purpura of Childhood-
Diagnosis and Therapy. Pediatric Emergency Care 2005; 21:691-695.

Akarsu S, Kilic M, Taskin E, Kurt A, Yilmaz E, Aygin AD. Akut immiin
trombositopenik purpura tedavisinde farkli dozlarda steroid ile intravendz

immiinoglobiilin tedavilerinin etkinlik ve fiyatlarinin karsilagtirilmasi. Cocuk Sagligi ve

Hastaliklar1 Dergisi 2005: 48:209-214.
Levy JB, Pusey CD. Nephrotoxicity of iv immunoglobulin. QIM 2000; 93:751-755.

Tsiouris J, Tsiouris N. Hemiplegia as a complication of treatment of childhood immune
thrombocytopenic purpura with intravenously adminestered immunoglobulin. J Pediatr

1998; 424:65-70.

Scribner CL, Kapit RM, Phillips ET, Rickles NM. Aseptic meningitis and intravenous
immunoglobulin therapy. Ann Int Med 1994; 121:305-361.

Freiberg A, Mauger D. Efficacy, safety, and dose response of intravenous anti-D
immune globulin (WinRho SDF) for the treatment of idiopathic thrombocytopenic
purpura in children. Semin Hematol 1998; 35:23-27.

Aslan D, Yetgin S. immun Trombositopeni. Katki Pediatri Dergisi 2002: 23:343-357.

Cavalli-Sforza LL, Menozzi P, Piazza A. The History and Geography of Human Genes,
Princeton University Press 1994; 11-125.

Oraler GI. Temel Genetik. 8. Basim, I.U. Fen Fakiiltesi, Istanbul, 1990: 215:51-249.

Passarge E. Renkli Genetik Atlas1, Yiice Yaymcilik ve Nobel Tip Kitabevi, istanbul,
2000: 2-77.

Brookes AJ. The esence of SNPs. Gene 1999; 234:177-186.

Akin H. Tibbi Genetik Terimleri S6zIiigli. Sendrom III, 2003: 1:17.

58



77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Liang Li H, Liu DP, Liang CC.Paraoxonase gene polymorphisms, oxidative stress, and

diseases. J Mol Med 2003; 81:766-779.

Walker CH, Mackness MI. Esterases: problems of identification and classification.

Biochem Pharmacol 1983; 32:3265-3269.

La Du BN, Adkins S, Kuo CL, Lipsig D. Studies on human serum paraoxonase/
arylesterase. Chem Biol Interact 1993; 87:25-34.

Mackness MI, Mackness B, Durrington PN, Connelly PW, Hegele RA. Paraoxonase:
biochemistry, genetics and relationship to plasma lipoproteins. Curr Opin Lipidol 1996;
7:69-76.

Costa LG, Vitalone A, Cole TB, Furlong CE. Modulation of paraoxonase (PON-1)
activity. Biochem Pharmacol 2005; 69:541-550.

Gan KN, Smolen A, Eckerson HW, La Du BN. Purification of human serum
paraoxonase/arylesterase. Drug Metab Dispos 1991; 19:100-106.

Furlong CE, Costa LG, Hassett C, Richter RJ, Adler DA, Disteche CM, et al. Human
and rabbit paraoxonases: purification, cloning, sequencing, mapping and role of

polymorphism in organophosphate detoxification. Chem Biol Interact 1993; 87:35-48.

Lourdes R, Bharti M, Durington PN, Hernandez A, Mackness MI. Hydrolysis of

platelet-activating factor by human serum paraoxonase. Biochem J 2001; 354:1-7.
Balc1 EO, Donma O, Ekmekgi H. Paraoksonaz. Cerrahpasa Tip Dergisi 2004: 35:78-82.

Ng CJ, Shih DM, Hama SY, Villa N, Navab M, Reddy ST. The paraoxonase gene
family and atherosclerosis. Free Radic Biol Med 2005; 38:153-163.

Ng CJ, Wadleigh DJ, Gangopadhyay A, Hama S, Grijalva VR, Navab M, et al.
Paraoxonase-2 is a ubiquitously expressed protein with antioxidant properties and is
capable of preventing cell-mediated oxidative modification of low density lipoprotein. J

Biol Chem 2001; 276:44444-44449.

Reddy ST, Wadleigh DJ, Grijalva V, Ng C, Hama S, Gangopadhyay A, et al. Human
paraoxonase-3 is an HDL-associated enzyme with biological activity similar to
paraoxonase-1 protein but is not regulated by oxidized lipids. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 2001; 21:542-547.

59



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Humbert R, Adler DA, Disteche CM, Hassett C, Omiecinski CJ, Furlong CE. The
molecular basis of the human serum paraoxonase activity polymorphism. Nat Genet

1993; 3:73-76.

Furlong CE, Cole TB, Jarvic GP, Costa LG. Pharmacogenetics conciderations of the

paraoxonase polymorphisms. Pharmacogenomics 2002; 3:341-348.

Baltter Garin MC, James RW, Dussoix P, Blanche H, Passa P, Froguel P, et al.
Paraoxonase polymorphism Met-Leu 54 is associated with modified serum
concentrations of the enzyme. A possible link between the paraoxonase gene and

increased cardiovascular risk in diabetes. J Clin Invest 1997; 99:62-66.

Leviev I, Deakin S, James RW. Decreased stability of the M54 isoform of paraoxonase
as a contributory factor to variations in human serum paraoxonase concentrations. J

Lipid Res 2001; 42:528-535.

Furlong CE, Richter RJ, Seidel SL, Costa LG, Motulsky AG. Spectrophotometric assays
for the enzymatic hydrolysis of the active metabolites of chlorpyrifos and parathion by
plasma paraoxonase/arylesterase. Anal Biochem 1989; 180:242-247.

Primo-Parmo SL, Sorenson RC, Teiber J, La Du BN. The human serum
paraoxonase/arylesterase gene (PON1) is one member of a multigene family. Genomics

1996; 33:498-507.

Khersonsky O, Tawfik DS. Structure-reactivity studies of serum paraoxonase PON-1

suggest that its native activity is lactonase. Biochemistry 2005; 44:6371-6382.

La Du BN, Aviram M, Billecke S, Navab M, Primo-Parmo S, Sorenson RC, et al. On
the physiological role(s) of the paraoxonases. Chem Biol Interact 1999; 119:379-388.

Bayrak T, Bayrak A, Demirpenge E, Kiling A. Yeni bir kadiyovaskiiler belirte¢ aday1:
paraoksonaz. Hacettepe T1ip Dergisi 2005: 36:147-151.

Draganov DI, La Du BN. Pharmacogenetics of paraoxonases: a brief review. Naunyn-

Schmiedeberg’s Arch Pharnacol 2004; 369:78-88.

Khersonsky O, Tawfik DS. The histidine 115-histidine 134 dyad mediates the lactonase
activity of mammalian serum paraoxonases. J Biol Chem 2006; 281:7649-7656.

Watson AD, Berliner JA, Hama SY, La Du BN, Fault KF, Fogelman AM, et al.
Protective effect of high density lipoprotein associated paraoxonase. Inhibition of the
biological activity of minimally oxidized low density lipoprotein. J Clin Invest 1995;

96:2882-2891.

60



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

Bergmeier C, Siekmeier R, Gross W. Distribution spectrum of paraoxonase activity in

HDL fractions. Clin Chem 2004; 50:2309-2315.

Castellani LW, Navab M, Van Lenten BJV, Hedrick CC, Hama SY, Goto AM, et al.
Overexpression of apolipoprotein AIl in transgenic mice converts high density

lipoproteins to proinflammatory particles. J Clin Invest 1997; 100:464-474.

Rosenblat M, Gaidukov L, Khersonsky O, Vaya J, Oren R, Tawfik DS, et al. The
catalytic histidine dyad of high density lipoprotein-associated serum paraoxonase-1
(PON1) is essential for PON1-mediated inhibition of low density lipoprotein oxidation
and stimulation of macrophage cholesterol efflux. J Biol Chem 2006; 281:7657-7665.

Albayrak D, Islek I, Kalyaci AG, Gurses N. Acute immune thrombocytopenic purpura: a
comparative study of very high oral doses of methylprednisolone and intravenously

administered immune globulin. J Pediatr 1994: 125:1004-1007.

Imbach P, Berchtold W, Mueller-Eckhardt C, Rossi E, Wagner HP, Gaedicke G.
Intravenous immunglobulin  versus oral corticositeroids in acute immune

thrombocytopenic purpura in childhood. Lancet 1985; 31:464-468.

Mullis KB, Faloona FA. Specific synthesis of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed
chain reaction. Methods Enzymol 1987; 155:335-350.

Humbert R, Adler DA, Disteche CM, Hassett C, Omiecinski CJ, Furlong CE. The
molecular basis of the human serum paraoxonase activity polymorphism Nat Gen 1993;

3:73-76.

Heyns AP, Lotter MG, Badenhorst PN, Felicity de K, Pieters H, Herbst C, et al. Kinetics
and sites of destruction of 111-indium- oxine-labeled platelets in idiopathic

thrombocytopenic purpura: a quantitative study. Am J Hematol 1982; 12:167-177.

Schmidt KG, Rasmussen JW. Kinetics and distrubition in vivo of 111-In-labeled
autologus platelets in idiopathic thrombocytopenic purpura. Scand J Haematol 1985;
34:47-56.

Ballem PJ, Segal GM, Stratton JR, Gernsheimer T, Adamson JW, Slinchter S.
Mechanisms of thrombocytopenia in chronic autoimmune thrombocytopenic purpura.
Evidence for both impaired platelet production and increased platelet clearance. J Clin

Invest 1987; 80:33-40.

61



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Koerner TAW, Weinfeld HM, Bullard LSB, Williams LCJ. Antibodies against platelet
glycospingolipids: detection in serum by quantitative HPTLC-autoradiography and

association with autoimmune and alloimmune processes. Blood 1989; 74:274-284.

James R, Leviev I, Ruiz J, Passa P, Fuegel P, Gavin MCB. Promoter polymorphism T
(107) C of the paraoxonase PON1 gene is a risk factor for coronary heart disease in type
2 diabetic patients. Diabetes 2000; 29:390-439.

Clarimon J, Eerola J, Hellstrom O, Tienari PJ, Singleton A. Paraoxonase 1 (PON1) gene
polymorphisms and Parkinson's disease in a Finnish population. Neurosci Lett 2004;

367:168-170.

Delgado AJ, Ames PR, Donohue S, Stanyer L, Nourooz- Zadeh J, Ravirajan C, et al.
Antibodies to highdensity lipoprotein and beta2-glycoprotein I are inversely correlated
with paraoxonase activity in systemic lupus erythematosus and primary

antiphospholipid syndrome, Arthritis Rheum 2003; 48:284-296.

Altindag O, Karakoc M, Kocyigit A, Celik H, Soran N. Increased DNA damage and
oxidative stress in patients with rheumatoid arthritis. Clin Biochem 2007; 40:167-171.

Ozturk SH, Cimen BY, Cimen BO, Kagmaz M, Durak 1. Oxidant/antioxidant status of
plasma samples from patients with rheumatoids arthritis. Rheumatol Int 1999; 19:35-37.

Kuhne T, Imbach P, Bolton-Maggs P, Berchtold W, Blanchette V, Buchanan G. Newly
diagnosed idiopathic thrombocytopenic purpura in childhood: an observational study.

Lancet 2001; 358:2122-2125.

Imbach P. Immune thrombocytopenic purpura. In: Lilleyman J, Hann I, Blanchette V,
eds. Pediatric Hematology, second ed. London: Churchill Livingstone Harcourt

Publishers Ltd 1999; 437-453.

Blanchette V, Carcao M. Approach to the investigation and management of immune

thrombocytopenic purpura in children. Semin Hematol 2000; 37:299-314.

George JN, Raskolo GE. idiopathic thrombocytopenic purpura: Aconcise summary of
pathophysiology and diagnosis in children and adults. Semin Hematol 1998; 35:5-8.

Cines DB, Blanchette VS, Chir B. Immune thrombocytopenic purpura. N Engl J Med
2002; 346:995-1008.

Dow RB. The clinical and laboratory utility of platelet volume parameters. Australian

Jnl Med Sci 1994; 15:12-15.

62



123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Tomita E, Akatsuka J, Kokubun Y. Differential diagnosis of various thrombocytopenias
in childhood by analysis of platelet volume. Pediatr Res 1980; 14:133-137.

Bessman JD, Gilmer PR, Gardner FH. Use of mean platelet volume improves detection

of platelet disorders. Blood Cells 1985; 11:127-135.

Kristensen SD. The platelet-vessel wall interaction in experimental atherosclerosis and
ischaemic heart disease with special reference to thrombopoiesis. Dan Med Bull. 1992;

39:110-127.

Coller BS. Biochemical and electrostatic considerations in primary platelet aggregation.

Ann NY Acad Sci 1984; 416:693-708.

Ohyashiki T, Kobayashi M, Matsui K. Oxygen radical mediated lipid peroxidation and
inhibition of ADP induced platelet agregation. Arch Biochem Biophys 1991; 288:282-
286.

Worner P, Patscheke H, Paschen W. Response of platelets exsposed to potassium
tetraperoxochromate, an extracellular source of singlet oxygen hydroxy radicals,
superoxide anions and hydrogen peroxide. Hoppe Seylers Z Phsiol Chem 1979;
360:559-570.

Erel O, Vural H, Aksoy N, Aslan G, Ulukanligil M. Oxidative stress of platelets and
thrombocytopenia in patients with vivax malaria. Clin Biochem 2001; 34:341-344.

Lee MK, Bok SH, Jeong TS, Moon SS, Lee SE, Park TB, et al. Supplemnetation of
Naringenin and its synthetic derivative alters antioxidant enzyme activities of
erythrocyte and liver in high Cholesterol fed rats. Bioorganic and Medicinal Chemistry
2002; 10:2239-2244.

Aviram M, Billecke S, Sorenson R, Bisgaier C, Newton R, Rosenblat M. Paraoxonase
active site required for protection against LDL oxidation involves its free sulthydryl
group and is different from that required for its arylesterase/paraoxonase activities:
selective action of human paraoxonase allozymes Q and R. Arterioscler Thromb Vasc

Biol 1998; 18:1617-1624.

Harel M, Aharoni A, Gaidukov L, Brumshtein B, Khersonsky O, Meged R, et al.
Structure and evolution of the serum paraoxonase family of detoxifying and anti-

atherosclerotic enzymes. Nat Struct Mol Biol 2004; 11:412-419.

Steinberg D. Low density lipoprotein oxidation and its pathobiological significance. J

Biol Chem 1997; 272:20963-20966.

63



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

Aviram M, Rosenblat M. Paraoxonases 1, 2, and 3, oxidative stress, and macrophage
foam cell formation during atherosclerosis development. Free Radic Biol Med 2004;

37:1304-1316.

Rozenberg O, Shih DM, Aviram M. Human serum paraoxonase 1 decreases macrophage
cholesterol biosynthesis: possible role for its phospholipase-A2-like activity and

lysophosphatidylcholine formation. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003; 23:461-467.

Mackness B, Mackness MI, Arrol S, Turkie W, Durrington PN. Effect of the molecular
polymorphisms of human paraoxonase (PON1) on the rate of hydrolysis of paraoxon. Br

J Pharmac 1997; 112:265-268.

James R, Leviev I, Ruiz J, Passa P, Fuegel P, Gavin MCB. Promoter polymorphism T
(107) C of the paraoxonase PON1 gene is a risk factor for coronary heart disease in type
2 diabetic patients. Diabetes 2000; 29:390-439.

Clarimon J, Eerola J, Hellstrom O, Tienari PJ, Singleton A. Paraoxonase 1 (PON1) gene
polymorphisms and Parkinson's disease in a Finnish population. Neurosci Lett 2004;

367:168-170.

Delgado AJ, Ames PR, Donohue S, et al. Antibodies to highdensity lipoprotein and
beta2-glycoprotein I are inversely correlated with paraoxonase activity in systemic lupus
erythematosus and primary antiphospholipid syndrome, Arthritis Rheum 2003; 48:284-
296.

Kovacs TJ, Harris S, Vas TK, Seres I, Short CD, Wittmann IK, et al. Paraoxonase gene

polymorphism and serum activity in progressive IgA nephropathy._J Nephrol 2006;
19:732-738.

Agachan B, Yilmaz H, Ergen HA, Karaali ZE, Isbir T. Paraoxonase (PON1) 55 and 192
Polymorphism and Its Effects to Oxidant-Antioxidant System in Turkish Patients with
Type 2 Diabetes Mellitus. Physiol Res 2005; 54:287-293.

Mackness B, Gershan KD, Turkie W, Lee E, Roberts DH, Hill E, et al. Paraoxonase
Status in Coronary Heart Disease, Artherioscler. Thromb Vasc Biol 2001; 1451-1457.

Malin R, Jarvinen O, Sisto T, Koivula T, Lehtimdki T. Paraoxonase producing PON1
gene M/L 55 polymorphism is related to autopsy-verified artery-wall atherosclerosis.
Atherosclerosis 2001; 157:301-307.

64



144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

Fortunato G, Rubba P, Panico S, Trono D, Tinto N, Mazzaccara C, et al. Paraoxonase
gene polymorphism, PON 1 55, as an independent risk factor for increased carotid

intima-media thickness in middle-aged women. Atherosclerosis 2003; 167:141-148.

Biyikli NK, Alpay H, Yildiz N, Agachan B, Ergen A, Zeybek U, et al. Paraoxonase 1
192 and 55 polymorphisms in nephrotic children. Pediatr Nephrol 2006; 2:649-654.

Isik A, Koca SS, Ustiindag B, Celik H, Yildirrm A. Paraoxonase and arylesterase levels
in rheumatoid arthritis. Clin Rheumatol 2007; 26:342-348.

Selek S, Aslan M, Horoz M, Gur M, Erel O. Oxidative status and serum PON-1 activity
in beta-thalassemia minor. Clin Biochem 2007; 40:287-291.

Mackness MI, Harty D, Bhatnagar D, Wincour PH, Arrol S, Ishola M, et al. Serum
paraoxonase activity in familial hypercholesterolaemia and insulin-dependent diabetes

mellitus. Atherosclerosis 1991; 86:193-199.

Mackness MI, Durrington PN. Paraoxonase: another factor in NIDDM cardiovascular

disease. Lancet 1995; 346:856.

Sanghera DK, Saha N, Aston CE, Kamboh MI. Genetic Polymorphism of Paraoxonase
and the Risk of Coronary Heart Disease. Arterioscler Thromb and Vasc Biol 1997;
17:1067-1073.

Mackness B, Mackness MI, Arrol S, Turkie W, Durrington PN. Effect of the
human serum paraoxonase 55 and 192 genetic polymorphisms on the protection by high
density lipoprotein against low density lipoprotein oxidative modification. Febs Lett

1998; 423:57-60.

Heijmans BT, Westendorp RG, Lagaay AM, Knook DL, Kluft C, Slagboom PE.
Common paraoxonase gene variants, mortality risk and fatal cardiovascular events in

elderly subjects. Atherosclerosis 2000; 149:91-97.

Cascorbi I, Laule M, Mrozikiewitcz PM, Mrozikiewicz A, Andel C, Baumann G, et al.
Mutations in the human paraoxonase 1 gene: frequencies, allelic linkages, and

association with coronary artery disease. Pharmacogenetics 1999; 9:755-761.

Phuntuwate W, Suthisisang C, Koanantakul B, Mackness MI, Mackness B. Paraoxonase
1 status in the Thai population. ] Hum Genet 2005; 50:293-300.

Sepahvand F, Parvaneh RM, Shafiei M, Ghaffari SM, Shirazi MR, Mahmoudian M.
Frequency of Paraoxonase 192/55 Polymorphism in an Iranian Population Journal of

Toxicology and Environmental Health Part A. 2007; 70: 1125-1129.

65



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

Garin MCB, James RW, Dussoix P, Blanche H, Passa P, Froguel P, et al. Paraoxonase
polymorphism Met-Leu54 is associated with modified serum concentrations of the

enzyme. J Clin Invest. 1997; 99:62-66.

Aynacioglu AS, Cascorbi I, Mrozikicwicz PM, Nacak M, Tapanyigit EE, Roots I.
Paraoxonase 1 mutations in a Turkish population. Toxicol Appl Pharmacol 1999;

157:174-177.

Chen X, Xu J, Chen Z, Zhou Z, Fenq X, Zhou Y, et al. Interferon-gamma +874A/T and
interleukin-4 intron3 VNTR gene polymorphisms in Chinese patients with idiopathic
thrombocytopenic purpura. Eur J Haematol 2007; 79:191-197.

Demircioglu F, Oren H, Kizildag S, Yilmaz S, Atabay B, Tiirker M, et al. Idiopatik
Trombositopenik Purpurali Cocuklarda Interferon Gamma +874A/T Gen Polimorfizmi
Siklig1 ve Klinikle Iligkisinin Arastirilmasi. XXIV.Ulusal Hematoloji Kongresi Bildiri
Ozetleri Kitabi, 2008: 62-63.

Blanchette VS, Luke B, Andrew M, Sommerville-Nielsen S, Barnard D, de Veber B, et
al. A prospectiv e randomized trial of high-dose inravenous immune globulin G therapy,
oral prednisone therapy, and no therapy in childhood acute immune thrombocytopenic

purpura. J Pediatr 1993; 123:989-995.

Moussalem M, Yasinse N. Immune thrombocytopenic purpura in childhood: a Lebanese

perspective. Molec Immunol 2003; 39:1105-1107.

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

Lilleyman JS. Intracranial haemorrage in idiopathic thrombocytopenic purpura. Arch

Dis Child 1994; 71:251-253.

Delgado J, Bustos JG, Jimanes-Yuste V, Hernandez-Navarro F. Anti-CD20 monoclonal
antibody therapy in refractory immune thrombocytopenic purpura. Haematologica 2002;

87:215-216.

66



6. EKLER
BILGILENDIRILMIiS ONAY FORMU

(Hekimin Aciklamast)

Idiyopatik trombositopenik purpura teshisi alan ¢ocuklarda Paraoksonaz-1
(PON-1) L/M 55 gen polimorfizmi varlig arastirilacaktir. Polimorfizm bir gen veya
DNA dizisinin(genetik kodlamalarin) alternatif formlarindan(allel) birinin toplumda
%1’den fazla bulundugu durumdur. Aragtirma sonucu genetik olarak polimorfizmin
oldugu hastalarda hastaligin nedeni ile ilgili bir bilgi elde edilmis olacak ve iki ¢esidi
olan Idiyopatik trombositopenik purpura hastalifinda; 6 ay icinde gegen tipi ile
hastaligin teshis anindan itibaren 6. aydan sonra da devam eden tipi arasinda
polimorfizm varlig1 agisindan fark olup olmadig1 ortaya ¢ikacaktir.

Aragtirmanin ismi: Idiyopatik trombositopenik purpura tanili olgularda PON-
1 L/M 55 gen polimorfizmidir.

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

Aragtirmaya  davet  edilmenizin nedeni  cocugunuzda  idiopatik
trpmbositopenik purpura tanisinin bulunmasidir. F.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali ve Biyokimya Anabilim Dali’ nin ortak katilimi ile bu
hastaligin tedavisi ve yapilan tedavinin rutin kan tahlilleri ile takibi yapilacaktir.Bu
hastalikta kanamanin durdurulmasinda gorev alan halk arasinda “’kan pulcuklar®
olarakta bilinen trombositlerin sayica yetersizligi soz konusudur. Daha 6nce saglikli
olan ¢ocuklarda birden bire viicudunda kiiciik kiigiik basmakla solmayan dokiintiiler
(petesi ve purpuralar), dis eti ve burun kanamasi ortaya ¢ikar. Hastalarin % 1’inden
azinda da beyin kanamasi goriilmektedir. Bu acidan idiopatik trombositopenik
purpuranin tedavisi uygun sekilde yapilmasi énemlidir. 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.

Farkl 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 ¢ocugunuza uygulanacak tedavinin gerekliligi acisindan gozardi
edilecektir.

Yukarida sayilanlar boylesi bir analizde yasanabilecek potansiyel risklerdir.
Ancak bunlardan en az oranda zarar gérmenizi saglamak icin elimizden geleni
yapacagiz. Caligmanin devami sirasinda ortaya cikabilecek 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,
caligma giicii kayb1 gibi olusabilecek etkilerden ¢cocugunuz korunmus olacaktir.

Eger arastirmaya katilmayi kabul ederseniz Dr. Oya ¢akici tarafindan
cocugunuzun idiyopatik trombositopenik purpura hastaligma yonelik tedavisi
yapilacak ve aralikli yapilacak kontrollerde alinacak rutin kan tahlilleri ile yapilan
tedavinin takibi gergeklestirilecek ve kayit tutulacaktir.

Cocugunuza idiopatik trombositopenik purpura tanisit poliklinik sartlarinda
konduktan sonra uygulanacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan belirlenip tedavi
baglatilacaktir. Cocugunuzu daha sonra 1. giin, 2,4,6,8,14 ve 30.gilinlerde kontrole
getirmeniz istenecektir. Cocugunuzdan tedavinin etkinliginin kontrol ve takibini
yapabilmek amaciyla rutin zaten bakilmasi gereken kan tahlili alinacak ve bu
almacak kandan aym zamanda total antioksidan kapasite'de bakilacaktir. Bu
caligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismaya
katildigimiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu caligmaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen

istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
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degisiklik olmayacaktir. Yine calismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz.
Katimcimin/Hastamin Beyami

Saym Dr. Oya Cakici tarafindan F.U. Firat Tip Merkezi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Cocuk Hematoloji’de tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu
arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir
aragtirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyilk 06zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla
kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Projenin yliriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma icin 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 c¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacag konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtigimda; herhangi bir saatte, Dr. Oya
Cakicr’y1, 23335555-2311 ve F.U Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhigi ve Hastaliklari‘ndan
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davramisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir

zarar getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yapilan tiim aciklamalar ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diislinme siiresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimc1” (denek) olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti
biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilma
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza

Goriisme tamgi
Adi, soyadi:
Adres:

Tel.

Imza:

Katilimel ile goriisen hekim

Adi soyadi, unvani:
Adres:
Tel.

Imza

Ayirt etme yetenegi s6z konusu olan hastanin kendisinin rizasi1 alinacaktir.
Hastanin

Adi, soyadi:

Adres:

Tel.

Imza
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7. OZGECMIS

1970 yilinda Amasya’nin Merzifon ilgesinde dogdum. Ilkokulu Merzifon,
ortaokulu Samsun’nun Havza ilgesinde, lise egitimimi Ankara Yenimahalle Kiz
Meslek Lisesi’nde tamamladiktan sonra 1988 yilinda Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakiiltesi’nde tip egitimime basladim, 1994’te mezun oldum. Mecburi hizmetimi
Giimiishane’de tamamladiktan sonra Samsun Havza Ilica saglik ocag, Iskenderun 3
nolu saglik ocagi, Batman Sason Merkez saglik ocagi, Denizli Kale saglik ocaginda
gdrev yaptim. Firat Universitesi Firat Tip Merkezi’nde Cocuk Saghg: ve Hastaliklar:

ihtisasina 2002 yilinda bagladim. Evli ve iki ¢ocuk annesiyim.
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