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OZET

Yalinbas Senses, EE. Akut immiin trombositopenik purpural cocuklarda
megadoz metilprednizolon tedavisi oncesi ve sonrasinda sitokin profili,
apoptozis, glukokortikoid reseptor ve P-glikoprotein ekspresyonu. Eskisehir
Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2008. Akut immiin trombositopenik purpura
(ITP) nin patogenezinde, trombosit spesifik otoantikor iiretimi disinda T lenfositlerin
de onemli rolii vardir. Bu calismada akut ITP’li hastalarda T lenfositlerde
intraselliiler IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y diizeyi ile T lenfosit apoptozisinin patogenezdeki
yeri arastirildi. Ayrica glukokortikoid tedavisinin bu sitokin profili ve apoptozis
tizerine etkisi ile diren¢ gelisiminde olas1 mekanizmalardan P-glikoprotein (P-gp) ve
glukokortikoid reseptér (GCR) ekspresyonu arastirildi. Bu amagla akut ITP tanist
alan, trombosit degerleri 20.000/mm” iin altinda olan, yaslar1 10 ay-17 yas arasindaki
20 hasta ile 20 saglikli kontrol grubu calismaya alindi. Akut ITP’li hastalara 1-3.
giinler 30 mg/kg/giin, 4-7.glinler ise 20 mg/kg/giin mega doz metilprednizolon
(MDMP) tedavisi verildi. Akut ITP’li hastalarda tedavi oncesi Th lenfositlerde
kontrollere gore anlamli olarak IL-2, IL-4, IL-6 ve IFN-y diizeylerinde artma
saptandi (p<0.05). Th1/Th2 orani icin bakilan IFN-y/IL-4 oraninda fark saptanmadi
(p>0.05). Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasi Th lenfositlerde
intraselliiler IL-2 ve IFN-y diizeyinde anlaml1 bir azalma saptanmisken (p<0.05), IL-
4 ve IL-6 diizeyinde ise farklilik yoktu (p>0.05). IFN-y/IL-4 orani ise tedavi sonrasi
tedavi oncesine gore azalmus saptandi (p<0.05). Akut ITP’de tedavisi oncesi T
lenfositlerde P-gp ekspresyonu ile T lenfosit ve monositlerde GCR ekspresyonunda
kontrol grubuyla arasinda fark saptanmadi (p>0.05). MDMP sonras1 P-gp
ekspresyonu tedavi oncesine gore anlamli olarak artmis bulundu (p<0.05). Hem T
lenfositlerde hem de monositlerde tedavi Oncesi ve sonrasi GCR ekspresyonu
oraninda fark yoktu (p>0.05). Mega doz metil prednizolon tedavisi 6ncesi akut ITP’li
hastalar ile kontrol grubu arasinda T lenfositlerde ve monositlerde ge¢ ve nekrotik
apoptozis acgisindan istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05). Erken
apoptozis yiizdesi ise kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik bulundu
(p<0.05). Tedavi dncesi ve sonrasi T lenfositlerde erken apoptozis ve ge¢ apoptoziste
fark goriilmedi (p>0.05), nekrotik apoptoziste anlamli bir artig saptandi (p<0.05).
Sonug olarak ¢ocukluk cagi akut ITP’de ThO sitokin profilinin goriildiigii, MDMP
tedavisinin ThO sitokin paterni yerine Th2 sitokin paterninin yer almasim sagladigi
ve ayrica T lenfosit apoptozisini indiikledigi diisiiniildii. P-gp ve GCR
ekspresyonunun daha iyi degerlendirilebilmesi i¢in tedaviye direcli olgu sayisinin
artmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Akut ITP, sitokinler, P-glikoprotein, glukokortikoid reseptor
ekspresyonu, apoptozis, mega doz metil prednizolon
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ABSTRACT

Yalinbas Senses, EE. Cytokine profile, apoptosis, glucocorticoid receptor and P-
glycoprotein expression before and after mega dose methly prednisolone
treatment in children with acute immune thrombocytopenic purpura. Eskisehir
Osmangazi University Faculty of Medicine, Department of Pediatrics, Speciality
Thesis, Eskisehir, 2008. T lymphocytes have been implicated to have an important
role in the pathogenesis of acute immune thrombocytopenic purpura (ITP) beside the
production of platelet specific autoantibodies as a cause of thrombocytopenia. The
aim of the study is to investigate the role of Th intracellular IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y
and T lymphocye apoptosis in the pathogenesis of acute ITP. The study also
examines the effect of glucocorticoid treatment on cytokine profile and T cell
apoptosis, P-glycoprotein (P-gp) and glucocorticoid receptor (GCR) expression
changes as possible mechanisms for glucocorticoid resistance. The study includes 20
children between ages of 10 months-17 years with the diagnosis of acute ITP and had
a platelet count <20.000/mm” and 20 healthy children as a control group. Patients
with acute ITP were treated with mega dose methylprednisolone (MDMP) in the
dose of 30 mg/kg/day between day 1 and 3 and 20 mg/kg/day between day 4 and 7.
Before the treatment acute ITP patients had significantly higher Th lymphocyte
intracellular IL-2, IL-4, IL-6 and IFN-y levels compared to control group (p<0.05).
IFN-y/IL-4 ratio, as an indicator of Th1/Th2 cytokine profile, was similar between
acute ITP pretreatment group and control group (p>0.05). Th lymphocyte
intracellular IL-2 and IFN-y levels were significantly lowered with MDMP treatment
(p<0.05). IL-4 and IL-6 levels showed no difference after MDMP treatment
(p>0.05). IFN-y/IL-4 ratio was also lowered with the MDMP treatment (p<0.05). T
lymphocyte P-gp expression, T lymphocyte and monocyte GCR expression were all
similar between acute ITP pretreatment and control groups (p>0.05). It was found
that T lymphocyte P-gp expression was higher in posttreatment group than
pretreatment group (p<0.05). Both T lymphocyte and monocyte GCR expression
percentages were not different in pre and posttreatment groups (p>0.05). There were
no significant difference between pretreatment acute ITP group and control group in
regard of T lymphocyte late and necrotic apoptosis (p>0.05). But early apoptosis in T
lymphocytes was significantly lower in pretretment acute ITP group than control
group (p<0.05). Although pre and posttreatment T lymphocyte early and late
apoptosis percentages were similar (p>0.05), necrotic apoptosis in T lymphocytes
was significantly increased with MDMP treatment (p<0.05). As a conclusion, the
study suggested that ThO cytokine profile is observed in acute ITP and MDMP
treatment causes ThO to Th2 cytokine profile shift and induction of T lymphocyte
apoptosis. There is need to have a greater number of resistant cases in order to better
evaluate the P-gp and GCR expression in glucocorticoid resistance in acute I'TP.

Key words: Acute ITP, cytokines, P-glycoprotein, glucocorticoid receptor
expression, apoptosis, mega dose methyl prednisolone
ICINDEKILER
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1. GIRIS

Immiin trombositopenik purpura (ITP), idiopatik trombositopenik purpura
olarak da bilinen, trombositopeni, trombosit yagam siiresinde kisalma, plazmada anti-
trombosit antikor varligi ve kemik iliginde artmis megakaryositlerle karakterize
edinsel otoimmiin bir hastaliktir (1, 2). Yillik insidansi 1/10.000 olup, ¢ocuklarda en
sik goriilme yas1 2-10 yastir (4-8 yas aras1 pik yapar) (3). Cocukluk ¢aginda iTP
siklikla viral bir hastaligi takiben akut bir baslangi¢ gosterir. (4). Bir¢ok olguda
(%80) spesifik bir tedavi gerektirmez ve alt1 ay icinde spontan remisyon gozlenir.
Olgularin yaklasik % 10-20’sinde trombositopeni 6 aydan daha uzun siirmektedir ve
kronik ITP olarak tammlanir. Hastaligin sinsi baslangicli olmasi ve 10 yasin iizerinde
tam almasi kronik ITP icin risk faktorii oldugu bildirilmistir (5, 6).

Immiin trombositopenik purpurada klinik semptom ve bulgularin sebebi
dalak, karaciger ve kemik iliginde trombosit yikim hizimin artmasidir (7). ITP’li
cocuklarin %50-60’1nda onceden gecirilmis viral enfeksiyonlar tamimlanmistir. Viral
enfeksiyonlardan birkac hafta sonra ¢ocuklarin bir kisminda trombosit yiizeyine karsi
yonelmis antikorlar gelismektedir (8). Antikorla kapli trombositlerin yikimu ii¢ farkl
yolla olabilir. {1k olarak kompleman kaskadinin direkt aktivasyonu ile membran atak
kompleksinin olusumu ve bu kompleksin trombosit membraninda delikler
olusturarak trombosit lizisine yol agmasidir. Diger iki mekanizma ise kompleman
reseptori  (CR1) ve/veya Fcy reseptorii (FcyR) araciligiyla makrofajlarin
trombositleri fagosite etmesidir (8). ITP’de olusan antikorlarin trombosit yiizeyindeki
GpllIbllla’ya karst oldugu gosterilmis olmakla beraber sonraki ¢aligmalarda cogu ITP
hastasinin plazmasinda ve trombositleri iizerinde GplIbllla, GpIbIX, Gplalla, GpV,
GplV ve diger spesifik trombosit glikoproteinlerine karsi IgG, IgA ve/veya IgM
tipinde otoantikorlar tammmlanmistir. Bu glikoproteinlere karsi bulunan antikorlarin
megakaryositlere de baglandig1 ve in vitro sartlarda megakaryosit iiretimini azalttig
gosterilmistir. Bu antikorlarin megakaryositlerin ¢ogalmalarin1 ve matiirasyonlarini
engelleyebilecegi, hatta erken yikilmalarina sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (7).

Immiin trombositopenik purpura patogenezinde trombositlere karsi olusan
otoantikorlar diginda baska mekanizmalarinda oldugu rapor edilmistir. Hiicresel
immiinite disfonksiyonunun patogenezde Onemli rolii oldugu bildirilmektedir.

Hiicresel immiinite disfonksiyonu; aktive trombosit-spesifik otoreaktif T lenfositler



araciligiyla otolog trombosit antijenlerin taninmasi ve B hiicreleri tarafindan
trombosit reaktif antikor iiretimine neden olmasi yaninda sitotoksik T lenfosit (Tc)
aktivasyonunu icermektedir (9). Son yapilan ¢alismalar viral bir enfeksiyonu takiben
ITP’de proinflamatuar bir sitokin hakimiyeti (IL-2, IFN-y, TNF-a) oldugunu ortaya
koymustur (10). Hem proinflamatuar sitokinler hem de bazi cocuklarda persiste eden
T hiicre repertuart daha once baskilanmis olan trombosit membran antijenlerine
baglanan otoantikorlarin ortaya c¢ikmasina ortam saglamaktadir. Bu hastalarda
bagvuruda, T hiicre profili ThO ve/veya Thl, sitokinlerden de interlokin 1-alfa (IL-
la) veya interlokin 1-beta (IL-1f)’nin artmasi, IL-4’tin azalmasi seklinde
bulunmustur (10). T hiicre aktivitesi makrofajlarin aktivasyonunu, kompleman
baglayic1 antikor olusumunu ve CD8+ T hiicrelerde sitotoksik aktiviteyi indiikler.
ITP’deki immiinolojik profili aragtirmak amaciyla yapilan ¢alismalarin sonuglarinda
farkliliklar vardir (11-13). Calismalarin cogunun hem eriskin hem de kronik ITP’li
olgularda yapildig1 goriilmektedir. Cocukluk ¢ag1 akut ITP’li olgularin yer aldig1 bir
calismada bu olgularda ThO sitokin profili bildirilmistir (14).

Apoptozis immiin sistemin normal gelisimi ve dengesi i¢in onemlidir. Son
yillarda immatiir otoreaktif T lenfositlerin timustaki negatif seleksiyonla yok
edilmesinde apoptozisin basarisizlifi nedeniyle otoimmiin hastaliklarin olusabilecegi
bildirilmistir (15). Matiir otoreaktif T-hiicre klonlarinin ise aktivasyonun indiikledigi
hiicre oliimii (AIHO) yoluyla periferde yok edildigi gosterilmistir (16). AIHO, T
lenfositlerde farkli mekanizmalarla olusabilir. Bunlardan en iyi tanimlanan Fas/FasL
yoludur. Aktif ITP’lilerde aktive T Ilenfositlerin AIHO yoluyla apoptozise
direnclerinin artmasi otoreaktif T lenfositlerin yok edilmesinde defekte neden
olabilmektedir (17). Bu nedenle T lenfositlerde AIHO ne direncin diizelmesi ITP’li
hastalarda remisyon siirecinin saglanmasinda dnemli bir mekanizma olabilir.

Immiin trombositopenik purpuranin tedavisinde steroid veya intravendz
immiinglobiilin (IVIG) kullamlabilir (18). Steroidler bircok iilkede IVIG’e gore ucuz
olmas1 nedeni ile tercih edilmekte ancak uzun siireli ve tekrarlayan dozlarda
kullanildiginda kilo artimi, biiyiime geriligi, hiperglisemi, davranis degisliklikleri,
hipertansiyon, katarakt ve osteoporoz gibi steroide bagl yan etkilere neden oldugu
bilinmektedir (19, 20). ITP’de steroidler vaskiiler stabiliteyi arttirarak, antikor

tiretimini ve antikor ile kapli trombositlerin klirensini azaltarak etki gostermektedir



(21). Steroidler ile farkli doz ve tedavi siiresi Oneren ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Genellikle iilkemizde akut ITP’de mega doz metilprednizolon
(MDMP) tedavisi intravenoz olarak ilk 3 giin 30mg/kg/giin, sonraki 4 giin 20
mg/kg/giin olarak kullanilmaktadir. MDMP tedavisi ile 2. haftada tedaviye yanit
oran1 %84-95 olarak bildirilmistir. Bu tedavi ile hastalarda etkin trombosit sayisinda
yiikselme saglanmakta ve yan etkilerden kacinilmaktadir (22-24).

Glukokortikoid (GC) tedavisine her zaman yeterli yanit alinamamaktadir (25)
Otoimmiin ve neoplastik hastaliklarin tedavisinde kullanilan GC’lere karsi rezistans
gelisim mekanizmalariyla ilgili cesitli calismalar mevcuttur (26,27). One siiriilmiis
mekanizmalardan biri P-glikoprotein (P-gp) fonksiyonunun artmasidir. Hiicre
membraninda tasiyici protein olarak tanimlanan P-gp’nin hiicre i¢i bazi ilaglarin
birikimini azalttig1 saptanmis ve bu artmis fonksiyondan yedinci kromozom {iizerinde
bulunan multi drug rezistans-1 (MDR-1) geninin asir1 ekspresyonu sorumlu
tutulmustur. ITP tedavisinde kullanilan GC’ler P-gp substratidir, tedaviye bagiml,
refrakter ITP’li olgularda yapilan az sayidaki caligmalarda lenfosit P-gp
fonksiyonunda artig saptanmistir (28, 29).

Glukokortikoid rezistanst ile iligkili one siiriilmiis diger bir mekanizma da
reseptor ekspresyon seviyesinde azalma ve cesitli reseptor subtiplerinin
ekspresyonunda olan farkliliklardir (30). Bu konuda ITP’li olgularda yapilmis olan
bir calismada glukokortikoid duyarli ve rezistans olgular arasinda alfa reseptor
ekspresyonu benzer bulunmusken beta izoform-mRNA ekspresyonu rezistan grupta
duyarli gruba gore anlamli olarak artmis saptanmistir (31). Nefrotik sendromlu ve
akut lenfoblastik 16semi (ALL)’li olgularda yapilan c¢alismalarda diisiik
glukokortikoid reseptor (GCR) ekspresyonunun tedaviye kotii yanitla iligkili
olabilecegi gosterilmistir (30, 32, 33).

Bu calismada akut ITP tanist alan cocuklarda mega doz metilprednizolon
tedavisi Oncesi ve sonrasinda sitokin profilinin (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y), apoptozisin
ve glukokortikoid reseptor ile P-gp ekspresyonunun ITP patogenezi veya

glukokortikoid tedavisi ile iliskisinin arastirilmasi planladi.



2. GENEL BILGILER

2.1: immiin (idiyopatik) Trombositopenik Purpura

Trombositler 1-4 um biiyiikliigiinde olup, 150.000-400.000/mm° sayisindadir.
Ortalama trombosit volumii (OTV) 8.9+1.5um™ diir. Trombositlerin yasam siiresi 7-
10 giindiir, 1/3’{ dalakta, 2/3’#i de dolasimda bulunur (1).

Trombositler hemostazinin birinci fazinin 6nemli bir bilesenidir. Sayica
azaldiginda veya fonksiyonunda defekt oldugunda kanama goriilebilir. Kanama daha
cok deri ve mukoz membranlarda (petesi, purpura, ekimoz, epistaksis gibi), hematiiri,
menoraji, gastrointestinal kanama seklinde olmaktadir (1).

Immun trombositopenik purpura, trombositopeni (trombosit sayist 100000/
mm?iin altinda), kisalmis trombosit omrii, plazmada anti-trombosit antikor varligi ve
kemik iliginde artmis megakaryositlerle karakterize akkiz otoimmiin bir hastaliktir
(1,4 ). ITP’nin ilk klinik tanimini 1735°de P. G Werlhof’un (34) bir hastasinda
viicudunda olusan mor lekeleri “morbus maculosus hemorrhagicus” olarak tarif
ederek yaptigi belirtilmistir (4, 35, 36). Georges Hayem 1883’te trombositleri ve
fonksiyonlarim tanimlayarak kanda Olctimlerini saglayan bir metod gelistirmis ve
kisa bir siire sonra purpuranin diisiik trombosit sayisina bagl oldugu saptanmistir
(35-37). Ik kez 1951°de William J Harrington (38) trombositopenik hastalarin
plazmasimi saglikli kisilere transfiize etmis, bu kisilerde gecici trombositopeni
olusturarak “trombositopenik faktor’iin varligini kanitlamistir (34, 35). Evans ve ark.
(39) bu plazma faktoriiniin antitrombosit antikor oldugunu saptamistir. Shulman ve
ark. (40) serolojik yontemlerle tanimlanan bu antikorun IgG oldugunu
gostermislerdir. 1982’de Van Leeuwen ve ark. (41) kronik ITP’li hastalardan elde
edilen antikorlarin, trombositlerinde glikoprotein (Gp) IIbllla bulunmayan
(Glanzman’s trombasteni) hastalara verdiginde bu hastalarin trombositlerine
baglanmadigim1 gostermisler ve ilk kez ITP’de olusan antikorlarm trombosit
yiizeyindeki Gp IIbllla’ya kars1 olustugunu saptamislardir (41, 42).

Immun trombositopeni primer, sekonder ve neonatal immiin trombositopeni
olarak tice ayrilir (1, 43).

Primer immiin trombositopeni, immiin trombositopenik purpuradir. Burada

trombosit membranindaki glikoproteinlere karsi otoantikor olusumu mevcuttur.



Bunun yaninda patogenezinde birden fazla mekanizmanin da rol aldig
bilinmemektedir.

Sekonder immiin trombositopeninin nedenleri arasinda; enfeksiyonlara bagl
(viral- Human immuno deficiency virus (HIV), Sitomegalo viriis (CMV), Ebstein
Barr viriisii (EBV), varisella, kizamik¢ik-kizamik-kabakulak (KKK), bogmaca,
hepatit, parvoviriis B19, bakteriyel- tuberkuloz, tifo vb), ilaca bagl trombositopeni
(asetominofen, ibuprofen, ethambutol, penisilin  grubu, sefalosporinler,
sulfonomidler, antineoplastik ilaglardan aktinomisin-D vb.), transfiizyon sonrasi
purpura, otoimmiin hemolitik anemi (Evans Sendromu), sistemik lupus eritamatozus
(SLE), lenfoproliferatif hastaliklar, myelodisplazi, agammaglobulinemi veya
hipogammaglobulinemi ve hipertiroidizm sayilabilir.

Neonatal trombositopeni; neonatal idiyopatik trombositopenik (NITP) ve
neonatal alloimmiin (izoimmiin) trombositopenik purpura (NATP) bu grupta yer
almaktadir. NITP, ITP’li gebelerin maternal IgG tipi antikorlarinin fetal dolasima
gecmesiyle fetal trombositlerin yikilmasi sonucu meydana gelmektedir. NATP,
normal trombosit sayisina sahip (6zellikle gebelikleri sirasinda etkilenmis yenidogan
Oykiisii olan) annelerden dogan trombositopenik bebeklerde goriilebilmektedir. Fetal
ve maternal trombosit antijenleri arasinda uygunsuzluk bulunan trombositlerin
plesanta yolu ile gecisinden kaynaklanmaktadir. En sik trombosit antijen sistemleri
human platelet antigen (HPA)-la veya P1 *' ile iliskilendirilmektedir. HPA’lara
kars1 olusan antikorlar trombosit agregasyonuna engel olmakta ve trombositlerde
fonksiyonel defekte yol agmaktadirlar (1).

ITP akut, kronik veya rekiirren olabilir. Cocuklarda akut form daha yaygindur.
Akut formda, trombosit sayisi tanidan sonraki 6 ay icinde normale (>150 000/mm®)
doner ve relaps goriilmez (1, 10). Akut ITP’de olgularin %60-75’inde trombositopeni
verilen tedaviden bagimsiz olarak 2-4 ayda diizelir. Akut ITP’de 1-7 yas aras1 erkek
ve kiz ¢ocuklarda esit insidans vardir (10). Akut ITP’li olgularin %10-20’sinde
trombositopeni 6 aydan sonra da persiste etmekte olup bu durum kronik ITP olarak
adlandirilir (44). Bununla beraber 6 ayin sonunda hala trombositopenisi diizelmeyen
yaklasik %25 ¢ocugun 12 ay sonunda remisyona girdigi (trombosit >150.000/mm”)
bildirilmistir (45).



Kronik ITP’de, trombosit sayisindaki diisiiklik 6 aydan uzun siirelidir.
Hastaligin sinsi baslangicli olmast ve 10 yasin iizerinde tan1 almasinin da kronik TP
icin risk faktorii oldugu bildirilmektedir (6).

Kronik olgularin bir kisminda gorillen ve 3 aydan daha uzun siireli
trombositopeni ataklari ile seyreden rekurren ITP, cocuklarin %1-4’{inde goriilmekte
ve kronik ITP’nin bir formu olarak degerlendirilmektedir. Rekurren formda
trombosit sayis1 normale dondiikten sonra tekrar azalir. Eriskinlerde kronik form
daha yayginken, bayanlarda daha sik goriilir ve mevsimsel degiskenlik gostermez
(46).

Kronik refrakter ITP; 6 aydan 12 aya kadar siiren standart tedavi sonunda
hastalarin trombosit sayisinin 30.000/ mm’ iin iizerinde olmamasi (tedaviye direncli)
olarak tanimlanmaktadir. Bu grup, ITP hastalarinin kiigiik bir alt grubunu (%9)

olusturur ve klinik olarak degiskenlik gostermektedir (47).

2.1.1: Patogenez

Immiin trombositopenik purpura, trombosit membran glikoproteinlerine kars
olan antikorlar (Gp IIb/Illa, GpIb/IX, Gpla/lla, Gp V ve Gp IV gibi) nedeniyle
olusur. Antikorlar ITP’li hastalarin trombositlerinin iizerinde veya plazmada antijen
yakalama metodu ile saptanabilmektedir. Ancak ITP hala bir klinik tamdir ve
trombosit antikor testlerle tan1 konmasi ya da diglanmasi giivenilir degildir (1).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar viral veya cevresel nedenle olusan ITP’de
proinflamatuar bir sitokin hakimiyeti oldugunu ortaya koymustur (10). Hem
proinflamatuvar sitokinler hem de bazi cocuklarda T hiicre repertuar1 daha Once
baskilanmis olan trombosit membran antijenlerine baglanan otoantikorlarin ortaya
cikmasina serbest bir ortam saglamaktadir. Bakteriyel veya viral antijenlerle hastanin
kendi antijenleri arasindaki molekiiler benzesmenin otoimmiiniteyi bagslatabilecegi
diisiiniilmektedir (48). Trombosit spesifik antikorlar genellikle enfeksiyondan 4-8
hafta sonra ortaya cikmaktadir. Otoantikorlarin olusumu hiicresel ve hiimoral
sistemler tarafindan diizenlenmekte ve kontrol edilmektedir (10, 49).

Antikorlarla ilgili yapilan ilk g¢alismalarda ITP’de varolan antikorlarin
trombosit yiizeyindeki Gpllbllla’ya karsi olustugu saptanmistir. Daha sonraki
calismalarda ITP hastalarinin plazmasinda ve trombositleri iizerinde GplIbllla

(a2PB3), GpIbIX, Gplalla, GpV, GplIV ve diger spesifik glikoproteinlere kars1 IgG,



IgA, IgM tipinde otoantikorlar tamimlanmistir (21, 50). Genellikle hastalarda birden
fazla glikoproteine karsi antikorlar saptanmaktadir. Hastalarin %50-85’inde IgG tipi
otoantikorlar, %350’sinde diger tip antikorlar tespit edilmistir. ITP’li cocuklarin
cogunda c¢ok diisiik trombosit sayilarma ragmen agir kanamalarin goriilmemesi,
antikorlarin trombositlerin yikimina neden oldugu ancak trombosit fonksiyonlarini
bozmadigim diisiindiirmektedir (51, 52). Antikorlarla kapli trombositler dalaga
geldiklerinde Fc reseptor (FcR) araciligi ile mononiikleer fagositler tarafindan
dolasimdan uzaklagtirilirlar. Trombositlere karsi olusan antikorlarin ayni zamanda
megakaryositlerin de iizerinde bulunan Gpllbllla ve Gplb-IX gibi reseptorlere de
baglanarak megakaryosit iretimini azalttigi gosterilmistir. Bu antikorlarin ayni
zamanda megakaryositlerin proliferasyonu, maturasyonu ve erken yikilmalarina da
neden olabilecegi diisiiniilmektedir (53-55).

Yabanci bir antijene karst humoral immiin yanitin baglamasi pek ¢ok hiicre
tipinin ve onlarin salgiladig iiriinlerin kompleks biyolojik iliskileriyle gerceklesir.
Immiin yant, hiicre yiizey glikoproteini gibi bir antijenin ilk kez antijen sunan hiicre
(ASH) ile etkilesimi sonucu baglamaktadir (Sekil 2.1). ASH’ler genellikle major
histokompatibilite kompleks (MHC) klas II pozitif makrofajlar ve dendritik hiicreler
ile baz1 durumlarda B hiicreleridir. Antijenin ASH tarafindan hiicre i¢ine alinimini
takiben antijen proteolitik degradasyon ile daha kiiciik antijenik parcalara boltiniir.
Daha sonra bu antijenik peptidler ASH’nin hiicre membranina taginir ve burada
antijen spesifik T helper (Th) lenfositlere sunum icin MHC-klass II molekiilleri ile
beraber yeniden eksprese edilirler (37). MHC- peptid kompleksi CD4+ T hiicresi
tizerindeki T hiicre reseptorii ile yeterli affinite saglandigi zaman, antijen spesifik
sinyal 1 baslamakta ve hem ASH hem de T hiicrelerinde bir dizi koordine molekiiler
olaylar sonrast sinyal 2 olusmakta ardindan T hiicre aktivasyonu ile

sonuclanmaktadir.
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Sekil 2.1: iTP’nin patogenezi- Kuwana M. (56)’den alinmustur.

Bu T hiicre veya ASH olaylar1 B hiicrelerinin plazma hiicrelerine diferansiye
olmasini ve antijen spesifik IgG antikorlar tiretimini stimiile edebilir (49). Boylelikle
antijen spesifik Th hiicrelerindeki herhangi bir defekt veya anormal stimiilasyon bu
immiin yanitin seyrini 6nemli 6l¢iide degistirebilmektedir. Bu durum Th hiicrelerinin
yabanci antijene kars1 antikor gelistirip gelistirmeyecegini belirlemede, ayrica antikor
tiretimi oldugunda yanitin diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Ayrica antikor affinite
maturasyonu gibi olaylarin stimiilasyonu, regulatuar T hiicreleri ve/veya solubl
sitokinlerin diizenlenmesi gibi pek ¢ok olayda hayati 6neme sahipdir (49).

Immiin trombositopenik purpurada baslangicta enfeksiyon ajaninin epitopuna
spesifik T hiicre yanit1 olusmaktadir. Fakat zamanla T hiicreleri genisleyerek yeni T
hiicre klonlar1 olusmakta, ayni proteinin farkli boliimleri reaksiyona girerek bu
epitoplara karst daha Onceden tolerans gelistiren otoreaktif B hiicrelerini
uyarmaktadirlar (57, 58). Bilindigi gibi trombosit ylizeyindeki GplIb/Illa,
otoantikorlar tarafindan taninarak antijen sunan hiicrelere (makrofaj ve dendritik
hiicreler) Fc reseptorleri araciligi ile baglanmakta ve hiicre i¢ine alinarak degrade
edilmektedir. Ancak antijen sunan hiicreler sadece Gpllb/Illa’y1 degrade ederken
diger trombosit glikoproteinlerinden yeni kriptik epitoplar olustururlar. Aktive olmusg
antijen sunan hiicreler yeni peptidleri (CD40-CD40L interaksiyonu yardimi ile)

hiicre yiizeyinde eksprese ederek sitokinler araciligi ile CD4+T hiicre klonlarinin (T-



hiicre klonl ve T-hiicre klon2) proliferasyonunu baglatir. Yeni trombosit
antijenlerinin B hiicre immiinglobulin reseptorleri prolifere olur ve antiGpllb/Illa
yaninda, antiGpIb/IX antikorlar1 sentezide artmaktadir. Bu durum ITP’de “epitop
spreading” olarak tanimlanmaktadir (21, 49).

T hiicreleri aktive oldugunda bu hiicrelerin yanitlar1 salgilandiklart sitokin
tiriinleri ile genellikle ayirt edilebilmektedir (49). Th1 yamt1 primer olarak IL-2, IFN-
v, graniilosit koloni stimiile edici faktér (GM-CSF) ve tiimor nekrozis faktor-alfa
(TNF-a) varligi ile karakterizedir ve gecikmis tip hipersensivite reaksiyonu ve primer
olarak kompleman fiske IgG izotiplerinin sentezi ile iliskilidir (49). Bunun yaninda
Th2 yanit1 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 iiretimi ve non kompleman fiske IgG ile
ozellikle IgE sentezine aracilik etmesi ile karakterizedir (49). ThO sitokin yanitinin
ise Thl ile Th2 yanitlarina aracilik eden hiicrelerden daha az diferansiye Th
hiicrelerinden olustugu diisiiniilmektedir. Ciinkii bu Th1/Th2 sitokinlerinin ¢ogu ya
da hepsi ThO yanitinda mevcuttur. Bu sitokin yanitlarinin ASH ile Th hiicreleri
arasindaki koordineli olaylar neticesinde gelistigi diisiiniilmektedir (49). Th1l ve Th2
alt tipleri genellikle IFN-y/IL-4 iiretimine gore tanimlanlanmaktadir, ¢iinkii IL.-2, IL-
6 ve IL-10 iiretimi sadece tek bir alt tip ile sinirh degildir (59).

Self toleransin kirilmasi, merkezi toleransin basarisizligi sonucu otoreaktif T
hiicrelerinin anormal birikimi, self-antijenleri taklit edebilir. Cevresel uyarilar
(antijenik taklit) aberran self antijen ekspresyonu, sitokin sekresyon ve/veya
kostimiilasyonda defektler gibi bir dizi mekanizma sonucu olusabilir. Organ spesifik
otoimmiin hastaliklar primer olarak 6zel dokulara yonlenmistir 6rnegin, tip I diabette
insulin iireten B hiicreler, Graves hastaliginda tiroid hiicreleri ve ITP’de trombositler
gibi (60). Organ spesifik otoimmiinitede otoantikor iiretimi T hiicre aktivasyonuna
baghdir. Cogu otoimmiin hastalikta, otoreaktif T hiicreleri ve sitokin profilleri
tanimlanmis olmakla beraber asil hastalik indiikleyici otoantijenler ve anormal T
hiicre aktivasyonu etiyolojisi hala anlasilmasi zordur (49). Organ spesifik otoimmiin
hastaliklar genellikle sitokin paterninde kayma ile iliskilidir. Cogu aktif organ
spesifik otoimmiinitenin proinflamatuar Thl yanit1 ile iligkili olma egilimi varken
genelde Th2 immiin yanit1 otoimmiiniteden korunma ile iligkilidir (49).

Basvuru sirasinda ITP’de immiin durumu degerlendirmek icin Sood ve ark

(61) tarafindan yapilan bir calismada, her bir dongiide 24 473 ayn genin kullanildig
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tam kan gen ekspresyonu mikroarray calismasinda, ITP’nin erken donemlerinde
IFN-y’ya bagli genlerin ekspresyonunda artis, yani proinflamatuvar ve Thl
hakimiyetini destekleyen bulgular gosterilmistir. Bunun yaninda birka¢ calismada
cocukluk c¢ag ITP’de inflamatuvar sitokin persistanst ve bozulmus T hiicre
apoptozisi bildirilmistir (17, 48, 62-64).

Immiin trombositopenik purpura patogenezinde T hiicre apoptozisi de Snemli
rol oynamaktadir. Timustaki negatif seleksiyon nedeniyle potansiyel olarak
patojenik, immatiir otoreaktif T lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda apoptozisin
basarisizliginin otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer alabilecegine dair son
yillarda ¢esitli veriler yaymlanmistir. Bununla beraber, otoreaktif klonlar saglikli
kisilerde de mevcuttur ancak bir immiin yanita neden olmazlar. Bu durum ya T hiicre
reseptoriin antijene olan diisiik affinitesinden ya da sitokin sekresyonu, proliferasyon
ve diferansiyasyona bir klonun yanit vermedeki basarisizligi olarak tanimlanan
tolerans nedeniyle olmaktadir. Ayrica bu matiir otoreaktif T-hiicre klonlarinin AIHO
yoluyla periferde de yok edildigi gosterilmistir. AIHO T hiicrelerinde farkli 6liim
yollar ile indiiklenebilir, bunlardan en iyi tanimlanmis olam1 Fas/FasL’dir. Fas’in
ayrica aktive lenfositlerde upregiile edildigi de gosterilmistir. AIHO icin diger aday
yollar ise TNF-a, IFN-y ve IL-2’yi icermektedir. Ancak hiicredeki apoptotik siirecte
pek ¢ok protein rol almakta ve bu durum aktif ITP’li olgularda gézlenen ATHO ne
rezistanstan sorumlu yolu tamimlamay1 zorlagtirmaktadir (15, 17, 65)

Cocukluk c¢ag1 ITP’de, anahtar patolojik olay daha once salgilanmis olan
otoantikorlarn supresyonunda olan basarisizlik olabilir (66). Ozellikle CD25+ T
regulatuar hiicrelerle karekterize T lenfosit yollarinin 2-5 yas cocuklarda tam matiir
olmayabilecegi ve boylelikle viral antijenlerle capraz reaktivite nedenli timusta
delesyondan kacan B lenfositlerce otoimmiin antikor iiretimi ve antijen sunumuna
olanak sagladig1 one siiriilmiigtiir. Bu hastalarda basvuru aninda T hiicre profili ve
sitokinler Th1 yamti, IL-1a veya IL-1p artmasi ve IL-4 azalmasi ile uyumlu olup bu
durum juvenil romatoid artrit ve erken baglangiclh diabet ile benzerlik gostermektedir
(9, 48, 62). Genel olarak pek cok cocukta daha sik olarak glikoproteinler a2B3 ve
Gplb kompleks olmak iizere cesitli trombosit epitoplarina karg1 hem IgG hem de IgM

otoantikorlari igeren poliklonal bir yanit olugmaktadir (10, 58).
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Son yillardaki makaleler proinflamatuvar yanit sirasinda timusta kritik
CD4+CD25+ regiilator T hiicrenin olusumunun otoreaktif etkin hiicreler ve
antikorlarin  6nlenmesinde ©nemli olabilecegini 6ne stirmektedir. Gergekte bu
kromozom 2ql1.2’de heterojen delesyon sonucu timus hipoplazili ¢ocuklarda
otoimmiin hastaliklara kars1 bir yatkinlik olugsmaktadir. Saglikli infantlarda absolii
CD4+CD25+ T hiicre sayisi, otoimmiin hastaligin %10 insidansta goriildigii bu
kromozom 22q11.2 delesyon sendromlu ¢ocuklardakine gore belirgin olarak daha
yiiksek saptanmistir (10, 66).

Immiinglobulin spesifitesinin cesitliligi nedeni ile her cocuk ve erigkin
trombositlere karsi otoontikor olusturma potansiyeline sahiptir. Bilinmeyen
nedenlerle, bu kisinin kendisine reaktif antitrombosit klonlar fetal gelisim sirasinda
silinmemekte ve dogumdan sonra kisinin antikor repertuarinda bulunmaya devam
etmektedir. Invivo olarak, bazi antitrombosit antikorlar dogal olarak olusan antikor
olup periferal tolerans olarak adlandirilan bir cesit dogal immiin supresyonunun siki
kontrolii altindadir (67).

Tedaviyle veya tedavisiz trombositopeninin ilk 6 ayda veya ITP’nin akut
fazinda diizeliyor olmasi hastanin bu periferal toleransi ve otoantikor supresyon
aginin tekrar yapilanmasi yetenegine dayanabilir. Mevcut tedavi primer olarak bu
regiilator yolun tekrar diizenlenmesine kadar trombosit tiiketiminin azaltilmasina
yonelik olmaktadir (58).

Akut ITP patogenezinde, enfeksiyoz ajana karsi yonlendirilmis immiin
yamtin ¢apraz reaktivitesinin, kronik ITP’de ise spesifik antikor iiretimi, T hiicre
aktivasyonu ve sitokin artmasi ile uyarilan bir immiin yanitin 6nemli rol oynadig
diisiiniilmektedir. Bununla beraber ITP’nin her iki formunda da immiin yanitin

sonlandirilmasinda bir bozukluk oldugu varsayilmaktadir (6, 11, 68).

2.1.2: immiin Trombositopenik Purpurada Genetik

Insan lokosit antijenleri (HLA), Fc-y reseptdr ve insan trombosit antijen
(HPA) sistemleri ile ilgili polimorfizmler ile ITP arasindaki iliski arastirilmaktadir
(69). Bu polimorfizmlerin bazi hastalarda akut veya kronik ITP gelisimi veya
tedaviye yanitta belirleyici olabildigi gosterilmistir. Bircok otoimmiin hastalik ile
HLA antijenleri arasindaki iliski bilinmektedir. Kronik ITP'de otoimmiinitenin

nedeni tam olarak anlasilamamakla birlikte HLA antijenleri ile antijenik peptidlerin
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baglanmasinda anormallik de sorumlu tutulmaktadir (70). Belli etnik gruplarda
HLA-DRW2 ve DRB1#0410 allelleri sikligi iTP’li hastalarda yiiksek bulunmustur
(69). HLA-DRA4 ile kortikosteroidlere iyi yanmitin, DRB1#0410 ile kortikosteroidlere
kotii yamtin ve HLA-DRB1#1501 ile splenektomiye kotii yanitin iligkili oldugu
gosterilmistir (70). Anti-GPIIb/IIla antikorlar1 ile DRB1#0410 alleli arasinda
korelasyon bulunmamig ancak steroide iyi yanit veren hastalarda, HLA-DR4 ve
DRBI*0410 belirgin olarak diisiik saptanmistir (71).

Immiin trombositopenik purpura gelisiminde fagositlerdeki Fc reseptor
polimorfizmi etkili olabilir (72). Fc reseptorlerinin trombositlerin klirensinde énemli
rolii bulunmaktadir (50). Ug tip Fc-y reseptorii vardir: Fc-y RI monomerik IgG’ye
giiclii affinite gosterir, Fc-yRIl ve Fc-yRIII immiin kompleks formunda IgG’ye
sadece efektif olarak baglanir. FcRIIgrubu ii¢ gen (IIA,IIB,IIC) ve FcRIII grubu ise
iki gen (IIIA ve IIB) tarafindan kodlanmir. Cesitli genetik polimorfizmler
immiinglobulin baglayan reseptorlerin affinitesini degistirmektedir. Fc-yRIIA 494A
alleli IgG2 icin yiiksek affiniteli, 494G ise tam ters etkili reseptorlere yol agmaktadir
(73).

Fc-y reseptor Ila ve Illa polimorfizmlerinin cocukluk ¢agi ITP’si ile artmis
iliskisi bildirilmektedir. Bu durum ITP’nin baslangi¢ ve devaminda otoantikor bagl
trombositlerin klirensindeki bireysel farkliliklara isaret edebilmektedir. Bu konuyla
ilgili calismalar Fc-y reseptdr polimorfizmlerinin tedaviye verilen yanitin
ongoriilmesinde de rol oynayabilecegini one siirmektedir (48, 74).

Yapilan ¢alismalarda Fc-yRIIIA polimorfizmlerinin ITP'de tedaviye yamiti
etkiledigi, fakat Fc-yRIIA polimorfizmlerinin etkisiz oldugu ileri siirtilmiistiir (75).

Olsson ve ark. (17) yaptiklari calismada ITP’li olgularda saglikli bireylere
gore T lenfositlerde apoptozis ile iligkili genlerin (Ay), Caspase 8, bax)
ekspresyonunda farkliliklar saptamistir.

Immiin trombositopenik purpurada genetik faktorler ile ilgili calismalar farkl
etnik gruplarda degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle her etnik grubun, hastalik

icin kendi populasyon calismalarin1 yapmalar1 nerilmektedir.
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2.1.3: Immiin Trombositopenik Purpurada Trombopoez ve
Megakaryopoez

Trombopoetin (TPO) trombosit yapimi ile ilgili major hormon olup, TPO
seviyesi trombosit sayis1 ve megakaryosit kitlesi ile ters iligkilidir. ITP’de, sirkiile
eden ve dokularca tutulan TPO veya megakaryosit kaynakli biiylime faktorii
(megakaryocyte-derived growth factor) (MGDF) seviyeleri normaldir veya ¢ok az
artmustir (68).

Kemik iliginde artmis megakaryosit sayist ITP’li hastalarda immiin aracili
trombosit yikiminin bir isaretidir. Yaklasik 20 yi1l once yapilan calismalarda yetiskin
[TP’lilerin 1/3’iinden fazlasinda kemik iliginde artmis megakaryosit sayisina ragmen
yetersiz trombosit liretimi oldugu belirtilmektedir (76). Otoantikorlarin trombosit
tiretimini engelledigi hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda gosterilmistir (68,

7).

2.1.4: Klinik Ozellikler
En sik goriilme yast 2-10 yastir ve 4-8 yas aras1 pik yapar. Akut ITP’de kiz
erkek oram esit dagilim gosterir. Hastaligin siklikla gecici olmasi nedeniyle tam
insidans1 bilinmemektedir. Tahmin edilen yillik insidans1 1/10.000°dir (1, 78, 79).
Cocukluk caginda ITP siklikla viral bir hastalii takiben akut bir baslangic gosterir.
(4). Bir¢ok olguda (%80) spesifik bir tedavi gerektirmez ve alti ay icinde spontan
remisyon gozlenir. Olgularin yaklasik % 10-20’sinde ITP 6 aydan daha uzun
stirmektedir, bu durum kronik ITP olarak tanimlanir. Cocuklarda kronik ITP, eriskin
forma benzer ve kizlarda daha sik gozlenmektedir. Akut ve kronik ITP’nin klinik
ozellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir. ITP’de tipik olarak daha once herhangi bir
sikayeti olmayan saglikli bir cocukta ani baglayan petesi ve ekimoz mevcuttur. (1, 5).
2 yas alt1 cocuklarda (infantil ITP) asagidaki klinik 6zellikler vardir (1, 80):
= Erkek/Kiz orani daha yiiksektir.
» [TP oncesi enfeksiyon siklig1 daha azdr.
» Kronik ITP goriilme siklig1 daha azdir.
= Tedaviye yanit iyi degildir.
= Daha siddetli klinik seyir gostermektedir.



Tablo 2.1: Akut ve Kronik ITP’nin klinik 6zellikleri.
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OZELLIK AKUT KRONIK
Yas 2-8 yas arasi Erigkin
Cinsiyet dagilimi(K/E) Esit 3/1
Mevsimsel ozelligi Bahar aylarinda Yok
Onciil enfeksiyon %80 Daha nadir
Iliskili otoimmiin durumlar | Sik degil Daha sik
Trombosit sayist <20000/mm3 40000-80000/mm?3
Bagslangi¢ Akut Sinsi
Eozinofili ve lenfositoz Sik Nadir
Ig A seviyeleri Normal Normalden az

Siire

Genelde 2-6 hafta

Aylar-yillar

Prognoz

%80’inde spontan remisyon

Degisken klinik seyir

Predispozan Faktorler:

Olgularin  %50-80’inde, genellikle hastaliktan birka¢ hafta ©Oncesi viral
enfeksiyon Oykiisii vardir. Postenfeksiydz olgularda nonspesifik iist solunum yolu
enfeksiyonu en sik nedendir. %20 olguda kizamik¢ik, kizamik, sucicegi, bogmaca,
kabakulak, enfeksiyoz mononukleozis, sitomegalovirus, hepatit A, B, C, parvovirus
veya bakteriyel enfeksiyon gibi spesifik enfeksiyonlar saptanabilmektedir (1). Alerjik
reaksiyon, bocek 1sirig1, kizamik-kizamikg¢ik-kabakulak (KKK) gibi asilama ve diger
immiin stimulana maruziyet dykiisii verebilirler (78). Cocukluk cag1 ITP’de cevresel

immiin tetikleyici varligin1 destekleyen diger gozlem ise mevsimsel degiskenliktir.

En sik kis ve sonbaharda goriiliirken en az yaz mevsiminde goriilmektedir (46, 79).

Semptomlar:

Saglikli bir cocukta aniden gelisen petesi, purpura, ekimoz ve mukdz
membran kanamalari ITP ile iliskili semptomlardir.

Cilt; Ekimoz ve purpuralar genellikle alt extremitelerin on yiizlerinde ve

kemik cikintilar tizerindedir (kostalar, skapula, omuzlar, bacaklar ve pubik bolge
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gibi). Olgularin %50’sinde semptomlar hafiftir, bacak veya govdede birkac ekimoz
bulunabilir.

Mukéz Membranlar; Petesiler subkonjunktival, yanak mukozasi, yumusak
damakta olabilir. Burun kanamasi, dis eti kanamasi, muk6z membran kanamasi,
gastrointestinal kanamalar ve bobrekten kanama da goriilebilir. Hastalik baglangicta
menorajiyle seyredebilir ve siddetli kanamalara neden olabilir. Hematemez ve
melena nadirdir.

Santral sinir sistemi (SSS); Ciddi bir komplikasyondur. Genellikle diger
yerlerde olan kanama bulgulari, bas agris1 ve bas donmesi kanama 6ncesinde vardir.
ITP’de intrakraniyal hemoraji insidans %0.1-0.5’tir. Genellikle 13 ay-16 yas arasinda
goriiliir. Trombosit sayist olgularin  %73’tinde <10000/mm3; %?25’inde 10-
20000/mm3, %2’sinde >20000/mm3'tiir. ITP tanis1 ve intrakranial kanama arasindaki
siire vakalarin %51’inde <4 hafta, %49’unda 4 hafta-9 yil (ortalama 27 hafta)
olmaktadir. Kanama vakalarin %77’inde intraserebral (%87’ sinde supratentoryal,
%13’iinde posterior fossa) ve %23’iinde subdural hematom seklindedir. Santral sinir
sistemi kanamas1 olan vakalarin %50 sinin daha 6nce steroid ve/veya IVIG tedavisi
aldig1 bildirilmistir. Yaklasik %54 hastada kalic1 hasar olmadig saptanmistir (1).

Retinal kanama nadir goriilmektedir.

Orta kulak kanamalann sik degildir, isitme bozukluguna yol acabilecegi
bildirilmistir

Derin kas hematomlar1 ve hemartrozlar; nadirdir, plazma koagulasyon faktor
bozuklugunun karakteristik bulgusudur; intramuskuler enjeksiyon veya ciddi travma
sonrasi goriilebilir.

Kanama bulgulan disinda fizik muayene anlamli degildir. Ciddi bir kanama
olmadik¢a genelde solukluk yoktur. Dalak hastalarin %10’undan azinda palpabldir.
Splenomegali  bulgusu 16semi, sistemik lupus eritematozus, enfeksiyoz
mononukleozis veya hipersplenizmi diisiindiirmelidir. Onciiliik eden viral hastalik

olmadikga servikal lenfadenopati yoktur (1).

2.1.5: Laboratuvar Bulgular:
Trombosit sayisi; Hastalarin genelde ilk basvuru aninda trombosit sayisi
150000/mm® den az olmaktadir. Siklhikla ciddi generalize kanama bulgulan olanlarda

trombositler 20000/mm>’den az olabilir. OTV artmis veya normaldir (8.9 1.5 mm’).
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OTV; hemostatik olarak daha aktif olan gen¢ ve bilyiik trombositlere karsi yasls,
kiigiik ve etkisiz trombositleri yansitan OTV degerinin 8 fI’nin altinda olmasinin
kanama riski ve sikliginda artis ile iliskili oldugu gosterilmistir (81). Kanama riskinin
onceden belirlenmesinde yardimeci olabilecegi diistiniilmektedir.

Periferik yayma; Otomatik cihazlarla Olciilen trombositopeni periferik
yayma ile dogrulanmalidir (psddotrombositopeni, megatrombosit varlifi ve diger
hematolojik durumlar agisindan). Trombositler disinda periferik yayma normal
olarak degerlendirilir. Ancak aktif enfeksiyon varsa artmis notrofil, lenfosit veya
atipik mononiikleer hiicre bulunabilir. Kan kaybi fazla ise anemi mevcut olabilir.

Kemik iligi; Genellikle megakaryositler artar, siklikla immatiirdiir ve
tomurcuklanma  goriilmemektedir. Eritroid ve myeloid hiicreler normal
izlenmektedir. Eozinofiller nadiren artmustir. Ciddi kan kaybi varsa eritroid
hiperplazi goriilebilir. Kemik iligi bulgularn sadece klinik bulgular varligi ve
sekonder trombositopeniye neden diger sebepler dislandiginda trombosit sayisi
diisiikse tanisal olmaktadir.

Koagiilasyon profili; Kanama zaman1 uzayabilir, protrombin zamani1 (PTZ),
aktive parsiyel tromboplastin zamam (aPTT), fibrinojen diizeyleri normal
saptanmaktadir.

Trombosit omrii, kisalmistir. Kranyum-51 ile isaretli bazi1 trombositlerin
omrii birkac¢ dakika ile 1-4 saat arasinda degisebilmektedir (1).

ANA, anti-ds-DNA, Coombs testi, karaciger ve bobrek fonksiyon testleri,
monospot ve/veya EBV, HIV, parvovirus antikor diizeyleri klinik olarak gerekli ise
yapilmalidir.

Antitrombosit  antikorlar:  Immiin  trombositopenilerde  sorumlu
antitrombosit antikorunu tanimlamak giictiir. Antiglobulin aracili agglutinasyon
yontemleri uygun degildir. Ciinkii tiim trombositler IgG icerir ve bu reagent ile
etkilesebilir. Trombosit agregasyonunu, antiglobulinin indiikledigi aglutinasyondan
ayirmak giictiir. Platelet-associated IgG (PAIgG) yontemleri ITP’ye yol acan
antitrombosit antikorlarini direkt 6lciilememektedir (43). ITP tamsinda PAIgG
sensivitesi %90 ve spesifitesi %30’un altinda oldugu bildirilmistir (43, 72). PAIgG,
ITP’li hastalarin cogunda yiiksektir, ancak nonimmiin etyolojili trombositopenilerde

ve diger otoimmiin hastaliklarda yiiksek bulunabilmektedir. Trombosit iliskili IgG,
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A, M ve albumin megakaryositten yeni salinan trombositlerin alfa graniillerinde yer
alir ve diizeyleri yeni yapilmis trombositlerde yiiksek olup trombosit dolasimda
yaslandikca azalir. Bu nedenle total PAIgG, herhangi bir nedenle artmis trombosit
yapimi durumunda artmistir. Gergek antitrombosit otoantikorlar total PAIgG
miktarinin kiigiik bir boliimiinii olusturur ve bu antikorlarin (antitrombosit
glikoprotein antikorlar1) saptanmasinin iTP tanisinda %51 spesifik ve %80 sensitif
oldugu bulunmustur. Antitrombosit antikorlarinin hedef proteinleri (GPIIb/IIla;
GPIIb/GPIIb-Ila, GPIb; GPIlla; GPIb;GPV; GPlla; GPIb) gibi trombosit
membranmindaki spesifik glikoproteinlerdir. Trombositlerin membran proteininin
sitoplazmik uzantisina kars1 da antikor gelisebilir. Ancak intraselliiler antijene karsi

gelisen antikorlar genelde ITP’ye yol agmaz. (21, 43).

2.1.6: Tam

Basvuru sirasindaki Oykii, klinik bulgular ve laboratuvar degerlendirme
cocukluk cagi ITP’si tanisinda temeldir. izole trombositopeni varliginda tam bir fizik
muayene ve periferik yayma degerlendirmesi yapilmalidir. Bununla beraber birden
fazla hiicre serisinde diisiiklitkk varsa, hasta da splenomegali ya da lenfadenopati
varsa, steroid gibi ilag uygulamalarn Oncesinde kemik iligi degerlendirilmelidir.
Ciinkii bu tedavi l6semi tamisim1 karistirabilir, tamy1 geciktirebilir ve farkinda
olunmayan bir tiimér lizis sendromunu tetikleyebilir.

Klinik muayene de splenomegali ve lenfadenopati olmadan purpura disinda
normal fizik muayene bulgular1 saptanabilir. Trombosit sayimi ve periferik yaymada
eritrosit ve beyaz kiire anormalligi olmadan sadece trombositopeni eslik edebilir.
Kemik iligi incelemesinde, normal veya artmis sayida megakaryosit, normal myeloid

ve eritroid seri bulunabilmektedir (1, 82).

2.1.7: Ayiriaa Tam

Ayiric1  tanida, trombositopeni yapan diger biitiin nedenler godzden
gecirilmelidir. Evans Sendromu (trombositopeni, direkt Coombs pozitifligi,
splenomegali), kronik karaciger hastaligi, hipersplenizm, fankoni aplastik anemisi,
hemolitik iiremik sendrom, DIC, ilacin indiikledigi trombositopeni, SLE, EBV,
parvovirus, HIV gibi enfeksiyonlara bagh sekonder trombositopeni nedenlerinin

diglanmas1 gerekmektedir (1). Daha erken yaslarda konjenital amegakaryositik
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trombositopeni veya trombosit azlhig, dogumda radius yoklugu, iskelet
anomalilerinin eslik ettigi TAR sendromu, Wiskott-Aldrich sendromu ayiric1 tanida

akla gelmelidir (1, 21, 83).

2.2: Immiin Trombositopenik Purpura Tedavisi

Amerikan Hematoloji Birligi’nin 1996 yilinda yaymlanan kilavuzunda,
trombosit sayis1 30000/mm™iin iizerinde olan ¢ocuklarin hastaneye yatirilmalaria
gerek olmadig1 ve ayrica asemptomatik ya da sadece mindr purpura varsa baslangic
tedavisi olarak steroid, IVIG veya anti-D verilmemesi gerektigi belirtilmistir (82).
Yine aym kilavuzda hangi grup ITP’li cocugun tedavisiz izlenebilecegine dair
mevcut verilerin yetersiz oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda trombosit sayisi
20000/mm’ ile 30000/mm’ arasinda olan asemptomatik olgular ile trombosit sayisi
30000/mm’ iizerinde olan ve sadece mindr purpurasi olan cocuklarda tedavisiz
gdzlemin uygun olacag: belirtilmistir. Trombosit sayis1 50000/mm™iin altinda olan
ve ciddi mukoz membran kanamasi olan veya trombosit sayis1 ne olursa olsun ciddi
yasami tehdit eden kanamasi olan olgularda spesifik tedavi verilmemesinin yani
sadece gozlemin uygunsuz olacagi vurgulanmistir (82).

Cocukta kanama yok ancak daginik petesi, yiizeyel morarmalar varsa ciddi
trombositopeni ile iligkili risk faktorleri hakkinda aile bilgilendirilip hastaneye hizl
bir sekilde donebilecegi bilgisi alinirsa yakin gozlem yapilabilmektedir. Eger aile
yerlesim yeri olarak izole bir yerde ise veya c¢ocugu yakin olarak
gdzlemleyemeyecekse, trombosit sayisim 20000/mm™iin iizerine ¢ikaracak ve
trombositopeni siiresini kisaltacak tedavinin diisiiniilmesinin yararli olacagi
belirtilmistir (84).

Amerikan Hematoloji Birligi tarafindan yaymlanan kilavuza gore tedavi
karar1 semptomlardan daha cok trombosit sayisina gore alinmistir (82). Trombosit
sayist 30000/mm?¥{iin {izerinde ve mindr purpurast olan hastalarda tedavi
verilmesinin gereksiz oldugu belirtilmis, trombosit sayis1 20000/mm?*’{in altinda ve
yaygin mukozal kanamasi olan hastalar ile trombosit sayis1 10000/mm3 ve minor
purpurast olan hastalarin steroid, IVIG ya da anti-D ile tedavi edilmeleri gerektigi
onerilmistir. Ingiliz Hematoloji Birligi (BSH) tarafindan yayinlanan kilavuzda ise
tedavi kararinin sadece trombosit sayisina gore degil klinik bulgular dikkate alinarak

verilmesi gerektigi savunulmustur (85).
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Yasami tehdit eden kanama ile gelen hastalarda; intravendz mega doz
metil-prednizolon (30mg/kg/giin, iv 15-20 dk infiizyon 3 giin), intravenoz
immiinglobulin (IVIG) (l1g/kg/giin) ve aferezle elde edilen trombosit
siispansiyonu devamli (0.5-1 U/ m® /saat) veya araliklt (2-4 U/m” /her 6-8
saatte bir) verilmelidir. Tedaviye 2-3 giin devam edilmelidir. Acil splenektomi
yapilabilir. Bu tedaviler yetersiz kalirsa plazma degisimi diistiniilmelidir (45, 82, 86).

Cocukluk cagi ITP hastalarinda Amerikan Hematoloji Birligi'nin tedavi

Onerileri Tablo 2.2'de goriilmektedir (82).

Tablo 2.2: Cocuklarda Akut ITP’de Baslangi¢ Tedavisi.

2 mg/kg/giin x 14-21 giin, (son 7 giin azaltilarak)
Oral Prednizolon
4 mg/kg/giin x 7 giin (21 giinde azaltilarak)

60 mg/m” (max doz 80 mg) x 21 giin (son 7 giin azaltilarak)
Intraveniz
metilprednizolon 30 mg/kg/giin 3 giin, 20 mg/kg/G 4 giin 15 dk infiizyon

0.8 g/kg/giin, lgiin
, . 1 g/kg/giin, 2 giin
vIiG 0.4 g/kg/giin, 5 giin
0.25 g/kg/giin, 2 giin

Anti-D 50 png/kg/G, 2 giin (25-75 pg/kg/giin)

Pediatrik ITP ¢alisma grubunun yaptigi bir arastirmada 38 iilkeden 136
merkeze basvuran 1496 olgunun degerlendirmesi sonucunda olgularin %31 inin
sadece izlendigi, %29'unun 1VIG, %33'iiniin kortikosteroid, %7'sinin iVIG ile
beraber kortikosteroid tedavisi aldif tespit edilmistir (46).

Kronik ITP’lilerde trombosit sayisi 20000/mm’ iin altinda, semptom yok ya
da aktif muk6z membran kanamasi olmadan minor purpurasi varsa tedavi gerekli
degildir. Menstruasyonu olan kizlarda birka¢ ay menstruasyonu baskilayict
depoprovera gibi uzun etkili progesteronlar yararli olmaktadir. Aspirin, NSAII,
trombosit fonksiyonunu etkileyen diger ilaglardan ve travmatik spor aktivitelerinden

kacinilmalidir. (1).
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Kortikosteroid Tedavisi:

Kortikosteroidler bir¢ok iilkede 1VIG’e gore ucuz olmasi nedeni ile tercih
edilmekte ancak uzun siireli ve tekrarlayan dozlarda bazi istenmeyen etkileri ortaya
cikmaktadir. Steroidler;

= Dalakta antikor kapli trombositlerin fagositozunu inhibe eder
= Trombosit dmriinii uzatir.

= Kapiller rezistansi iyilestirir.

= Trombosit antikor iiretimini inhibe eder.

Steroidler boliinmiis dozlarda 2 mg/kg/giin veya 60 mg/m*/giin (max. 60
mg/giin) prednizon olmak iizere cesitli tedavi rejimleri giiniimiizde uygulanmaktadir.
Prednizon 5-7 giinliik aralarla trombosit sayimina bakilmaksizin kademeli olarak
azaltilir ve yanita bakilmaksizin 21.-28. giin sinirinda kesilir (87-89). 4 mg/kg/giin 4
giinliik daha kisa prednizon tedavisi de basariyla kullanilmistir (90).

Baz1 olgularda, metilprednizolon 30 mg/kg/giin (max. 1 gr/giin) 3 giin,
sonrasinda 4 giin boyunca 20 mg/kg’dan verilebilir. Bu tedavinin konvansiyonel
steroide (2 mg/kg) gore daha iyi yanit verdigi belirtilmistir (91, 92).

Yakin zamandaki yayinlar ITP tedavisinde yiiksek doz steroidlerin yararini
gostermislerdir. Bu yayinlarda iVIG’e gore daha kisa siirede, daha iyi sonuclar elde
edilmistir (91-94). MDMP tedavisi ITP’de sadece trombosit sayisinin artiminda etkili
olmayip, ayn1 zamanda geride kalan trombositlerin aktivasyonu ile hemorajik kontrol
tizerinde de etkileri bulunmaktadir (95).

Daha Onceki calismalarda otoimmiin hastaliklarda steroid kullanimi ile
beraber immiin sistem fonksiyonu iizerinde steroid uygulamasi ve konak¢inin
durumuna gére immiin sistemde supresyondan, immiin sistem fonksiyonlarinda artisa
kadar farkh etkiler gdzlenmistir (96). Konvansiyonel doz steroid tedavisi alan cesitli
hastaliklara sahip hastalarda veya goniilliilerde yapilmis daha 6nceki calismalarda bu
tedavi sonucunda proinflamatuvar sitokinlerde, MHC-II molekiil ekspresyonunda,
aktive T lenfosit ve bunlarin salgilamis oldugu sitokinlerde mitojenik aktivitede ve
gecikmis hipersensitif antikor yanitlarinda inhibisyon goriilmiistiir (96-100). Fakat bu
calisma sonucunda sayilmis olan konvansiyonel dozda baskilayici etkilerin aksine
MDMP tedavisinin immiin sistem iizerinde supresif bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

ITP’de primer immiinolojik defekt otoreaktif B lenfositlerdir ve trombositlere karst
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antikorlart salgilarlar. Aym1 zamanda antikor yanitim1 diizenleyen T lenfositler ve
diger hiicrelerdeki self toleransin eksikligi de hastalik patogenezinde 6nemli olabilir.
Bu arastirmacilar MDMP’nin T hiicre regulasyonunu diizelterek antikor {iiretimi
tizerine bir etkisi olabilecegini ileri siirmiislerdir (95).

Immiin trombositopenik purpurada uzun siireli steroid kullanimi istenen bir
durum degildir. Mega doz steroid tedavisi veya uzamis kullanimi trombositopeni
yaratabilir ve trombosit liretimini baskilayabilir.

Ayrica steroid tedavisi kilo alimi, kushingoid yiiz, sivi retansiyonu, akut
hiperglisemi, hipertansiyon, duygu durumunda dalgalanmalar, pseudotiimor serebri,

katarakt, biiyiime geriligi ve vaskiiler nekroza neden olabilir (20).

Intravenéz immunglobulin Tedavisi:

Ik kez Imbach ve ark.(101) tarafindan 1981°de ITP’li cocuklarda kullanilan
IViG’in esas etkisi retikuloendotelyal hiicreler iizerindeki Fc reseptor blokaji
araciligiyla olmaktadir. Etki mekanizmalan (1);

= Retikuloendotelyal Fc reseptor blokaji,

*  Inhibitor yollarin aktivasyonu,

= QOtoantikor sentezinin azaltilmasi,

= Fc reseptor tasiyan monosit ve lenfositlerden sitokin sentez ve

serbestlesmesini etkiler.

Akut ITP’de IVIG, 6zellikle neonatal semptomatik immiin trombositopeni ve
steroid tedavisine daha refraktor olan 2 yag altindaki siit ¢ocuklarina verilebilir.
Kortikosteroid tedaviye alternatif olarak gosterilebilir, ancak ¢ok daha pahalidir ve
ciddi yan etkileri olmaktadir, ayrica klinik olarak anlamh diizeyde steroidlerden daha
iyl olmadig belirtilmistir (1).

Akut ITP’de 0.4 gr/kg/giin IVIG 5 giin boyunca veya 1 gr/kg/giin IVIG 2 giin
boyunca verilir. Tek doz olarak daha diisiik 0.8 gr/kg/giin veya 0.25 gr/kg/giin 2 giin
uygulamada basarili olmaktadir.

Kronik ITP’de; ilk giin 1 gr/kg/giin, takiben trombosit seviyesini giivenli
tutacak (20.000/mm? iin altinda) sekilde yanita gore 0.4-1 gr/kg periodik tek doz
infiizyon seklinde uygulanmaktadir. Bir giin IVIG, bir giin steroid uygulamasinin da

yararli oldugu belirtilmistir.
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Akut ITP’de baslangicta IVIG’e %80 yanit alinmaktadir. Steroidlere ve anti-
D’ye gore trombosit sayisi daha hizli artmaktadir. Immunglobulin preparatlari
baslangigta yavas verilmelidir ¢iinkii biiyiikk protein yiikii infuzyondan 24-48 saat
sonra daha sik olarak bas agris1 ve kusma ile iliskili olabilmektedir. Bas agrisi
(infuzyon hizina bagli), ates, aseptik menenjit, anafilaksi (6zellikle IgA eksikligi
olanlarda), hemolitik anemi, viral hastalik bulagma riski (hepatit C) onemli yan
etkileridir (1, 102) . IVIG sonras1 diger sik goriilen durum ise hafif-orta ntropenidir
ki bu durum genelikle 48 saatte diizelir. Ve bu durum nedenli hemen kemik iligi

aspirasyonu yapilmasi dnerilmemektedir (58).

Anti-D Tedavisi:

Ik olarak 1983 yilinda ITP tedavisinde kullanilmaya baslanan Anti-D;
eritrositlerdeki Rh antijenine karsi yiiksek titrede antikor igeren plazmadan elde
edilen gamma immiin globulindir (103). Antikor ile kaph eritrositler
retikuloendotelyal sistemde oncelikle dalakta tutularak Fc reseptor blokaji yaparlar,
antikor ile kaplh trombositler Fc reseptorlerine baglanamaz ve sonugta trombosit
yikimi azalir. Rh pozitif hastalara verilmektedir. Splenektomi yapilmamis hastalarda
yapilanlara gore daha etkindir. Trombosit sayisindaki artis tedaviden 48 saat sonra
olur, bu nedenle acil tedavide kullanilmasi uygun degildir (1, 58, 104).

Anti-D 50-75 pg/kg intravenoz infuzyon seklinde 3-5 dakikada verilir. Ates,
titreme, bas agrisi, anti-D iligkili extravaskiiler hemolize bagl olarak hemoglobin
degerinde ortalama 1.7 g/dL (0.4-6.1 g/dL) azalma ve hematokrit degerinde diisme,
intravaskiiler hemolize bagli akut bobrek yetersizligi goriilebilen yan etkilerdir.
Subkutan Anti D uygulamasinin bu yan etkileri 6nemli 6l¢iide azalttigim gosteren
calismalar vardir. Dalak ve retikiiloendotelyal sistemce trombosit klirensi iizerine
etki eden ajanlarla tedavi etkinligini 3-4 haftada kaybeder. Sonrasinda trombosit
sayist tekrar 20.000/mm?’iin altina inebilir (1). Bu tedavi 3-8 hafta aralarla
tekrarlanabilir.

Yapilan bir calismada intravendz Anti-D’nin 50 pg/kg tek doz verilmesi,
cocuklarm yaklastk %70’inde 3 giin icinde trombosit sayismi 20.000/mm™e
yiikselttigi gosterilmistir (103).

Hem Anti D Ig G hem de IVIG tedavisinde trombosit sayisinin 20.000 ve

50.000/mm3 {iizerine ¢ikmasi1 icin gerekli siire benzerdir. Genellikle ¢ocuklar
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basvurudan ve ilk tedaviden sonra 24-48 saat icin gozlem altinda tutulur. Bu nedenle
bu agidan her iki tedavinin de bir digerine avantaji yoktur. Anti D Ig G ile takip eden
tedavi klinikte veya infiizyon merkezlerinde gozlem altinda verilmelidir (58).

Immiin trombositopenik purpuranin tedavisinde kullanilan steroidlerin,

IVIG’in, Anti-D’nin etki mekanizmalar1 Tablo 2.3’de gosterilmistir (1).

Tablo 2.3: ITP tedavisinde kullanilan ajanlarin etki mekanizmalari.

Etki Steroid IviG Anti-D
Kapiller rezistans artisi + - -
Retikuloendotelyal blokaj +/- + +
Trombosit antikor baglanmasi + +/- -

Fc reseptor baglanmasinda degisiklik + + +/-
T hiicre supresyonu + + -
Immiinglobulin sentezi ! ! N/ |
Sitokin iiretimi ! ! N

Rituksimab Tedavisi:

B lenfositlerinin yiizeyinde bulunan CD-20 antijenine kars1 spesifik
monoklonal bir antikordur. Rituksimab normal veya malign B hiicrelerinin lizisine
yol acmaktadir. ITP’de otoreaktif B lenfositlerin ortadan kaldirilmasi amaciyla
kullanilmaktadir. Rituximab eriskin hastalardaki basarisi nedeniyle bazi pediatrik
hematologlar  kronik ITP’li ¢ocuklarda trombosit sayisim —arttirmak — ve
splenektomiden kagmmak icin bu ajam kullanmistir (105, 106). 375 mg/m® iv
haftada bir ve dort hafta siiresince uygulanabilir. Wang ve ark. (105) ortalama 13 ay
siiren tam yanit (trombosit sayisinin 150.000/mm™e yiikselmesi) yaklasik %50
hastada saglamstir. flaca bagh ates, titreme, basagrisi, bag donmesi, bulanti, kusma,

hipotansiyon, sinus tasikardisi goriilebilmektedir.
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Diger Tedaviler:

Vinka alkaloidleri (vinkristin, vinblastin), danazol, siklofosfamid,
azatioplirin, siklosporin, a-interferon 2b, dapson, kolsisin, epsilon-aminokaproik asit,
rekombinant faktor VIIa nadiren ITP tedavisinde kullanilirlar. Ozellikle Kronik
ITP’li hastalarda anti-CD40 veya antiD-154 gibi T hiicresine baglanan, anti-tiimor
nekrozis faktor veya reseptoriine karst monoklonal (Enbrel, Remisade) antikorlar

kullanilabilmektedir (1).

Splenektomi:

Amerikan Hematoloji Birliginin yaymladig kilavuza gore, tanidan sonra 12
aydan uzun siireli hastalik durumunda, 3-12 yas arasi; 10000/mm’’iin altinda
trombosit sayist olan, 8-12 yas arasi; kanama bulgular1 yaninda trombosit sayisi
10000-30000/mm° olan ve daha dnceki tedaviler ile sadece gegici basari saglanan
olgulara splenektomi yapilabilecegi belirtilmistir (82). Kars1 konulamayan
splenektomi sonrasi enfeksiyonlar nedeniyle islem kesin endikasyonu olan hastalara
yapilmalhidir. 2 yildan ©nce splenektomi gerekliligi nadir olmaktadir. Ciinkii
trombositopeni iyi tolere edilmekte ve tedaviyle (steroid, IVIG) kontrol altinda
tutulabilmektedir (1). Elektif splenektomiden en az iki hafta 6nce Hemofilus
influenza tip b’ye kars1 asilama, iki yas iizeri olgulara da polivalan pnomokok asisi
ve kuadrivalan meningokok asilar 6nerilmektedir (82). Splenektomi sonrasi penisilin
profilaksisi uygulamasimin bakteriyel enfeksiyon riskini onemli Olgiide azalttigi
bildirilmektedir. Laparoskopik splenektomi tercih edilen bir yontem olarak
belirtilmektedir (1).

Splenektomi sonrasi yaklasik %70 olguda tam ve uzun siireli diizelme
goriiliir. Steroid ve 1VIG tedavisine yanit alinmis olmas1 splenektomiye yanit verme
olasilig1 i¢in iyi bir gosterge olabilecegi belirtilmistir. Splenektomi sonrasi persistan

trombositopenisi olan olgularin %40’1nda aksesuar dalak saptanmustir (1).

2.3: Sitokinler
Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir. Cesitli uyarilara kars1 cevap
olarak 0zel hiicreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin davranisini

etkilerler. Belli bir sitokin cesitli hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat
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aym biyolojik etkiyi gosterir. ITP’de sitokin profili ile ilgili yapilan ¢alismalarda
homojenlik saptanmamaistir.

Immiin trombositopenik purpurada hem deneysel modellerde hem de invivo
olarak asin antijenik uyarimin Th lenfositlerce Th2 tipinde sitokin yanitina neden
oldugu gosterilmistir. Bu durum IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 artmis {iiretimi ile
karakterize iken IL-12, IFN-y, TNF-B down regiile olmaktadir. Bu sitokin profili B
lenfositleri asir1 antikor diretimi igin aktive eder. Viral epitoplar trombosit
yiizeyindeki yapilara kars1 otoantikor iiretimini veya trombosit yiizeyinde eksprese
olan viral epitoplara kars1 antikor iiretimini indiikleyebilirler. Sitotoksik immiin yanit
yoklugunda viriisler gibi intraselliiler mikroorganizmalar elimine edilemezler.
Bununla beraber ¢cogu calismada otoimmiin hastaliklar da (romatoid artrit, multipl
skleroz ve diabet gibi) Thl tipinde sitokin yamit1 (IL-2, IFN-y ve TNF-p)
bildirilmistir. ITP li cocuklarda periferik kana bakildiginda IL-2, IFN-y ve TNF-o’da
artma ile IL-4, IL-6 seviyesinde diisme Thl tip sitokin paternini gostermektedir. Bu
tip T hiicre aktivitesi, makrofajlarin aktivasyonu ve kompleman baglayici antikor
olusumunun CD8+ T hiicrelerde sitotoksik aktiviteyi indiiklemesini saglamaktadir.
Aksine siklik ITP ve hematolojik malignitelerle iliskili trombositopenide bazi
gruplarda artmig IL-11, IL-6, IL-4, IL-10 ve GM-CSF iiretimi bulunmustur. TPO
genellikle pediatrik ITP olgularinda artmis degildir. IL-1, GM-CSF ve makrofaj
koloni stimiile edici faktor (M-CSF) kok hiicre faktorii IL-3 ve IL-6’ da
megakaryosit farklilasmasim kontrol eder. IL-4 ve IL-6 simirl sayida ITP li olgularda
artmis olarak gosterilmistir. Platelet aktive edici faktor (PAF), Platelet derived
growth factor (PDGF), Transforming growth factor beta (TGF-B) 1-2, B kemokinler,
monositler, makrofajlar, graniilositler ve T lenfositler i¢cin kemoatraktan olup aktive
trombositlerce salindiklart belirlenmistir. Trombositlerin bu sitokinleri alfa graniiller
icinde eksprese ettigi gosterilmistir. Bu faktorlerin de hiicre yiizeyinde IgG ile
etkilesimi olduktan sonra trombositlerin aktive olmasiyla saliabilecegi belirtilmistir
(107).

Kemokinler ve sitokinlerin salintmi immiin kompleksle isaretli trombosit ve
GPIIb/IlIa glikoprotein reseptorlere karsi otoantikorlar ile kapli trombositleri fagosite
ederek bunlarnn elimine eden makrofajlart ortama c¢ekip aktivasyonunu

saglayabilmektedir. Literatiirde bu sitokin ve kemokinlerin hangilerinin asir1
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eksprese olduguna dair ITP’li olgularda pek fazla bilgi bulunmamaktadir (107).
Bununla beraber otoantikor olusumu basladiginda, sitokinler daha fazla otoantikor
tiretimine engel olamayabilir, ciinkii reaktif B hiicreleri plateletleri fagosite etmis
olan makrofajlardaki endojen eksprese olan epitoplara (GP IIb/Illa) siirekli maruz
kalmaktadir (14, 108). Yabanci mikroorganizmalarla karsilasan dendritik hiicre ve
makrofajlarda IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 iiretimi ile karakterize proinflamatuar bir
sitokin yanit1 olugsurken takiben kemokin salinimi ve IL-1ra, TGF-  ve IL-10 gibi
antiinflamatuar sitokinlerle hemostaza donmek icin ters yanit gelismektedir.

Normal ve patolojik immiin yanitlar aydinlatilacaksa hastalik baslangic ile
degerlendirme yapilacagi zamani gostermek Onemlidir. Buna ek olarak patojenik
mekanizmalar anlamak icin ¢ok sayida 6l¢iimler yapmak onemlidir.

Akut ITP’li ¢cocuklarda baslangicta bozulmus IFN-o/B sentezi oldugu ileri
siiriilmiistiir. Bu durum agir1 viral replikasyon ile sonuclanabilmekte ve bunu yiiksek
antikor tiretimi izlemektedir. Sonugta immiin kompleks olusumu indiiklenir. Yiiksek
viral yiik Thl tip (IL-2, IFN-y, TNF-f yiiksek) yanitina neden olur ve ¢ok sayida
virus ile enfekte hiicrenin sitotoksik olarak yok edilmesi yiiksek miktarda viral
antijen salinimina yol agar ve bu da yiiksek affiniteli immiin globulin antikorlarida
iceren asirt bir hiimoral yaniti tetikler. Olusan immiin kompleksler trombositlerin
yiizeyindeki Fc reseptorlerine baglanir. Trombositlerde bu kompleksler hem Fc bagh
hem de Fc bagimsiz yol ile hiicre i¢ine alimir. Trombositlere antikor ve kompleman
baglanmasi PAF, PDGF o/f3 ve TGF- aktivasyonu ve salinimim indiiklemektedir.
Bu sitokinler monositler, dendritik hiicreler, granulositler ve lenfositler icin kemokin
olarak etki gosterir ve immiinoreaktif bir ortam olusturulur. Antijen kaph
trombositler, immiin kompleksli trombositlerin up-regiile olmus Fc reseptorler ile
adhezyon molekiilleri sayesinde fagositozunu da iceren anormal immiin yanita neden

olabilirler (14, 108).

2.4: Apoptozis
Apoptozis veya programlanmis hiicre Olimi, inflamatuvar cevap
olusturmadan hiicrelerin 6liimii ile sonug¢lanan bir seri kontrollii olaylar zinciridir.
Ayrintili olarak ilk 1972 yilinda Kerr ve ark. (109) tarafindan tanimlanan

apoptozis (programlanmig hiicre 6liimii) immiin sistemin dengesinin korunmasinda
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onemlidir (110). Periferik matiir T hiicrelerinin antijen cevabinin diizenlenmesi ve
homeostazinin saglanmasinda da apoptozisin rolii oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir.  Apoptozis, hem lenfosit birikimine engel olmakta hem de
otoantijenlere karsi olabilecek ve otoimmiiniteye yol agabilecek reaksiyonlar1 en aza
indirmektedir (111, 112).

Apoptozisin immiin sistemde iki 6nemli fonksiyonu vardir:1) Timus ve kemik
iliginde otoreaktif olan hiicrelerin temizlenmesini saglar. 2) Periferik immiin sistemde
lenfositlerin birikimini engeller. Lenfosit apoptozisinden sorumlu olan esas ajan Fas
reseptor ve onun ligandi olan Fasl. (CD95L)'dir. Kargilagilan antijen miktari
apoptozisin baglatilmasinda etkilidir. Ne kadar cok antijen varsa, TNF gibi oliim
sitokinleri ve bu sitokinlerin reseptorlerinin ekspresyonu da o kadar artar. Ortamda
siirekli antijen olmasinin, lenfositlerin asir1 ¢ogalmasina yol agmasi apoptozisin
baslamasi ile engellenir (113, 114). Hiicre yiizeyinde bulunan TNF reseptorleri
(TNFRs) ve Fas, belli aminoasid dizilimi ve homolojiyi paylasirlar. Bu proteinlerin
hiicre dis1 kisimlan ligand baglanma icin 6nemlidir. Sitoplazmik boliimleri, 6liim
bolgeleri icerir ve bu bolgeler apoptozisin baslamasi icin gerekli olan sitoplazmik
sinyal proteinlerinin baglandig1 yerlerdir (114).

Apoptotik siirecte hiicrede morfolojik cesitli degisiklikler olur. Ayirt edilmesi

gereken ii¢ temel hiicre sekli (normal, apoptotik, nekrotik) mevcuttur (Tablo 2.4).
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Tablo 2.4: Apoptotik ve nekrotik hiicrenin ézellikleri.

APOPTOZIS

NEKROZIS

Biiyiime faktorii eksikligi, hiicre
yaslanmasi, HIV, kemoterapotikler,
radyasyon, mega doz glukokortikoid,
Fas veya TNRF-1 reseptorlerinin
aktivasyonu, sitotoksik T lenfositler,
cok siddetli olmayan oksidatif stres

Iskemi, hipertermi, hipoksi, litik viral
enfeksiyon, toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonu, siddetli oksitadif stres
yol agar.

Iyi kontrollii, bazi aktivasyonlari ve
enzimatik basamaklarin olmasi

Bozulmus iyon homeostazisi

ATP gereklidir (aktif siirec)

ATP gerekli degildir (pasif siirec)

+4°C’de gerceklesmez

+4°C’de gerceklesebilir

DNA internukleozamal alanlarda 180
kb ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir,
mono ve oligonukleozomlara ayrilir

DNA rastgele parcalanir

Prelitik DNA fragmantasyonu

Postlitik DNA fragmantasyonu

Doku hasar1 yoktur, lokal hiicre kaybi
vardir

Asirt doku hasar1 goriiliir

Intakt hiicre membran1 fakat
membranda “’bleb’’lerin olusumu

Hiicre membran biitiinliigiiniin kayb1

Komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler

Lizozamal enzimler salinir

Inflamatuar yanit goriilmez

Inflamatuar yamt gelisir

Organel ve ¢ekirdek yapisi normal

Bozulmus

Kromatin yogunlasmasi diizenli

Diizensiz
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2.4.1: Apoptozisi Diizenleyen Aracilar
Apoptozis ¢ok sayida araci tarafindan diizenlenmekte olup bunlar igerisinde
kalsiyum gibi bazi iyonlar, seramid, c-myc, p-53 ve hatta mitokondri gibi organeller

yer alir (Sekil 2.3) (110, 115).

B

¥
ﬁ

i ucleus

- Nukleus

Sekil 2.3: Apoptozis yolagi-Adams J.M (110)’den alinmistir.

Apoptotik siire¢ boyunca hiicre i¢ine kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari
endoniikleaz  aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen
regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol
alabilirler (116). Ancak hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin gerceklesmesi igin
gerekli degildir.

Bcl-2 ailesi, iiyelerinin bir kisminin apoptozisi indiikledigi (Bax, Bad, Bid,
Bcl-Xs), bir kisminin ise inhibe ettigi (Bcl-2, Bcl-X1) genis bir ailedir. Hiicrenin
sagkalimi bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oranina
baghdir (110). Bunlardan biri olan Bcl-2/Bax’in oraninin) bazi hematolojik
malignensilerde prognostik deger tasidigr bildirilmistir.(117). Ciinkii oranin artmasi

ya da azalmasi apoptozisin inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonug¢lanir. Bu da
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prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir. Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli
folikiiler lenfomada tamimlanmistir. Bu lenfoma tipinde, Bcl-2 normalden uzun
yasam siirelerine neden olur. Boylece malignite olusumuna zemin hazirlamaktadir.
Bcl-2 o6zellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon transportunu
diizenlemektedir (110). Bax sitozolde bulunur ve apoptotik uyar1 alinmasi halinde
mitokondri membranina baglanir, burada kiiciik delikcikler acgilmasimi saglar,
boylece secici iyon gecirgenligi kaybolur, sonu¢da sitokrom c¢ ve apoptozis-
indiikleyici faktor (AIF)’iin mitokondriden sitozole ¢tkmasim saglar (110, 115).

Seramid, membrana baglh asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iiriinidiir
(116). Plasma membran hasarina kars1 bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir.

p53, hiicrede bir sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar
(niikleotid eksikligi) olustugunda, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sim1 tamir edebilmesi i¢in zaman
kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse bu durumda p53
apoptozisi indiikler (115). p53’iin apoptozisi indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu
artirmasi boylece Bcl-2/Bax oranmini degistirmesi yoluyla gerceklesir. Baz1 viriisler
(insan papillom viriisii, Epstein-Barr viriisii, adenoviriis tip 12) ya p53’i inaktive
ederek ya da Bax’a baglanarak apoptozisi bloke ederler, boylece bu hiicrelerin
enfekte ettikleri hiicreler dogal hiicre 6liim mekanizmasindan kurtulduklarindan
viriisle-indiiklenen karsinogenezise bu yolla katkida bulunurlar (110).

Sitokrom c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin
bir proteinidir. Apoptozis siirecinde dnemli bir yere sahiptir.Bu yiizden de sitokrom
c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi apoptozise giden bir hiicrede
irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c¢, mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis bir sekilde mitokondriden AIF ile birlikte sitoplazmaya salinir.
Sitokrom c¢ sitoplazmik protein olan Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-
I)’e baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi
verilen bir kompleks olusur (110). Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif
kaspaz-9 haline doniismesini saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektdr kaspazlardan
prokaspaz 3’ii aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease, ICAD) inaktiflestirir,

boylece ICAD’iiniin bagladign kaspazla-aktiflesen deoksiriboniikleaz (caspase-
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activated deoxyribonuclease, CAD) serbestlesir ve bu da apoptozisin karakteristik
bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve oligoniikleozomal DNA
fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi
gosterir, oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz
apoptozis yine mitokondriden saliverilen bir faktér olan AIF’iin etkisiyle
gerceklestirilir (110, 118).

Kaspaz’lar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir. Su ana kadar 14 tanesi tanimlanmistir ve ¢ogu apoptozisde rol
almaktadir. Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek preteolitik bir kaskada sebep olurlar.
Bazilar (kaspaz 2, 8, 9, 10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (3, 6, 7)
efektor kaspazlar olarak bilinir (110). Baglatic1 kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan
olum sinyallerini efektor kaspazlara iletirler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri
(6rnegin, DNA tamirinde rol alan poli ADP-riboz polimeraz (PARP) pargalayarak
apoptotik hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Ik tanimlanan
enzim interlokin 1-B doniistiiriicii enzim (ICE)’dir ve prokaspaz 1 olarak bilinir.
Kaspaz kaskadi, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un
aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi, kaspazlar da sitokrom ¢’nin saliverilmesine
neden olabilirler. Bir kaspaz inhibitorleri ailesi olan inhibitors of apoptosis (1AP)’leri
kaspazlar selektif olarak inhibe ederler, boylece apoptotik mekanizmay1 durdururlar.
Bu inhibitérler birgok malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilmektedirler.
IAP’leri ayrica hiicre siklusunu da etkileyerek apoptozisi durdurabilmektedirler.
(110). Kaspazlardaki defektler otoimmiin hastaliklara, kansere ve bazi norolojik
bozukluklarin olusumuna katkida bulunabilir. Hatta, kaspaz 8’in néroblastomada
timor siipressorii olarak islev gordiigii bulunmustur. Her dokunun eksprese ettigi
kaspaz tipi farkli olabilir. Bu durumda farkli dokular i¢in farkli kaspazlarin
aktivasyonu yoluyla apoptozisin gerceklestigi diistiniilebilir. Hatta hiicrelerin degisik
farklilagsma derecelerinde degisik kaspazlarin aktivasyonuna gereksinim duyulabilir.
Ornegin, periferik T hiicreleri Fas’in aktivasyonuna yanit olarak gelisen apoptozisde
kaspaz-3’e gereksinim duyarlar ama timositler kaspaz-3 eksikliginde yine Fas’la

indiiklenen bir apoptozise gidebilirler (117).
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Granzim’ ler, patojenle enfekte edilmis hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasinda etkin rol alirlar. Perforinler ve granzimler normal olarak
sitotoksik lenfositlerin ve natural killer (NK) ‘lerin sitoplazmik graniillerinde
bulunurlar (119). Sitotoksik T lenfositlerinin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler
salgilanir ve hedef hiicrenin membranina baglanarak membranda porlar meydana
getirirler. Perforin porlar sitozolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol acar.
Beraberinde salgilanan ve bir serin proteaz olan granzimin de bu porlar araciligiyla
hiicreye girmesiyle hiicre i¢inde prokaspaz 8’in aktivitesi, dolayisiyla kaspaz kaskadi
baglatilir. Bu da enfekte hiicreyi (veya kanser hiicresini) apoptozise gotiiriir (110,

115).

2.4.2: Apoptozisin Indiiklenmesi

Apoptozis klasik olarak, hiicre 6liim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1)’in ilgili
ligandlan ile etkilesime girmesi sonucu indiiklenir . Bu hiicre yiizey reseptorleri
membranda bulunur ve TNFR ailesinin iiyesidirler. Fas lenfoid hiicrelerde,
hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardda bulunurlar.
flgili ligandina Fas ligand (FasL) denir. FasL, (TNF) ailesinin bir iiyesidir. FasL
sitotoksik T lenfositlerinde ve natural killer hiicrelerde bulunur. Fas ve TNFR-1,
ligandlariyla baglandiklarinda 6lim uyaris1  almis  olduklarindan bir  seri
protein:protein interaksiyonlarindan gecerler (120). Oncelikle kendilerine dogal
olarak bagli bulunan ve 6liim bolgeleri adi verilen TNFR-1 associated death domain
TRADD ve Fas associated death domain (FADD) ile interaksiyona girerler . Bu
o0lum bolgeleri ise prokaspaz 8’i aktiflestirerek kaspazlarin kaskad tarzinda
aktivasyonlarini baglatirlar (110).

Apoptozisin bu fizyopatolojik ©zelliklerinden yararlamilarak apoptotik
hiicreler degisik metodlarla tespit edilebilmektedir. Apoptozise ugramis hiicrelerin
Anneksin V yontemi ile tespiti bunlardan biridir. Membran fosfolipidlerinden biri
olan fosfatidilserin, hiicrenin plazma membraninin sitoplazma kismina bakan i¢
yiiziinde oldugu halde, apoptotik siirecin baslamasi ile hiicrenin plazma membraninin
dig yiizeyine c¢ikmaya baslar. Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyinde ortaya ¢ikan
fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in, hiicre yiizeylerine Anneksin-V

baglanma orani, o hiicre toplulugundaki apoptozise ugramis hiicrelerin oranini
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vermektedir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi icin flowsitometride de ikinci boya olarak Propidium iodide (PI)
eklenmektedir (121, 122). Bu yontemde Anneksin-V pozitif, PI negatif hiicreler
apoptozise ugramis hiicrelerdir. Hem Anneksin-V hem de PI pozitif hiicreler de

nekroza ugramis hiicreler olarak degerlendirilmektedir.

2.5: Glukokortikoidlerin Etki Mekanizmasi ve Glukokortikoidlere Rezistans
Glukokortikoidlerin Pleomorfik Etkileri

Glukokortikoidlerin tipi ve konsantrasyonu, hiicre dist ortam ve hiicre ici
icerik, vb. gibi bir ¢cok etkene bagli olarak GC ve analoglart memeli hiicreleri ve tim
organizmalar iizerindeki cesitli etkilere aracilik etmektedirler. Bunlar i¢inde bagta
protein, lipid ve karbonhidratlarin katabolizmasi dahil olmak iizere metabolizma
izerinde onemli etkileri bulunmaktadir. Ayrica, ALL’yi de igeren bircok sistemde
hiicre siklusu ilerleyisini baskilamaktadir (123). GC’ler, 6zellikle immatiir timositler
ve ALL hiicreleri olmak iizere lenfoid serinin belirli hiicrelerinde masif apoptozisi
indiikler ve bu 6zelligi nedeni ile lenfoid malignitelerinin tedavisinde kullanilmistir
(27, 123). GC’nin ayrica kemik, hipokampiis, eozinofil, fibroblast ve belirli kanser
hiiceleri gibi bazi lenfoid olmayan dokular ve hiicrelerde tek basina ya da diger hiicre
oliimii indiikleyicilerle birlikte hiicre oliimiinii indiikledikleri bildirilmistir. ilging
olarak GC’ler, eritroblast, notrofil ve memede, over, karaciger ve fibroblastlar gibi
birka¢ hematolojik olmayan dokuda sagkalimi destekler. Bu tiir sagkalim iizerindeki
olumlu etkiler, kemoterapotiklerin etkisiyle etkilesime girdiklerinde klinik olarak
anlaml olabilmektedir (96, 124). Kosullara bagli olarak GC hem hiicre 6liimiinii
tetiklemis hem de bazi hiicrelerdeki sagkalimi desteklemistir (125). Bu durum
glukokortikoidlerin pro ve antiapoptotik potansiyelini de gostermektedir.

Glukokortikoidlerin reseptor bagimsiz etkileri ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
meydana gelebilse de (tahminen membran pertubasyonu yoluyla ) fizyolojik ya da
terapotik seviyelerdeki GC’lerin etkilerinin hepsi olmasa da ¢cogu GCR araciligiyla
olur (Sekil 2.2) (126). GCR, niikleer reseptor ailesinin ligandla aktive transkripsiyon
faktoriidiir (steroid reseptor alt ailesi, yedi tiyeden olusur: Ostrojen reseptorii o ve f3,
ostrojen iligkili reseptorler 1 ve 2, mineralokortikoidler, androjenler ve
progesteronlarin reseptorleri). Bir multiprotein kompleksi olarak sitoplazmada

bulunur (127). Ligand baglanmasinin iizerine GCR, baglanma proteinlerinden en
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azindan bazisindan ayrilir ve konvansiyonel gen izlemeleriyle ya da mikroarray
analizleriyle tanimlanan genlerin ekspresyonunu indiiklemek yada baskilamak igin
niikleusun i¢ine taginir (27, 128). Gen indiiksiyonu GCR’nin DNA elementleri ile
etkilesimi yoluyla olurken (GC responsif elementleri (GRE)), gen baskilamasi
negatif GRE’ler, diger sekans spesifik transkripsiyon faktorleriyle protein-protein
etkilesimi, koaktivatorler icin yarisma ve diger mekanizmalar araciligiyla meydana
gelir (128). Bu mekanizma muhtemelen c¢ogu GC etkisini gosteren
mekanizmasiyken, bu hormonlar daha hizli (20-30 dak), GCR’ye bagiml etki
gosterirler ki bu mekanizma daha az anlasilmistir (126). Iyi karakterize edilmis
sitoplazmik veya niikleer GCR’ye ek olarak membran iliskili tiirler de bildirilmistir,

(129).
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Sekil 2.2: Steroid hormonlarinin reseptorlerine baglanmasa.

2.5.1:Glukokortikoid ile indiiklenmis Apoptozise Direnc Mekanizmalari

Genel anlamda GC direnci tek bir hiicrenin ya da organizmanin tamaminin
tiim ya da kasitli sayida GC tepkilerine cevap verememesidir. GCR yoklugu durumda
oldugu gibi mutlak ya da GC konsantrasyonu, apoptozisi inhibe eden ya da
kolaylagtiran faktorlerin varligi gibi 6zel durumlarla baglantili ve goreceli olabilir.

GC direnci, 6zel deneysel veya klinik sartlar altinda lenfoid seri hiicrelerin GC ile
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indiikklenmis hiicre Oliimiine gidememeleridir. Diger yanitlann da etkileyip
etkilemediginin, icerige bagimli m1 mutlak m1 oldugunun, ve altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin ne oldugunun 6nemli klinik sonuclar1 vardir. Ornegin, eger GCR
gen mutasyonlar1 sebep olduysa GC direnci mutlak ve irreversibldir, bu da tiim uzun
donem yan etkileriyle GC tedavisine devam etmeyi sorgulamaktadir. GC ile
tetiklenmis sinyal ileti yollar1 boyunca GC direnci i¢in neredeyse sonsuz sayida
muhtemel molekiiler mekanizma tasarlanabilir (120, 130-132). Kavramsal olarak
yukar1 dogru ve asagir dogru mekanizmalar olarak gruplandirilabilirler. Bunlardan
ilki GCR’yle, ligandiyla ve onun fonksiyonunu kontrol eden GCR-iligkili proteinlerle
ilgilidir ve hepsini olmasa da GC etkilerinin ¢ogunu etkileyecek potansiyeli vardir.
Ikincisi ise sadece bireysel GC yamtlariyla etkilesir ve onlar1 etkiler. Lenfoid
malignitelerde klinik olarak iliskili GC direnci hem apoptozis indiiksiyonu hem de
GC-aracil1 hiicre dongiisiiniin arresti ile en azindan ALL hiicre serilerinde ayn yollar
izleyen proseslere diren¢ gostermeyi gerektirerek GC’nin varliginda tiimor
hiicrelerinin siirekli olarak genislemesi anlamina gelmektedir. Ne var ki asag1 dogru
mekanizmalarda multipl yollarin es zamanh bir sekilde etkilesime ugramasi yukari
dogru mekanizmalar ile oldugundan c¢ok daha komplekstir. GC ile indiiklenmis
apoptozise diren¢ gostermede neden olusturabilecek bir rol su ana dek temel olarak

yukar1 dogru mekanizmalar i¢in saglanmistir.

2.5.2: Yukar1 Dogru Mekanizmalar-1: Yetersiz Ligand

Glukokortikoidlere yanitta en bastaki ihtiya¢ biyolojik olarak aktif GC’nin
yeterli hiicre ici seviyelerine olan gereksinimdir. Bu parametreyi teknik olarak
degerlendirmek zordur, ancak GC benzeri biyoaktivite tedavi sirasinda hastalarin
plazmasinda tespit edilebilir (133). Yetersiz plazma seviyeleri bozulmus uptake,
dolasimda artmis steroid baglayici proteinlerden ya da eger ilag prednizon gibi bir 6n
ilag ise azalmig doniistiiriicii enzim aktivitesinden kaynaklanabilir. Hiicre i¢i GC
seviyeleri genis ABC tasiyici ailesinin iiyelerinin asir1 ekspresyonuyla azalabilir.
Bunlardan en c¢ok dikkat ¢ekenler MDR-1 gen kodlu P-glikoprotein (P-gp) ve ¢oklu
ilag direnci iliskili protein MRP ve resmi olarak ABC ailesine ait olmayan ancak yine
de ilag¢ direncine dahil edilen major bir atlama proteini olan lung resistance proteini
(LRP) olarak sayilabilir (134). Diger ajanlara olan apoptotik yanit1 etkilemesine ek

olarak GC direncinin bu formu verapamil veya siklosporin gibi P-gp inhibitorlerine
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olan hassasiyetiyle ve c¢esitli GC analoglarina yonelik degisken etkisiyle
karakterizedir (135). Farenin timoma serisinde GC direncinden MDR-1 geninin asir1
ekspresyonu sorumlu tutulmustur ancak hastalarda bu GC rezistans formunun rolii
kesin degildir (130, 134, 136). Sonuc¢ olarak, GC direnci rat osteosarkom
hiicrelerinde veya bu enzim icin transgenik fare osteoblastlari/osteositlerinde
gosterildigi gibi kortizolii aktif olmayan kortizona doniistiren 11 B-hidroksisteroid
dehidrogenaz tip 2 gibi GC’yi metabolize eden enzimlerin ekspresyonu sebebi ile

olabilir.

2.5.3: Yukar1 Dogru Mekanizmalar-2: Glukokortikoid Reseptor
Mutasyonlari, Baglant1 Yeri Varyantlari veya Yetersiz Ekspresyon

Yoldaki bir sonraki kontrol noktasi, mutasyonlarin, GCR varyantlarinin
olusunun ve yetersiz ekspresyonun dirence sebep olabilecegi GCR’nin kendisidir.
GC’ye direncgli insan ALL hiicre serilerinde GCR geninde cok sayida fonksiyon
kayb1 mutasyonlar1 gozlenmistir (137, 138) ancak GCR mutasyonlarinin in vivo’da
bilyiik bir diren¢ mekanizmasi olusturup olusturmadigi sorusu cevapsiz kalmistir.
Mutajenik  potansiyeliyle GC ve kemoterapinin kombinasyonu, = GCR
mutasyonlarinin gelisimine ve bir sonraki se¢imine egilim yaratmaktadir. Ancak
yapilan bir calismada, kombinasyon kemoterapisi alan 22 kronik lenfatik 16semi
hastasindaki GCR’nin DNA ve liganda baglanma alanlarinda hicbir mutasyon
bulgusuna rastlanmamistir ve relaps ALL’li yaklagik 50 cocukta yapilan bir baska
calismada GC direncinin sebebi olarak GCR mutasyonlar i¢in sinirli sayida bulgu
saptanmustir.

Glukokortikoid direncine alternatif baglanma, poliadenilasyon veya
translasyonal baglangictan kaynaklanan GCR varyantlarinin yani (GR-B, GR-y, GR-
P/GR-3, GR-A ve GR-B) artmis ekspresyonu da neden olabilmektedir. GCR-P/
GCR-8 ve GCR-A GC’ye direncli myelom hiicre serisinde, GCR-P ise normal
lenfositlerin yan1 sira bir ¢cok hematopoietik ve diger malignitelerde tespit edilmistir
fakat bu varyantlarin GC’ye olan duyarliligi nasil etkileyebilecegi hala
aydinlatilamamistir.(139).

Glukokortikoid reseptor-f§ baglanti yeri varyantinin dominant negatif bir GCR
proteinini kodladig bildirilmistir ve lenfoblastik maligniteli hastalar1 da iceren GC

direncinin c¢esitli formlaria dahil edilmistir (140). Cesitli hematopoietik tiimorlerde
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eger varsa da cok az GCR-B ekspresyonu bulunur ve onun GC direnci gelisimindeki
rolii tam kesinlesmemistir(139).

Haarman ve ark (133) bazi cocuk 16semi alt grubunda GCR-y’nin muhtemel
rolii dislanamasa da GCR-B’nin ¢ocuk losemisindeki GC direnciyle ilgisi olmadigi
sonucuna varmiglardir. GCR-B’nin lenfoid malignitelerde GC ile indiiklenmis
apoptozise olan hassasiyeti etkileyip etkilemedigi bilinmemektedir.

Glukokortikoid reseptor-a baglica fonksiyonel GCR izoformudur ve yukarida
belirtildigi ekspresyonu deneysel sistemdeki GC hassasiyeti i¢in kritik bir faktoriidiir.
Klinik ¢aligmalarda, tanidaki hiicre basina yaklagik 10000 kopyanin iizerindeki GCR
ekspresyon seviyeleri, ¢cocuk ALL’de tedavide olumlu sonu¢ arasinda iligki
bulunmustur (141). Daha once tartisildign gibi tedavinin baslangicindaki GCR
seviyeleri, tedavi sirasindaki GCR ekspresyon kinetikleri (yukar1 veya asagi
regiilasyon) kadar 6nemli olmayabilir fakat bununla ilgili klinik ¢alismalar su ana

kadar bildirilmemistir.

2.5.4: Hiicre Oliimii ya da Aktive Edici Sagkalim Sinyallerini Etkileyen

Asag1 Dogru Mekanizmalar

Teorik olarak, GC ile indiiklenmis apoptozise olan diren¢ 6liim indiiksiyonu
icin 6nemli olan GC ile regiile edilmis genlerin yanitsizligindan ya da bu genlerdeki
mutasyonlardan veya GC ile indiiklenmis 6liim yollar ile etkilesen genlerin ve/veya
yollarin  aktivasyonundan kaynaklanir. Deneysel sistemlerde asagi dogru
mekanizmalarla olusan GC direnci hakkinda literatiirde pek ¢ok yayin bildirilmistir;
ancak hepsinde olmasa da cogu durumda gozlenen fenotip ilacin siirekli varlifinda
siirdiiriilen ger¢ek uzun vadeli direng yerine azalmis hassasiyet olarak belirtilmistir
(27). Hastalarda glutatyon ve glutatyon S-transferaz ekspresyonu ve Bcl-2
reostati’ndaki degisiklikler cok fazla dikkat ¢cekmistir. Bcl-2 reostatiyla ilgili olarak,
Bcl-2 ailesinin iiyelerinin ekspresyonu (bir bakima ¢eliskili sonuglar ortaya ¢cikmistir)
bir ¢ok caligmada incelenmistir. Ornegin bazi arastirmacilar Bcl-XL ya da Bax-
a/Bcl-2 oraninin 16semi hiicrelerinin GC ile indiiklenmis apoptozisten korunmasinda
rol oynayabilecegini One siirmiislerdir, fakat bir yayinda in vivo kemoterapi sirasinda
Bax ve Bcl-2 ekspresyonunda higbir degisiklik saptamamistir ve diger yayinlarda ise

ne Bcl-2 ne Bcl-XL, Mcl-1, Bax, Bad veya Bak’in tamda bu tiir ¢ocuklarda
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ongoriisel Ooneme sahip olmadigi sonucuna varilmistir (142-144). Relaps ALL
orneklerinde Bcl-2 artmistir. Antisense oligoniikleotidlerince Bcl-2 veya Bcl-XL’in
asag regiilasyonu 16semi ya da myelom hiicre serilerinde veya hastalardan yeni izole

edilmis olan myelom hiicrelerinde sensitizasyonuna sebep olmustur (145-147).

2.6: P-glikoprotein

[lk olarak 1976 yilinda tanimlanmis olan P-glikoprotein; hiicre
membraninda bulunan protein yapisinda ve ATP'ye bagimli bir tasiyicidir. P-gp
1280 aminoasidin birlesmesinden olusur ve molekiil agirligi 170 kilodalton'dur. P-gp,
yedinci kromozomdaki (7q21) MDR-1 geni tarafindan kodlanmaktadir Aminoasid
zincirindeki ATP'nin hidrolizi aktif ila¢ taginmasi icin enerji saglar. P-gp iki ayr
boliimden membrana baglidir ve her boliimde 6'sar tane transmembranal segment

bulunur (Sekil 2.4) (148,149).

@ triptofan

*  Niikleotid baglayici
bolge

Sekil 2.4: P-glikoproteinin molekiiler yapisi

flag diren¢ mekanizmalarindan MDR; hiicre ici ila¢ birikiminde azalma
(ilacin hiicre icine girisinde azalma veya hiicre disina atma islevinde artis), ilag-hedef
iliskisinde azalma, detoksifikasyon islevinde artis veya ila¢ dagiliminda degisiklik
seklinde gozlenebilmektedir. P-gp’nin hiicre ic¢i ilag birikimini azaltti§1 saptanmis ve
bu artistan yedinci kromozom iizerinde bulunan MDR-1 geninin fazla ekpresyonuu

sorumlu tutulmustur. Daha sonra yapilan calismalarda sadece P-gp’nin sorumlu
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olmadigi, coklu ila¢ direnci sebebi bir protein ailesi olan ve ksenobiyotiklerin
tasinmasinda gorevli ATP bagimli tasiyict proteinlerin (ABC proteinleri) ATP
Binding Casette Superfamily Transporters sorumlu oldugu saptanmistir. P-gp
200'den fazla proteinin icinde bulundugu ve ilaclarin biyolojik membranlardan
gecisinden sorumlu olan ABC {ist familyasinin bir iiyesidir Tablo 2.5 (148, 149).
Su ana kadar 30 farkli ATP bagimli protein tanimlanmis ve dort alt biiyiik ve dort alt

kiiciik grubu belirlenmistir.

Tablo 2.5: insan ABC Ust familyasina ait tasiyic1 proteinlerinin 6zellikleri.

Protein Gen Ad1 Alternatif Adlar | Aminoasid sayis1
MDRI1 (p-gp) ABCB1 PGY1;GP170 1280

MRP1 ABCC1 MRP 1531

MPP2 ABCC2 CMOAT. CMRP 1545

BCRP ABCG2 MXR, ABCP 655

Biiyiilk gruplarin en ©Onemlileri MRP/CFRT olup, dokuz protein cesidi
icermektedir. Diger bir bilyiik grup MDR/TAP’in ise yedi protein c¢esidi mevcuttur.
ATP bagiml tasiyici proteinler arasinda P-gp, coklu ila¢ direnci ile iligkili protein
ailesi (MRP 1-9) ve meme kanseri direng proteini, breast cancer resistance protein
(BCRP) coklu ilag direnci ile iligkili proteinlerdir. ATP bagimli proteinler haricinde;
akciger diren¢ proteini, lung resistance protein (LRP), deoksisitidin kinaz benzeri
enzim modifikasyonlari, apoptozisi indiikleyen kemoterapétik etkinin inhibisyonu,
sitostatik ilaclarin hedef enzimlerinde mutasyonlar, p53 gen mutasyonu hematolojik
malignitelerdeki diger ila¢ direng mekanizmalar olarak bilinmektedir (148, 149).

P-glikoprotein enerjiye bagimli olarak calisir ve hiicre igine giren ilacin disar1
pompalanmasim saglayarak, hiicre i¢i ilag konsantrasyonunu azaltmaya calisir. P-gp
artis1 ile hidrofobik olan doksorubisin, daunorubisin, etoposid, taxol, vinkristin,
vinblastin gibi bir¢ok kemoterapétik ilaca karst direng gelisebilmektedir (149). P-gp
insanda bircok dokuda bulunmakla birlikte dagilimi nedeni ile normal fonksiyonlar

arasinda bazi ipuglar1 bulunmaktadir. Tasiyic1 protein olmasi nedeni ile baz1 kiigiik
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lipofilik molekiillerin yaninda biiyilk kompleks yapiya sahip lipidleri, steroid
hormonlari, peptidleri tagiyabilmektedir. P-gp, endojen toksik bilesikler ve
ksenobiyotiklere kars1 hematopoetik sistemi korumaktadir (148).

Immiin trombositopenik purpura tedavisinde kullanilan glukokortikoidler de
P-gp substratidir ve yapilan ¢ahigmalarda ITP’li olgularda kontrol grubuna goére
artmis lenfosit P-gp fonksiyonu saptanmistir (28, 29, 150).

Coklu ilag diren¢ mekanizmalarinin tanimlanmasi ile birlikte, olusan direncin
azaltilmasina yonelik ¢alismalar da yogunluk kazanmistir. Bu konuda 6zellikle anti
MDR-1 oligoniikleotidleri ile P-gp ekspresyonu ve fonksiyonunun azaltilmasi veya
staurosporin gibi protein kinaz C inhibitorleri ile MDR-1’in ekspresyonunun
azaltilmasina yonelik calismalar yapilmistir. Ayrica P-gp’i baglayan [3H] azidopin
veya [3H]sitostatik ilaclar ile olusan ¢oklu ilag direnci geri dondiiriilebilmistir (150,
151).

Arastirilmis diger bir konu ise MDR-1 polimorfizmidir. En sik saptanmis ve
calistlmis olna tek niikleotid polimorfizmleri G2677T/A ve C3435Tdir. ITP’li
olgularda bu konu ile ilgili bir ¢alisma olmamakla beraber nefrotik sendromlu
olgularda MDR-1 gen polimorfizminin tedaviye yanitla iliskili olabilecegi
bildirilmistir (152). Ancak Morita ve ark. (153) yaptiklar1 in vitro ¢calismada her iki
polimorfizmin de P-gp fonksiyonunda anlamli degisiklige yol a¢madigim

gostermistir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi (ESOGUTF) Cocuk Saglig
ve Hastaliklari AD’de Temmuz 2007-Nisan 2008 tarihleri arasinda akut ITP tanisi
alan, yaslar1 10 ay ile 17 yas arasindaki 9’u erkek, 11’1 kiz olmak iizere toplam 20
cocuk ¢alismaya alindi.

ITP tanisinda su kriterler dikkate alindi (1,82);

Purpura disinda fizik muayene bulgularinin normal olmasi, dikkate deger
splenomegali ve lenfadenopatinin bulunmamasi,

Tam kan sayiminda ve periferik yaymada trombositopeni saptanmast, eritrosit
ve beyaz kiirelerin normal bulunmasi,

Kemik iligi incelemesinde megakaryosit sayisinin normal veya artmis
bulunmasi, myeloid ve eritroid serinin normal olmast,

Hipersplenizm, mikroanjiyopatik hemolitik anemi, DIC, ilaca bagh
trombositopeni, SLE, EBV, HIV, parvoviriis enfeksiyonlar1 gibi sekonder
trombositopeni nedenlerinin olmamasi.

Oykiide semptomlar1 yeni baglamis veya 6 ay1 gecmemis olan Akut ITP’li
olgulardan trombosit sayisi 20.000/mm’iin altinda olan ve MDMP tedavisi
baslanmasi planlanan hastalar ¢alismaya alindu.

Akut ITP tanisi alan ancak trombosit sayist 20.000/mm? iin iizerinde olan ve
herhangi bir tedavi verilmeyen hastalar, IVIG verilen hastalar, sekonder
trombositopeni siiphesi bulunan hastalar ¢calismaya alinmadi.

Kontrol grubu olarak saglam ¢ocuk poliklinigine basvuran steroid kullanim
Oykiisii olmayan, fizik muayenesinde enfeksiyon bulgusu olmayan yas ve cinsiyet
eslemeli c¢ocuklardan aileler bilgilendirilerek diger kan tahlilleri alinirken kan
ornekleri alindi. Kontrol grubuna kemik iligi incelemesi yapilmadi.

Calisma protokolii icin ESOGUTF Etik Kurul’un 2007/162 sayili karari ile onay
alindi. Calismaya alinan ¢ocuklarin aileleri ¢alismanin amaci ve yontemi anlatilarak
bilgilendirildi.

Hastalarin bagvuru zamani, yasit ve cinsiyeti belirlendi. Ayrintili 6ykiisii
alind1 ve fizik muayeneleri yapildi.

Hastalardan basvuru aninda antekiibital venden alinan 2 cc kan Ornegi ile

Hematoloji Laboratuari’'nda Volume-conductivity-scatter prensibi ile Beckman-
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Coulter LH 750 kan saymmu cihazinda tam kan sayimi calisildi. Ayni kan 6rneginden
periferik yayma hazirlandi ve Wright boyasi ile boyanarak mikroskopta x100
biiyiitme ile trombositopeni varligi dogrulandi. Hastalardan steril sartlar altinda, lokal
anestezik uygulanarak yasa uygun oOzellikteki kemik iligi aspirasyon ignesi ile
yaklagik 0.5 ml kemik iligi aspire edildi; lam iizerine yayilarak Wright boyas1 ile
boyandi. Mikroskopta x10, x40 ve x100 biiyiitme ile incelendi.

Calismaya alinan hastalara 3 giin 30 mg/kg/giin, 4 giin 20 mg/kg/giin dozunda
toplam 7 giin olmak iizere MDMP tedavisi verildi. Tedavinin birinci (steroid dozu
oncesinde) ve yedinci giinlerinde tam kanda Th hiicrelerinde intraselliiler sitokin
diizeyi, lenfosit-monosit yiizeylerindeki GCR diizeyi ol¢iimii ve T lenfositlerdeki
apopitoz tayini i¢in heparinle yikanmig enjektore 2 cc, T lenfosit yiizeyindeki P-gp
diizeyi ol¢iimii icin ise K3 EDTA’11 tiipe 5 cc vendz kan ornekleri alindi. K3 EDTA’
tiipe ve heparinle yikanmis enjektore kan ornekleri alindi. Hastalardan ve kontrol
grubundan alman kan ornekleri aym giin icinde ESOGUTF Hematoloji

Laboratuvari’nda c¢alisildi.

Tam Kanda T Helper Hiicrelerinde intraselliiler Sitokin Diizeyi Olciimii:
Heparinli enjektordeki 0.5 cc kan, 0.5 cc +2 mM L-glutamine (RPMI) ile
karistirildi, iizerine 25 pl Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA), 20 pl Calcium
ionomycine, 20 pl Brefeldin eklendi. 37°C’de 4-6 saat inkube edildikten sonra 4 adet
tipe 100’er pl kan konuldu. Her tiipe 2 ml diliie pharmylse eklenip vortekslendi. 10
dakika karanlikta bekletildikten sonra 1800 RPM’de 5 dk santrifiij edilip supernatan
atildi, 2 cc Dulbecco staining buffer ile yikandiktan sonra supernatan atildi. Birinci
tipe CD4 Fluorescein isothiocyanate (FITC) (10 ul)-CD3 PerCP(10 pl), ikinci tiipe
CD4 FITC(10 pl)-CD3 PerCP(10 pl), ticiincti tiipe CD4 PE(10 ul)-CD3 PerCP(10
pl), dordiincii tiipe CD4 PE(10 pl)-CD3 PerCP(10 pl) yerlestirildi. Oda sicaklifinda
ve karanlikta 15 dakika inkube edildi. Bir kez Dulbecco staining buffer ile yikanip
1800 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi, supernatan atildiktan sonra pellete 500 pl
cytofix/cytoperm konulup vortekslendi. Oda sicakliginda 15 dk karanlikta inkube
edildi. 1800 RPM’de 5 dakika santrifiij edilip supernatani atildi. 2 cc dilue
Perm/wash solusyonu konuldu ve vortekslendi. Karanlikta ve oda sicakliginda 10
dakika inkube edildi. 1800 RPM’de 5 dk santrifiij edildi, supernatam atildi. Birinci
tiipe IL-2 Phycoerythrin (PE) (10 pl), ikinci tiipe IL-4 PE(10 pl), ti¢iincii tiipe IFN-y
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FITC (10 pl), dordiincii tiipe IL-6 FITC(10 pl) eklendi. Karanlikta 30 dakika inkube
edildi, pellete 0.5 cc cellfix eklendi, cellquest programinda 15.000 hiicre sayilarak
analiz edildi (154). Sonuglar yiizde olarak verildi. Bir olguda laboratuar sartlari

nedeni ile tedavi Oncesi ve sonrasi Th intraselliiler sitokin 6l¢iimii yapilamadi.

T Lenfosit ve Monosit Yiizeylerindeki GCR Olciimii:

Iki adet tiipe 10’ar pl CD3 (T lenfosit) PerCP, CD14 (monosit) PE konularak
lenfositler ve monositler belirlendi. Uzerlerine eklenen 100’er ul heparinli kan ile 15
dakika oda sicaklifinda inkube edildi, 2 cc lyses ile eritrositler lyse edildi. 10 dakika
sonunda 1800 RPM’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra Phosphate buffered saline
(PBS) ile yikanip tekrar santrifuj edildi. 2 tiipe 100 pl, Reagent A konulup, 15 dakika
oda sicakliginda inkube edildi. 15 dakika sonunda 3 cc PBS konulup, 300 x g’de 5
dakika santrifuj edilerek supernatan atildi. Tiiplere 100’er pl Reagent B kondu,
tiiplerden birine 20 pl IgG1 FITC yerlestirildi. ikinci tiipe 1/10 dilusyon yapilmis 20
ul glukokortikoid reseptor FITC eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika inkube edildi, 3
cc PBS ile 300 x g’de 5 dakika santrifuj edilip, supernatan atildi, 0.5 cc cellfix
konuldu, cellquest programinda 15000 hiicre sayildi ve analiz edildi (32). Sonuglar

yiizde olarak verildi.

T lenfosit Yiizeyindeki P-gp Olciimii:

Birinci tiipe IgG1 PE, ikinci tiipe P-glikoprotein PE 20’ser pl konularak 15
dakika oda sicakliginda inkube edildi. 2 cc lysing solution ile eritrositler lyse edildi,
20 dakikalik inkubasyonun sonunda 1800 RPM’de 5 dakika santrifuj edildi,
supernatan atildi. Bir kez PBS ile yikandi, supernatan atilarak 0.5 cc cellfix konulup,
cellquest programinda 15000 hiicre sayilarak analiz edildi (150). T lenfositlerde P-gp
ekspresyonu Kolmogorov Smirnov istatistiksel analizi ile D degeri olarak belirlendi

(155, 156).

T Lenfositlerde Apoptozis Tayini:

Uc cc heparinli kan aliip 1077 dansiteli ficoll hypaque ile lenfosit izole
edildi. Binding buffer distile su ile 10 kat dilue edildi, izole lenfositler soguk PBS ile
2 kez yikandi, soguk dilue binding buffer ile 10°-10° hiicre/ml’ye ayarlandi, 490 pl
hiicre siispansiyonu iizerine 5 pl dilue Annexin V FITC ve 5 pl PI konuldu.

Karanlikta 10 dakika buzun tizerinde bekletildikten sonra 6rnek flowcytometri ile
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olctildii (17). Sonuglar erken, gec ve nekrotik apoptozis olarak yorumlandi. Annexin
V pozitif olanlar erken apoptozis, Annexin V ve PI pozitif olanlar ge¢ apoptozis, Pl
pozitif olanlar nekrotik apopitozis olarak degerlendirildi (157, 158). Sonuglar yiizde

olarak verildi.

Istatistiksel Degerlendirme:

Istatistiksel degerlendirme icin SPSS for Windows 13.0 programi kullamildi.
Veriler normal dagilim gosteren degiskenlerde ortalama # SD, normal dagilim
gostermeyen degiskenlerde ise ortanca (%25-%75) degerler olarak verildi. Istatistiksel
analizde MDMP tedavisi 6ncesi degerlerin kontrol grubu ile karsilastiriimasinda siirekli
degiskenlerde normal dagilim gosterenlerde bagimsiz t testi, normal dagilim
gostermeyenlerde Mann Whitney U testi, kategorik degiskenlerde ki kare testi, tedavi
oncesi ve sonrasi degerlerin karsilagtirllmasinda ise normal dagilim gosterenlerde
eslestirilmis t testi, normal dagilim gostermeyenlerde Wilcoxon t testi kullanildi.

p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi (ESOGUTF) Cocuk Saglig
ve Hastaliklar1 AD’na bagvuran akut ITP’li 20 hasta ile kontrol grubu olarak saglhikli
20 ¢ocuk calismaya alindi.

Calismamizda akut ITP’li olgularin ortalama yasi 8.6+5.1 yil olup kontrol
grubu ile (9.313.1) benzer bulundu (p>0.05) (Tablo 4.1). Akut ITP’li olgularin 11’i
(% 55) kiz, 9’u (% 45) erkek idi. Kontrol grubunda ise 10 (% 50) kiz, 10 (% 50)
erkek olup cinsiyet acisindan iki grup arasinda istatiksel agidan fark saptanmadi

(p>0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda yas ortalamasi ve

cinsiyet dagilim.

AKut ITP Kontrol grubu p degeri
Yas
+ +
(yil-ortalama=SD) 8.615.1 9.3+3.1 >0.05
Cinsiyet
(viizde-Erkek/Kiz) 55.0/45.0 50.0/50.0 >0.05

Calismada akut ITP’li olgularin tedavi Oncesi ve sonrasindaki trombosit
sayisi, beyaz kiire sayisi ve absolii lenfosit sayisi, CD4+ T hiicrelerde intraselliiler
IL-2, IL-4, IL-6 ve IFN-y diizeyleri, T hiicrelerinde P-gp ekspresyonu, T hiicre ve
monosit ylizeyindeki glukokortikoid reseptor ekspresyonu ve T hiicre apoptozisi
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Akut ITP’li olgularin trombosit sayilari (6300.0+6035.9/mm”) kontrollere
(328150.0+85286.7/mm°) gore anlamli olarak daha diisiik iken (p<0.001) beyaz kiire
(akut ITP tedavi Oncesi ve kontrol grubu sirasiyla 8615.0+3046.0/mm” /
7610.0+2319.0/mm’) ve absolii lenfosit sayilart (sirasiyla 2560.0+840.7/mm’ /
2610.0i739.1/mm3) acisindan fark saptanmadi. (p>0.05) (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2: Akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda tedavi 6ncesi trombosit,

beyaz kiire ve absolii lenfosit sayisi.

sayisl (/mm3)

Akut iTP Kontrol grubu p degeri
Trombosit sayist | ¢4 1160350 | 328150.0+85286.7 <0.001
(/mm”)
Beyaz kiire 8615.043046.0 | 7610.0+2319.0 >0.05
sayisi(/mm”)
Absolii Lenfosit 2560.0+840.7 2610.0+739.1 >0.05

Mega doz metilprednizolon tedavisi sonrasi olgularin hem trombosit
(tedavi sonrasi ve ncesi sirastyla 268950.0£198497.9/mm’ / 6300.0+6035.9/mm”)
(p<0.001), hem beyaz kiire (sirastyla 16775.246020.1/mm? / 8615.0£3046.0/mm”)
(p<0.001) hem de absolii lenfosit sayilart (sirasiyla 3844.5+1974.9/mm’ /

2560.0+840.7/mm’) tedavi 6ncesine gore anlamh olarak artmis bulundu (Tablo

4.3).

Tablo 4.3:Akut ITP’li hastalarda tedavi 6ncesi ve sonrasinda trombosit, beyaz

kiire ve absolii lenfosit sayilari.

say1sl (/mm3)

Tedavi oncesi Tedavi sonrasi p degeri
Trombosit sayist | ¢4 1160350 | 268950.0+198497.9 <0.001
(/mm”)
Beyaz kiire 8615.0+3046.0 16775.2+6020.1 <0.001
sayisi(/mm"”)
Absolit Lenfosit 2560.0+£840.7 3844.5+1974.9 <0.01

Kontrol grubu ve akut ITP’li olgularda MDMP tedavisi oncesi CD4+ T
hiicrelerde intraselliiler IL-2, IL-4, IL-6 ve IFN-y diizeyleri karsilastirildi. Akut

ITP’li hastalarda bagvuru sirasinda, tedavi oncesi CD4+ T hiicrelerinde IL-2
(swrastyla %50.0 (44-60) / %46.5 (35-50), IL-4 (sirasiyla %7.0 (5-10) / %5.0 (4-7)),
IL-6 (swrasiyla %3.8 (1.7-6) / %2.0 (1.1-3.6)) ve IFN-y (sirasiyla %19.9+7.2 /

%13.913.4) diizeylerinin hepsi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
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saptanmisken (p<0.05), IFN-y/IL-4 oraninda (sirasiyla 2.9%1.6 / 2.7x1) farklilik

bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.4 ve Sekil 4.2).

Tablo 4.4: Tedavi oncesi akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda
CD4+ T lenfosit intraselliiler IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y diizeyleri
ve IFN-y/IL-4 orani.

AKkut iTP Kontrol grubu p degeri
IL-2 (%) 50.0 (44-60) 46.5 (35-50) <0.05
1L-4 (%) 7.0 (5-10) 5.0 (4-7) <0.05
IL-6 (%) 3.8 (1.7-6) 2.0 (1.1-3.6) <0.05
IFN-y (%) 19.917.2 13.9+3.4 <0.05
IFN-y/IL-4 2.91+1.6 2.711.0 >0.05

Akut ITP’li hastalarda tedavi sonrast CD4+ T lenfosit intraselliiler sitokin

seviyeleri kontrol olgulari ile karsilastirildiginda ise IL-2 (akut ITP tedavi sonrasi ve
kontrol grubu sirasiyla %41.0 (30-45) / %46.5 (35-50)) ve IFN-y (sirasiyla
%15.815.5 / %13.913.4) diizeylerinde farklilik bulunmadi (p>0.05). IL-4 (sirasiyla
%8.0 (6-11) / %5.0 (4-7)) ve IL-6 (swrasiyla %4.7 (3-10) / %2.0 (1.1-3.6))

diizeylerinin akut ITP’li hastalarda kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek

oldugu saptand1 (p<0.05). IFN-y/IL-4 oram ise tedavi sonrasi akut ITP’li olgularda

(1.9£1.2) kontrol grubuna (2.7%1) gore anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0.05)

(Tablo 4.5, Sekil 4.2).




Tablo 4.5: Tedavi sonras1 akut iTP’li hastalarda ve kontrol grubunda
CD4+ T lenfosit intraselliiler IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y diizeyleri
ve IFN-y/IL-4 orani.
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Teﬁzl:wlilitsf)’flfam Kontrol grubu p degeri
IL-2 (%) 41.0 (30-45) 46.5 (35-50) >0.05
IL-4 (%) 8 (6-11) 54-7) <0.05
IL-6 (%) 4.7 (3 -10) 2.0 (1.1-3.6) <0.05
IFN-y (%) 15.845.5 13.9£3.4 >0.05
IFN-y/1L-4 1.9+1.2 2.7£1.0 <0.05

Calismamizda MDMP tedavisi 6ncesi ve sonrasi Th lenfositlerde intraselliiler

sitokin diizeyleri degerlendirildiginde tedavi sonrasi IL-2 (tedavi Oncesi ve sonrasi

sirasiyla %50 (44.0-60.0) / %41 (30-45)) ve IFN-y (sirasiyla %19.917.2 / %15.815.5)

diizeyinde anlamli bir azalma saptanmisken (p<0.05), IL-4 (sirasiyla %7 (5 -10) / %8
(6-11)) ve IL-6 (%3.8 (1.7-6) / %4.7 (3-10.0)) diizeyinde ise istatistiksel olarak

anlamli olmayan bir yiikselme bulundu (p>0.05). IFN-y/IL-4 oraminin da tedavi

sonrast (1.911.2) tedavi oncesine (2.9%1.6) gore azalmis oldugu saptandi (p<0.05).
(Tablo 4.6, Sekil 4.2). Tedaviye direncli iki olguda da tedavi sonrasi IL-2 diizeyleri

tedavi Oncesine gore artmisken, IFN-y diizeyleri tedavi 6ncesi ile benzerdi. Olgularin

birinde IL-4 ve IL-6 diizeyinde tedavi sonrasi Oncesine gore artis mevcutken, diger

olguda tedavi sonrasi ve 6ncesi degerler benzer bulundu.



Tablo 4.6: Akut iTP’li hastalarda tedavi oncesi ve sonrast CD4+ T lenfosit

intraselliiler IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y diizeyleri ve IFN-y/IL-4 orani.
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Akut ITP Akut ITP deveri

Tedavi oncesi Tedavi sonrasi p degert
IL-2 (%) 50.0 (44-60) 41.0 (30-45) <0.05
IL-4 (%) 7.0 (5-10) 8.0 (6-11) >0.05
IL-6 (%) 3.8 (1.7-6) 4.7 (3-10) >0.05
IFN-y (%) 19.9£7.2 15.8£5.5 <0.05
IFN-y/IL-4 2.9%1.6 1.9+1.2 <0.05

B Akut ITP tedavi 6ncesi B Akut ITP tedavi sonrast [ Kontrol grubu

50.0

(%)

IL-2 IL-4 IL-6 IFN-y

Sekil 4.1. Akut iTP’li hastalarda tedavi 6ncesi, sonrasi ve kontrol grubunda

Th intraselliiler 1L-2, IL-4, IL-6, IFN-y diizeyleri.
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B Akut ITP tedavi 6ncesi B Akut ITP tedavi sonrasi O Kontrol grubu

29

2.7

0 IFN-y/IL-4

Sekil 4.2. Akut iTP’li hastalarda tedavi 6ncesi, sonrasi ve kontrol grubunda

IFN-y/IL-4 orani.

Tedavi 6ncesi akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda T lenfositlerde P-gp
ekspresyonu karsilastirildiginda iki grup arasinda farkliik bulunmadi (akut ITP
tedavi oncesi ve kontrol grubu sirasiyla 0.41 £0.12 / 0.3910.17) (p>0.05) (Tablo 4.7,
Sekil 4.3). T lenfositlerde (sirasiyla %40.1 (14.6-68.5) / %58.7 (5.6-90.0)) ve
monositlerde (sirasiyla %71 (11.0-85.0) / %61 (20.0-85.3)) flowsitometrik yontemle
Olciilen glukokortikoid reseptor ekspresyonu agisindan da iki grup arasinda

istatistiksel acidan fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 4.7, Sekil 4.4).
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Tablo 4.7: Tedavi 6ncesi akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda T
hiicrelerinde P-gp ekspresyonu, T hiicre ve monosit yiizeyindeki

glukokortikoid reseptor ekspresyonu.

Akut iTP Kontrol grubu p degeri
P-gp ekspresyonu 0.41 £0.12 0.39+0.17 ~0.05
(D degeri)
;rkl;;if::yiﬁl () | 401046685) | 58.7(5690.0) ~0.05
X‘;{,‘fﬁ;‘yﬁ,‘ﬁ (%) 71.0 (11.0-85.0) 61.0 (20.0-85.3) >0.05

Akut ITP’li hastalarda MDMP tedavisi sonras1 P-gp ekspresyonunda (0.49
10.11) tedavi Oncesine (0.41 +0.12) gore anlamli bir artis bulundu (p<0.05) (Tablo
4.8, Sekil 4.3). Tedaviye direngli sadece iki olgu bulunmasi nedeni ile tedaviye
direncli olgular ile yanit verenler arasinda bir karsilastirma yapma imkani olmada.
Bunun yaninda tedaviye direncli olgularin birinde tedavi oncesi P-gp ekspresyonu D
degeri 0.37°den tedavi sonras1 0.45’e yiikselmis iken, diger olguda tedavi oncesi P-
gp ekspresyonu D degeri 0.42’den 0.30’a diismiis bulundu. Hem T lenfositlerde
(tedavi Oncesi ve sonrasi sirasiyla %40.1 (14.6-68.5) / %28.8 (5.4-80.4)) hem de
monositlerde (sirasiyla %71.0 (11.0-85.0) / %36.5 (17.0-93.5)) tedavi Oncesi ve
sonrast GCR ekspresyonunda farklilik bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.8, Sekil 4.3,
Sekil 4.4). Tedaviye direngli olgulardan birinde MDMP tedavisi sonrast T lenfosit
GCR ekspresyonu %40.1’den %80.7’ye, monosit GCR ekspresyonu ise %64’ten
%92’ ye artmis iken diger direncli olguda tedavi sonras1 T lenfosit GCR ekspresyonu
%59.3’ten %1.43’e, monosit GCR ekspresyonu ise %80’den %10’a azalmis bulundu.
Bunun yaninda MDMP tedavisine yanit veren hastalarda T lenfositlerdeki GCR
ekspresyonuna bakildiginda bazi olgularda %85.6’dan %3.8’e belirgin diisiis yaninda
%7.3’ten 97.9’a belirgin artis gosteren olgularin da mevcut oldugu goriildii. Benzer

bulgu monosit GCR ekspresyonunda da mevcuttu.



Tablo 4.8:Akut iTP’li hastalarda tedavi oncesi ve sonrasi T hiicrelerinde

P-gp ekspresyonu, T hiicre ve monosit yiizeyindeki glukokortikoid

reseptor ekspresyonu.
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Akut iTP Akut ITP deveri

Tedavi 6ncesi Tedavi sonrasi p degerl
P-gp ekspresyonu 0.41 +0.12 0.49 +0.11 <0.05
(D degeri)
T hiicre GR
ekspresyonu (%) 40.1 (14.6-68.5) 28.8 (5.4-80.4) >0.05
Monosit GR
ekspresyonu (%) 71.0 (11.0-85.0) 36.5 (17.0-93.5) >0.05

B Akut ITP tedavi oncesi B Akut ITP tedavi sonras1 0 Kontrol grubu

D degeri

0,8+

0.49

T lenfosit P-gp

Sekil 4.3. Akut iTP’li hastalarda tedavi 6ncesi, sonrasi ve kontrol grubunda

T lenfositlerde P-gp ekspresyonu (D-degeri)
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B Akut ITP tedavi 6ncesi Bl Akut ITP tedavi sonras1 [0 Kontrol grubu

T lenfosit GCR Monosit GCR

Sekil 4.4. Akut iITP’li hastalarda tedavi 6ncesi, sonrasi ve kontrol grubunda

T hiicre ve monosit yiizeyinde GCR ekspresyonu (yiizde ekspresyon).

Flowsitometrik  analizle Anneksin-V ~ ve PI  kullamilarak yapilan
degerlendirmede akut ITP’lilerde MDMP tedavisi 6ncesi ile saglikli kontrollerde T
lenfositlerde erken apoptozis, ge¢c apoptozis ve nekrotik apoptozis calisildi. Akut
ITP’lilerde T lenfositlerde erken apoptozis yiizdesi kontrol grubuna gore anlamli
olarak daha diisiik saptandi (akut ITP tedavi 6ncesi ve kontrol grubu sirasiyla %11.6
(7.7-15.7) 1 %20 (16.6-24.9)) (p<0.01). Geg apoptotik (sirasiyla %0.9 (0.6-1.2) /
9%0.7 (0.3-1.3)) ve nekrotik apoptotik T lenfosit yiizdesi (sirasiyla %0.4 (0.2-0.8) /
%0.5 (0.1-0.8)) agisindan her iki grupta istatistiksel fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo
4.9 ve Sekil 4.5).
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Tablo 4.9: Tedavi 6ncesi akut ITP’li hastalarda ve kontrol grubunda

T hiicrelerinde erken, gec ve nekrotik apoptozis.

Akut iTP Kontrol grubu p degeri

T hiicre apoptozis 11.6 (7.7-15.7) | 20.0 (16.6-24.9) <0.01
erken (%)
T hiicre apoptozis

0.9 (0.6-1.2 0.7 (0.3-1.3 >0.05
ge¢ (%) ( : ( :
T hiicre apoptozis ) )
nekrotik (%) 0.4 (0.2-0.8) 0.5 (0.1-0.8) >0.05

MDMP tedavisi oncesi ve sonrasi T lenfositlerde erken (tedavi oncesi ve
sonrasi sirastyla %11.6 (7.7-15.7) / %10.9 (7.1-16.8)) ve gec¢ apoptoziste (sirasiyla
9%0.9 (0.6-1.2) / %0.9 (0.5-1.3)) fark goriilmedi (p>0.05). Bununla beraber nekrotik
apoptozis tedavi sonrasi (%1 (0.5-2.1)) dncesine (%0.4 (0.2-0.8)) gore anlaml1 olarak
artmis bulundu (p<0.01) (Tablo 4.10, Sekil 4.5).

Tablo 4.10:Akut iTP’li hastalarda tedavi 6ncesi ve sonrasinda T hiicrelerinde

erken, ge¢ ve nekrotik apoptozis.

Akut iTP Akut iTP .

Tedavi oncesi Tedavi sonrasi p degeri
;rrl':ii;"(eqj)p"l’“”is 11.6 (7.7-15.7) 10.9 (7.1-16.8) >0.05
;egi:%;’ apoptozis 0.9 (0.6-1.2) 0.9 (0.5-1.3) >0.05
:ell‘(fﬁffk*‘(l;zl)"‘”is 0.4 (0.2-0.8) 1.0 (0.5-2.1) <0.01
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(%)
20-
181
16
14
12
10

‘ B Akut ITP tedavi oncesi B Akut ITP tedavi sonras1 O Kontrol grubu

20.0

11.6 10.9

Erken apoptozis

Gec apoptozis

Nekrotik apoptozis

Sekil 4.5. Akut iTP’li hastalarda tedavi 6ncesi, sonrasi ve kontrol grubunda

T hiicrelerinde apoptozis.
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5- TARTISMA

Immiin trombositopenik purpura trombosit membranindaki antijenlere karsi
antikor iiretimi, retikiiloendotelial sistemde trombositlerin makrofajlarca Fc-aracili
artmis yikimi ile karekterize edinsel organ-spesifik otoimmiin bir hastaliktir (69,
159). Etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle beraber ITP sebebi olabilecek bir¢ok
farkli mekanizma gosterilmistir. ITP’de ana immunolojik defektin antitrombosit
antikorlar iireten otoreaktif B lenfositler oldugu kabul edilmektedir. Ancak
disfonksiyonel hiicresel immiinitenin de ITP patofizyolojisinde ©nemli oldugu
bilinmektedir (160). Hiicresel immiinite disfonksiyonu; otolog trombosit antijenlerini
taniyip cevap veren ve B hiicreleri tarafindan trombosit reaktif antikorlarin
tiretilmesini  indiikleyen aktive trombosit-spesifik otoreaktif T hiicrelerini
icermektedir. Ayrica T hiicre aracili sitotoksisite ve kompleman aracili trombosit
lizisini de kapsamaktadir (161-163). Sonugta ITP’nin patofizyoloji ve patogenezi,
immiin sistem dengesinin bir kisminin potansiyel olarak etkilendigi kompleks bir
durumdur.

Calismamizda akut ITP’li hastalarda MDMP tedavisi sonrasi lenfosit
sayisinda anlamli bir artis bulunmustur. ITP’de MDMP tedavisinin immiin sistem
tizerine etkilerinin arastirildigi Yetgin ve ark.’nin (95) calismasinda da total lenfosit
sayist ve bunun yaninda CD3+, CD4+, CD19+ ve CD8+ lenfosit suptiplerinin
tiimiinde tedavi sonrasi artig bildirilmistir. Bu calismada tedavi sonrasinda lenfosit
sayisindaki artis metilprednizolon tedavisinin etkisi olarak degerlendirildi.

Otoimmun hastaliklarin siklikla sitokin anormallikleri ile iliskili oldugu
gosterilmistir (60). ITP’nin de bazi sitokin anormallikleri ile iliskili oldugu
bulunmustur (108).

Akut ITP’de sitokin profilinin degerlendirildigi bu calismada, olgularda
MDMP tedavisi Oncesi ve sonrasi flowsitometri ile CD4+ T hiicrelerde intraselliiler
IL-2, IL-4, IL-6 ve IFN-y diizeyleri calisilmis ve saglkli kontroller ile
karsilastirilmistir. Sonug¢ olarak basvuru sirasinda, tedavi oOncesi CD4+ T
hiicrelerinde I1L-2, IL-4, IL-6 ve IFN-y diizeylerinde kontrol grubuna gére anlamli
artis saptandi. [FN-y/IL-4 oraninda benzer bulunmas1 Thl veya Th2 sitokin profiline

dogru bir kayma olmadigimi gostermektedir. Thl ile Th2 yanitlarina aracilik eden
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hiicrelerden daha az diferansiye Th hiicrelerinden olusan ve her iki hiicre tipinin
sitokinlerini iiretebilen ThO sitokin profilini desteklemektedir (108).

Literatiirde ITP’de sitokin yanitin1 arastiran calismalarda hem farkli olgu
gruplan (akut, kronik, kansik), farkli yas gruplarn (¢ocuk, erigkin, karigik) hem de
metodolojik olarak farkli yontemler (plazmada sitokin diizeyi, periferik lenfositlerde
intraselliiler sitokin diizeyinde flowsitometri ya da T hiicre genlerinde Reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) gibi) kullanilmistir. Bu nedenle
sitokin profili ile ilgili farkl1 yorumlar oldugu goriilmektedir.

Semple ve ark. (9) kronik ITP’li c¢ocuklarda Thl aktivasyon paternine
egilimli erken CD4+ ThO sitokin paterni saptamistir. Kronik ITP’de artmis serum IL-
2, IFN-y, IL-10 seviyeleri saptanmisken IL-4 seviyeleri Ol¢iilebilir diizeyde
bulunmamistir (9). Daha sonraki ¢alismalar da kronik ITP’de ThO ve 6zellikle Thl
iliskili sitokinlerin varligin1 dogrulamistir. Garcia-Suarez ve ark. (12) kronik ITP’li
hastalarin CD2+ lenfositlerinin T hiicre mitojeni Phytohemagglutinin (PHA) ile
stimulasyonu sonrasi artmis seviyede IFN-y ve TNF-q iirettigini gostermistir. Yorum
olarak da siddetli trombositopenili hastalarda Thl reaktivitesine dogru bir
fonksiyonel kayma oldugunu belirtmislerdir. Takiben Abboud ve ark. (164) kronik
ITP’li 10 cocugun 8’inde serumda anlamli olarak artmis GM-CSF seviyesi
gostermistir. GM-CSF yine bir Thl belirteci olup kronik ITP’li bazi hastalarda
siddetli trombositopeniye yanitla iligkili olabilir. Lazarus ve ark. (165) IL-2’ye
benzer 6zellikler tasiyan bir sitokin olan IL-15’in artmis seviyelerde bulundugunu
bildirmistir. Yoshimura ve ark. (166) ise kronik ITP’li olgularda artmis seviyede IL-
2, IFN-y ve M-CSF rapor etmistir. Bu grup artmis seviyede solubl Fas ve Fas L
saptamig olup bu apoptozisle iligkili molekiillerin hastalik patogenezinde rol
oynayabilecegini 6ne siirmiistiir .

Kronik ITP’de anormal Fas ve FasL seviyeleri Shenoy ve ark (167)
tarafindan da gosterilmis olup, de8ismis Fas yolu sinyalinin defektif IL-2
sekresyonuyla beraber ya da beraber olmadan hematolojik otoimmunitede etiyolojide
gbz Oniinde bulundurulmasi gerektigi yargisina varmislardir. Mouzaki ve ark. (14)
ise 18 akut ITP’li ¢cocuk olguda IVIG tedavisi oncesi ve sonrast RT-PCR ile IL-2,
IFN-y, IL-4, IL-10 diizeyleri ile serumda TGF-B seviyesini arastirmistir. Sonug
olarak akut ITP’de ThO sitokin profili saptanmisken takipte kronik ITP’ye ilerleyen
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olgularda ise Th1 sitokin yanit1 bildirmislerdir. Ilgin¢ olarak stabil remisyonda olan
ve IVIG ile tedavi edilen ve kiir olan olgularda polarize Th2 sitokin yanit1
gosterilmistir. TGF-B plazma seviyesi ise aktif hastalikta diisiik iken remisyonda
artmis bulunmustur. Andersson ve ark.(107) DNA mikroarray ve RT-PCR
analizlerini kullandiklar1 caligmalarinda aktif iTP’lilerde T hiicre genlerin upregule
oldugu ve IFN- y’nin anlamh olarak artmis oldugunu bildirmistir. Wang ve ark. (59)
eriskin kronik ITP’li (aktif ve remisyonda) olgularda hem periferik kanda hem de
splenositlerde Th hiicre profili yaninda CD8+ sitotoksik T hiicrelerinin de sitokin
profillerini aragtrmis ve aktif ITP’lilerde kontrole gore periferik kanda anlaml
olarak artmis Th1/Th2 ve Ts1/Ts2 orani, splenositlerde de anlamli olarak artmis
Th1/Th2 oram bildirmislerdir. ITP’de sitotoksik T lenfosit profili ile ilgili olarak
yapilan bir ¢alismada, CD8+ T hiicreleri; IL-4 veya IFN-y sekrete eden CD4+ T
hiicrelerinin gelisimini etkileyerek in vivo Th1/Th2 cevabinin dengesini degistirdigi
bildirilmistir (59, 168-170). Ayrica CD8+ T hiicreleri; CD4+ Th hiicreleri perforin-
aracili sitotoksisite gelisiminde de 6nemli role sahiptir ve ko-stimulatuar etkilesimleri
inhibe ederek CD4+ T hiicreleri proliferatif cevaplarin1 da baskiladig bildirilmistir
(168, 171, 172). CD8+ T hiicreleri; B hiicrelerince antikor iiretimi ve makrofaj
aktivasyonunda immun cevabin bagka komponentlerinde rol almaktadir (173-175).
Vukmanovic-Stejic ve ark. (13); Tcl klonlarinin Thl-yanli CD4 effektorlerinin
gelisimini desteklerken Tc2 klonlarinin aksini yaptigini bildirmistir. Ayrica Tc2
klonlarinin sadece Th2 effektorlerini desteklemekle kalmayip ayn1 zamanda Thl
hiicreleri gelisimini de baskiladiklarin1 gdrmiislerdir.

Bu bahsedilen sonuglarin bazilarinin aksine, aktif kronik ITP’nin ThO/Th1
sitokin paterni ile iligkili olabilecegini bildiren yayinlar vardir. Crossley ve ark. (13)
kronik ITP’li olgularin periferik kan mononiikleer hiicrelerinin in vitro PHA ile
stimulasyonu sonucu diisiik seviyede IL-2 ve IFN-y iirettigini bazi hastalarin
periferik kan mononukleer hiicrelerinin ise yiiksek seviyede IL-10 iirettigini
saptamiglardir. Hastalarin IFN-a ile tedavi sonrasi ise PHA ile stimiile hiicrelerin IL-
2 ve IFN-y’y1 artmig, IL-10’u da azalmis salgiladigini rapor etmisler ve IFN-a
tedavisinin Thl sitokin seviyelerini artirip otoantikor iiretiminin azalmasina neden
oldugu yorumuna varmislardir. Webber ve ark. (176) kronik ITP’li olgularda plazma

IL-4 seviyelerinin anlaml olarak daha yiiksek oldugu, IFN-y diizeylerinin ise kontrol
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olgular1 ile farklilik gostermedigini bildirmistir. IL-4’iin kronik ITP tedavisinde
potansiyel bir hedef olabilecegini 6ne siiriilmiistiir. Ancak bu calismada bir grup
hastanin remisyonda oldugu daha oOnce tedavi almis olduklar1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu sonucun yorumlanmasi zorlagsmaktadir.

Calismamizda MDMP tedavisinin Th intraselliiler sitokin diizeyleri iizerine
etkileri degerlendirildiginde, tedavi sonrasi1 IL-2 ve IFN-y diizeyinde anlamli bir
azalma, IL-4 ve IL-6 diizeyinde ise istatistiksel anlama ulasmayan bir yiikselme
saptandi. IFN-y/IL-4 orani ise tedavi sonrasi anlamli olarak azalmis bulundu. Tedavi
sonrasi sitokin diizeylerinin kontrol olgular ile karsilastirmasinda, IL-2 ve IFN-y
diizeylerinin benzer, hem IL-4 hem de IL-6 diizeylerinin ise akut ITP grubunda
kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi. Bu sitokin profili Th2
sitokin paternini gostermektedir. Bunun yaninda tedavi verilmeden gozlem altinda
tutulan ve spontan remisyona giren akut ITP’li olgularda remisyon siirecinde Th
sitokin profilinini ortaya koymak i¢in ayr bir ¢calisma grubu olusturulabilir.

Glukokortikoidlerin sitokin profili iizerindeki etkileri dnce in vitro olarak
hayvan deneylerinde, sonra in vitro olarak insan periferik kan mononiikleer
hiicrelerinde ve sonrasinda da Grave’s hastaligi, romatoid artrit ve SLE’de
arastirilmistir (177-184). Tiim bu calismalar GC’lerin Th2 tipinde sitokin profiline
neden oldugunu bildirmistir. Literatiirde gorebildigimiz kadariyla iTP’de GC’lerin
tedavide kullaniminin sitokin profili iizerindeki etkisini gosteren literatiirde
gorebildigimiz kadaryla tek yayin vardir. Guo ve ark.(185) 2007°de yayinladiklar
arastirmada 52 eriskin kronik ITP’li olguda 4 giinliik 40mg/giin oral deksametazon
tedavisi Oncesi ve sonrast IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10 ve TGF-B1 diizeylerini
bildirmiglerdir. Tedavi 6ncesi IFN-y, IL-2 diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli
yiiksek iken IL-4, IL-10 ve TGF-B1 diizeyleri anlaml olarak daha diisiik yani Thl
sitokin profili bildirilmistir. Tedavi sonras1 ise IFN-y, IL-2 diizeyleri diismiisken, IL-
4, TL-10 diizeyleri artmus saptanmustir. TGF-B1 diizeyi de tedavi ile artmig ancak
kontrollere gore hala daha diisiik olarak belirtilmistir. Takipte sitokin diizeylerinin
remisyonda olan olgularda stabil kaldig1 relaps olan hastalarda ise tedavi oncesi Thl
yanitina dondiigii ifade edilmistir. Bu bulgularla deksametazon tedavisinin Thl

sitokin hakimiyetini diizeltebilecegi yorumuna vartlmistir (185).
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Calismamizdan elde edilen sonuglar ve Guo ve ark.’nmin (185) yayini beraber
degerlendirildiginde GC’lerin ITP tedavisinde fagositoz ve B lenfositlerce antikor
tiretiminin baskilanmasi gibi bilinen etkilerinin yam sira sitokin profilinin ThO/Th1
yanitindan Th2 paternine kaymasinin saglanmasinin da bir etki mekanizmasi
olabilecegi ©ne siiriilebilir. Bu sonuclar ThO/Th1l hiicre yanitimin Th2 paternine
kaymasinin hastalign aktif siirecten remisyona tasidigimi gostermektedir ve bu da
ITP’de Th sitokin paternini regiile eden immiinoterapilerin hastalik tedavisinde etkin
olacagina isaret etmektedir.

Bahsedilen tiim bu caligmalar ve calisma sonuglarimiz  beraber
yorumlandiginda akut ITP’nin ThO sitokin paterni ile karakterize bir hastalik oldugu,
aktif hastaligin devam ettigi ve kronik forma ilerleyen olgularda ise Thl sitokin
profilinin hakim oldugu, remisyonun spontan ya da farkli tedaviler sonrasi Th2
sitokin profiline kayma ile saglandig1 yargisina varilmistir.

ITP’nin klasik tedavisinde GC’ler, IVIG, immun supresor ajanlar yer
almaktadir. Akut olgularin %10-20’si kronik forma ilerlemekte ve kronik form
olgularin yaklasik %30’unun da GC’lere direng gosterdigi belirtilmistir. Vinka
alkaloidleri, alkile edici ajanlar refraktor ITP tedavisinde kullanilabilmektedir. Tiim
bu terapétik ajanlarin hem yiiksek oranda yan etki riski hem de maliyeti mevcuttur
(85). ITP’li olgularda tedavi basarisizhg: ilag rezistanst mekanizmalari ile iligkili
olabilir. Bunlardan malign hastaliklarda en sik c¢alisilmis olamn MDR-1 olup, P-
gp’nin agir1 fonksiyonu ile karakterizedir (186). P-gp 170 kDa’luk bir transmembran
molekiil olup ABC transporterler siiper ailesinin bir tiyesidir (187). MDR-1 fenotipi
vinka alkaloidler, antrasiklinler, GC’ler ve diger bazi maddeler kargi azalmis
duyarliligt igerir (187). Bu durum P-gp tarafindan ila¢ disar1 atilimi sonucu meydana
gelmektedir. Bu nedenle intraselliiler ila¢ konsantrasyonu azalir ve bu da terapotik
etkiyi azaltir (188).

Calismamizda akut ITP’li olgularda MDMP tedavisi Oncesi ve sonrasi
flowsitometri ile T lenfositlerde P-gp ekspresyonu calisilmis olup sonuglar kontrol
grubu ile karsilagtirllmistir. Sonugta tedavi 6ncesi T lenfositlerde P-gp ekspresyonu
kontrol grubu ile benzer olarak saptanmis iken tedavi sonrast P-gp ekspresyonu
tedavi oncesine gore anlamli1 bir artis gostermistir. Tedaviye direncli sadece iki olgu

bulunmasi nedeni ile tedaviye direngli olgular ile yanit verenler arasinda istatistiksel
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karsilastirma yapilamadi. Bunun yaninda tedaviye direngli olgularin birinde tedavi
oncesi P-gp ekspresyonu D degeri 0.37°den tedavi sonrast 0.45°e yiikselmis iken,
diger olguda tedavi oncesi P-gp ekspresyonu D degeri 0.42°den 0.30’a diismiis
bulundu. Ruiz-Soto ve ark. (29) 2003 yilinda yaptiklar ¢alismada 30 erigkin kronik
ITP’li olgu ile 25 saglikli kontrolleri degerlendirmislerdir. ITP’li olgular 1. grup
yanit verenler; ilacla yada ilagsiz 50000/mm’ trombosit diizeyine sahip patolojik
kanamasi olmayanlar, 2. grup tedaviye bagimli; trombosit sayisinin iyilestirilmesi
icin tedavinin zorunlu oldugu olgular, 3. grup refrakter; Amerikan Hematoloji Birligi
oOnerileri dogrultusunda tedavi alan ancak trombosit diizeyi yiikseltilemeyen olgular,
4. grup stabil hastalik; spontan remisyona giren olgular olmak iizere 4 gruba
ayrilmiglardir. Calismada olgulardan alinan periferik vendz kandan periferik kan
mononiikleer hiicreler izole edilmis, bu hiicreler P-gp ile disar1 atilan ve floresan bir
ila¢ olan daunorubisin ile inkiibe edilmis ve P-gp fonksiyonel aktivitesi flowsitometri
ile analiz edilerek sonuglar daunorubisin atilimi yapan lenfosit yiizdesi olarak
verilmistir. Sonucta ITP hastalarinda P-gp aktivitesi gosteren lenfosit yiizdesi
kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. P-gp fonksiyonu refrakter
grupta (ortalama %6.4) tedaviye bagimlh (ortalama %5.4) yanit veren (ortalama
%6.4) ve stabil hastalig1 (ortalama %35.2) olan gruplara daha yiiksek bulunmus ancak
istatistiksel fark saptanmamustir (29). ITP’de P-gp ile ilgili diger calismada ise
refrakter veya rekiirren ITP’li ya da Evans’ sendromlu olgularda rhodamin 123
kullanilarak P-gp fonksiyonu arastirilmis ve Onceki calisma ile benzer sonug
bulunmustur (28).

Refrakter grupta artmig P-gp aktivitesi otoimmiin hiicre aktivasyonu sonucu,
uzun siirede yiiksek ila¢ gereksinimince indiiklenmis olabilir ya da gercekten
tedaviye refrakter olmasinin nedeni olabilir. Bununla beraber diger ila¢ rezistans
mekanizmalar1 diglanamaz. Alternatif transporter proteinler, multidrug rezistans
protein 1 (MRP-1) ve bunun homologlar1 (MRP 2, MRP 3, MRPS5, MRP6) ve ayrica
meme kanseri rezistan protein kemoterapotik ajanlara rezistansta gosterilmistir (189,
190).

Bu iki calismada, calismamizdan farkli olarak kronik ITP’ ya da
rekiirren/refrakter ITP’li olgular yer almaktadir. Onceki calismalarda olgularin

calisma Oncesi bir veya daha fazla glukokortikoid tedavi alma ihtimali gz Oniinde



62

bulundurulmali ve calisma sonuglarimiz ile iTP’de P-gp fonksiyonunun
degerlendirildigi literatiirdeki iki ¢alisma karsilatirilirken daha once glukokortikoid
tedavisi almanin farkl sonuglar dogurabilecegine dikkat edilmelidir.

Otoimmiin hastaliklarda 6zellikle romatoid artritte MDR-1 fenotipine dair
aragtirmalar 1990’larin ortasinda Jogensen ve ark.(191) ile Maillefet ve ark.(192)
tarafindan baglatilmistir. Bu aragtirmacilar, sirayla 3 veya daha fazla ikincil ajan ile
tedavi Oykiisii bulunan RA’lh hastalarin sinoviyal sivisinda artmis P-gp mRNA
seviyesi ile uzun donem steroid tedavisi alan RA’I1 hastalarda periferik lenfositlerde
P-gp yiizey asinn ekspresyonu saptamistir. Bu bildiriler steroid ve/veya
immiinsupresif ila¢ alan RA’l1 hastalarda immiin hiicrelerde asir1 P-gp aktivitesinin
bu ajanlarin artmis hiicre dis1 atitlhmi ve dolayisiyla azalmis terapotik etkinlik ile
iligkili olabilecegini ©ne siirmektedir. Yudoh ve ark.(193), sulfasalazin veya
busillamine kismen yanitsiz RA’Ii hastalarda Thl hiicrelerde yiiksek P-gp
ekspresyonu bildirmislerdir.

P-gp fonksiyonunun kemoduyarlastiricilar olarak bilinen siklosporin A,
verapamil gibi bir dizi maddelerce engellenebilecegi gosterilmistir (193, 194).
Neoplastik durumlarda multidrug rezistansin geri cevrilebilmesi i¢in bu maddelerin
kullanimina dair denemeler potansiyel klinik yararlar1 yaninda yiiksek doz kullanim
sonucu yan etkiler nedeniyle cesaret kiricidir (195-197). Metotreksat (MTX) RA’de
en sik kullanilan antiromatik ila¢ olup, siklikla diger ajanlarla kombine edilmektedir.
MTX’in siklosporin-A ile kombine kullanimi RA’de terapotik etkinlikte yararl
etkinlik gosterir (198). Ayrica prednizon bagimli SLE’de diisilk doz verapamil
tedavide basariyla kullanilmistir (199). Bu durum verapamilin P-gp substratlan ile
direkt kompetetif inhibisyona girmesi ya da alternatif olarak verapamilin
farmakolojik etkisi olan kalsiyum kanal blokaj1 ile olabilir. Kalsiyum iyonu hiicresel
aktivasyonu i¢in Onemlidir, bdylelikle verapamil P-gp fonksiyonundan bagimsiz
olarak bu efektor/otoreaktif lenfositler iizerinde etki gosteriyor olabilir. Bu otoreaktif
lenfositlerde hiicreye kalsiyum girisini bloke ederek hiicre 6liim yolunda Ca2+ sinyal
mekanizmalarim engelleyebilir (200). Ayrica hem kalsiyum iyonlar1 hem de protein
kinaz C MDR-1 fenotipi ile iliskilidir ve Thl ile Th2 lenfositlerde farkli kalsiyum
hiicre ici alimi/hiicre dist atilimi1 tamimlamistir (201, 202). P-gp’nin sitokin sentezi ve

immiin regulasyonundaki rolii arastirilmaktadir (203, 204).
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Verapamil gibi ilaclarin otoimmiin hastaliklarda kullanimi ilaglarin
farmakolojik etkilerinin optimizasyonunu saglamaya bir alternatif olabilir, boylelikle
tedavi siirecindeki riskler azalir. Hatta vinkristine (diger bir P-gp substrati) gibi
sitotoksik ajanlarla ug¢ tedaviler ve hatta splenektomiden bile kaginilabilir. Bu
olasiliklarin degerlendirilebilmesi i¢in daha genis ve bdylelikle tedaviye direncli
daha fazla olgunun yer aldig1 prospektif calismalara gereksinim vardir.

Glukokortikoidlere direncte bir diger olas1 mekanizma GCR ekspresyonunda
azalmadir. GC’lerin immiinosupresif etkisi yeterli intraselliiler GCR ekspresyonu ile
iligkilidir. ALL’1i ¢ocuklarin %70-90’1 , ANLL cocuklarin da %20’si ilk hastalik
ataginda GC monoterapiye total ya da parsiyel remisyon seklinde yanit verir.
Bununla beraber takibeden relapslarda GC tedavisine yamit ALL’de %30-40,
ANLL’de ise %10’dur ve bu da GCR’deki diisme ile korele bulunmustur (205).

Diisik GCR seviyesinin tedaviye yiiksek diren¢ ile iligkili oldugu
gosterilmigken, yiiksek reseptor seviyesi her zaman tedaviye iyi yamiti gostermez
(206).  Periferik kandaki monosit ve lenfositlerdeki intraselliler GCR
ekspresyonunun saptanmast hastanin tedaviye kisisel duyarliligini saptamaya
yardimci1 olabilir.

Calismamizda akut ITP’li olgularda MDMP tedavisi oncesi ve sonrasi T
lenfositlerde ve monositlerde GCR ekspresyonu flowsitometri calisilmis olup
sonuclar kontrol grubu ile tedavi 6ncesi ve sonrasi olarak karsilastinlmistir. Tedavi
oncesi hem T lenfositler tizerindeki hem de monositler iizerindeki GCR ekspresyonu
acisindan kontrol grubu ile farklilik saptanmamistir. MDMP 6ncesi ve sonrast GCR
ekspresyonuna bakildiginda ise bazi olgularda tedavi sonrasi degerlerde belirgin
azalmalar varken bazi olgularda tam tersi olarak belirgin artiglar saptanmistir.
Bununla beraber ortalama degerlerin istatistiksel analizinde tedavi oncesi ve sonrasi
degerler arasinda anlamli fark bulunmamistir. Tedaviye direncli iki olgudan birinde
hem T lenfosit hem de monosit GCR ekspresyonunda downregiilasyon varken diger
olguda tam tersine upregiilasyon saptandi.

Glukokortikoid reseptorler niikleusu olmayan hiicreler disinda tiim dokularda
hiicrelerde mevcuttur. Hiicre reseptor sayisi organlar arasinda hatta ayni doku iginde
bile farklilik gosterir (207). Bu degiskenlik ¢ok fazladir, dalakta hiicre basina birkag
reseptorden KC’de 50000°e dek uzanmir. GC duyarlilig: ile reseptor sayisi arasindaki
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korelasyon tam olarak belirli degildir. Yakin zamandaki c¢aligmalara gore
glukokortikoid tedavisi sirasinda GCR sayisinda diisme hiicreleri glukokortikoid
fazlahgina karst1 korur (208-210). Bu fenomenin mekanizmasi tam olarak
aydmlatilamamistir. Muhtemelen GCR gen transkripsiyonu baskilanir ve reseptor
proteinin post-translasyon dongiisii artar (211). GCR sayisindaki artis trisiklik
antidepresanlar, cAMP, PGE2, IFN-y ve antijen stimulasyonu ile indiiklenir (212-
216).

Periferik kanda lenfositlerde GCR saptanmasinda kullanilan bir yontem de
radioizotop caligmasi olup, ancak pahali ve zaman kaybettirici bir islemdir, bu
nedenle rutin uygulanmamaktadir. Ayrica literatiirde hiicre basina GCR sayisi
Olciilen calismalar da vardir. Bu metot Kaspers ve ark.(205) tarafindan kullanilmistir.
Berki ve ark. (217) calismamizla ayn1 metodu kullandiklar1 ¢aligmalarinda bobrek
transplantasyonu sonrasi hastalarda GCR’leri degerlendirmis ve intravenodz pulse GC
tedavisi sonrasi hastalarda GCR ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. %50
hastada bu azalma gecici iken, kalan %50’sinde uzamis oral tedavi siiresince persiste
etmistir. GC dozuna bagli GCR sayisinda azalma ayrica, Sanden ve ark.(218)
tarafindan romatolojik hastaliklarda saptanmistir. Haack ve ark. (219) ise steroid
tedavisine yanit ile GCR sayisinda bir iliski tespit etmemistir. Bagdasorova ve ark.
(220) steroid duyarli nefrotik sendromlu hastalarda monositlerde artmis GCR
ekspresyonu, steroid rezistan olgularin monositlerinde de azalmis GCR ekspresyonu
saptamistir. Carlotti ve ark. (221) in vitro steroid duyarliigt ve GCR’leri
degerlendirmistir. Bu ¢alismada nefrotik sendromlu olgularda glukokortikoide doku
duyarliliginda GCR sayis1 ve affinitedeki anormalliklerin rol alabilece§i sonucuna
varilmistir.

Yine nefrotik sendromlu olgularda yapilan bir caligmada Wasilewska ve
ark.(32) ilk atakta verilen steroid sonrast CD3 GCR ekspresyonunda azalma
goriildiigiinii, tekrarlayan ataklarda tedavi 6ncesi CD3 ve CD14 GCR ekspresyonun
ilk atak ve kontrol grubuna gore diisiik saptandigim ve verilen steroid sonrasi
reseptor ekspresyonun daha da diistiigiinii bildirmistir. Sonug¢ olarak da diisiik GCR
sayisinin tedaviye kotii yanitla iligkili olabilecegi vurgulanmistir. Rogler ve ark.
(209) GCR ekspresyonu ve bunlarin baglanma kapasitesinin hastalar arasinda

farklilik gosterdigini ve bunun tedaviye yamtla korele oldugunu bildirmistir. ITP’li
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olgularda GCR ekspresyonu ile ilgili yapilmis tek yayin bulunmaktadir. Bu yayinda
da T lenfositlerde GCR ekspresyonu farkli GCR izoformlar1 agisindan
degerlendirilmis olup glukokortikoid duyarl ve direngli olgular arasinda alfa reseptor
ekspresyonu benzer bulunmusken beta izoform-mRNA ekspresyonu direngli grupta
duyarli gruba gore anlamli olarak artmis saptanmistir (31).

Arttinllmis veya azaltilmis GCR ekspresyonuyla transgenik farelerde, farkli
GCR seviyeli insan T-ALL hiicre serilerinde ve GC’ye hassas ve direngli multipl
myelom serilerinde yapilan c¢aligmalarda da ileri siiriildigi gibi GCR
ekspresyonunun seviyesi GC hassasiyeti icin 6nemli bir belirleyici olmaktadir (222-
225). Ancak yanitin baslangicindaki GCR ekspresyonu bu mekanizmanin sadece bir
parcasim temsil edebilir: Ilk 24 saat icinde GC’nin ortamdan c¢ikarilmasi ALL
hiicrelerindeki hiicre 6liimiinii engeller, bu da yeterli GCR seviyelerinin yeterli bir
siirede saglanmasi gerektigini one siirmektedir (226). GCR ekspresyonu, en azindan
GC ile indiiklenmis apoptosize ugramayan hiicrelerde negatif feedback
regiilasyonuna maruz kalmaktadir (227). Bunun tersine GC’nin sitolitik etkisine
hassas hiicrelerde GCR otoindiiksiyonu bulgusu gozlenmistir: Multip] myelom
serilerinde GC hassasiyeti ve direnci, sirasiyla GCR mRNA’nin indiiksiyonu ile
koreledir (228, 229). Tetrasiklinle regiile GCR ekspresyonunu arastiran deneylerde,
CCRF-CEM tiirevlerindeki GC ile indiiklenmis apoptozis i¢in GCR
otoindiiksiyonuna ihtiya¢ oldugu gosterilmistir ve bozulmus GCR otoindiiksiyonu
aynt ALL modelinin GC’ye direngli alt klonlarinda goriiliirken GC’ye hassas alt
klonlarda goriilmemistir (230, 231). Ayrica GC’ye hassas CCRF-CEM T-ALL
hiicreleri gibi bir vahsi tip ve bir mutant GCR alelini tasiyan Jurkat T-ALL hiicreleri
GCR’ye direnclidir ve kendi GCR’lerini otoindiiklemede basarisiz olmaktadirlar
(232). Transgenik GCR’nin ekspresyonuyla yiliksek GCR seviyeleri elde etmek bu
hiicrelerde GC hassasiyetine sebep olur (233). Boylece en azindan losemi hiicre
serilerinde yanitin kritik bir safhast boyunca yeterli GCR seviyelerinin siirdiiriilmesi
hiicre Olimii indiiksiyonu icin zorunlu gibi goriinmektedir ve bu da GCR
otoindiiksiyonuyla elde edilir.

Bu mekanizma bizim c¢alismamizda MDMP sonrasi T lenfosit ve
monositlerde GCR ekspresyonunda tedavi Oncesi degerlere gore bir diisme

saptanmamis olmasini izah edebilir. Calisma sonug¢larimizda tedavi sonrasi tedaviye
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yanit verenler icinde GCR ekspresyonunda belirgin artis yaninda belirgin diisme de
olan olgularin da bulunmasi, direngli bir olguda GCR downregiilasyonu digerinde
upregiilasyonu saptanmis olmasi nedeniyle, baslangicta diisik GCR ekspresyonu
olan olgularda GCR otoindiiksiyon yoluyla reseptor upregiilasyonu oldugu, aksine
zaten yiiksek GCR ekspresyonu olan olgularda ise hiicrenin asir1 glukokortikoid
uyarisina bagli hasarlardan kaginabilmesi icin reseptor downregiilasyonu
gerceklestigi one siiriilebilir. Bu konunun hem akut hem de daha 6nce glukokortikoid
tedavi alip almadiginin goz oniinde bulunduruldugu tedaviye direncli, rekiirren ve
kronik ITP’li olgularin da yer aldizn daha genis prospektif calismalarla
degerlendirilmesi uygun olacaktir.

Apoptozis immiin sistemin normal gelisimi ve dengesi i¢in onemlidir. Son
zamanlarda timustaki negatif seleksiyon nedeniyle potansiyel olarak patojenik,
immatiir otoreaktif T lenfositlerin eliminasyonunda apoptozisin basarisizliginin
otoimmiin hastaliklarin patogenezinde yer alabilecegine dair bulgular mevcuttur (15).
Bununla beraber, otoreaktif klonlar saglikli kisilerde de mevcuttur ancak bir immiin
yanita neden olmazlar. Bu ya T hiicre reseptoriin antijene olan diisiik afinitesinden ya
da anerji yani sitokin sekresyonu, proliferasyon ve diferansiyasyona bir klonun yanit
vermedeki basarisizligi olarak tanimlanan tolerans nedeniyledir (65, 234). Bu sistem
kusursuz olmadig1 i¢in birka¢ kontrol basamagi mevcuttur ve matiir otoreaktif T-
hiicre klonlarinin aym1 zamanda aktivasyonun indiikledigi hiicre 6liimii yoluyla da
periferde yok edildigi gosterilmistir (16).

Calismamizda akut ITP’li olgularda MDMP tedavisi oncesi ve sonrasi T
lenfositlerde apoptozis Anneksin V ve PI kullanilarak c¢alisilmisdir. Sonuglar tedavi
Oncesi ve sonrasi konrotrol grubuyla olarak karsilastirilmistir. Apoptozis erken, gec
ve nekrotik olarak degerlendirilmistirr MDMP tedavisi oncesi T lenfositlerde erken
apoptozis yiizdesi kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik iken, gec ve
nekrotik apoptozis ylizdeleri benzerdir. Tedavi Oncesi ve sonrasi degerlere
bakildiginda ise T lenfositlerde erken ve gec apoptoziste fark goriilmemisken
nekrotik apoptoziste anlamli bir artis saptanmistir. Glukortikoidlerin ITP’de T hiicre
apoptozisi iizerinde in vitro etkisi Olsson ve ark. (17) tarafindan gosterilmis olmakla
beraber in vivo olarak ilk kez bizim calismamizda degerlendirilmistir. Calismamizda

erken ve ge¢ apoptoziste tedavi oncesi ve sonrast degerlerde fark saptanmamisken
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nekrotik apoptoziste anlamli artis bulunmus olmast MDMP tedavisinin T
lenfositlerde hizli bir lenfolizise yol a¢gmis olabilecegi bu nedenle de apoptozisin
daha erken fazlarmin saptanamayabilecegi seklinde yorumlanmstir. iITP’de in vivo
caligmalar olmasa da Leussink ve ark. (235) multipl sklerozlu hastalarda Anneksin V
kullanarak yaptiklart ¢calismada metilprednizolon tedavisi ve sonrasi 6zellikle CD4+
T lenfositlerde apoptoziste anlamli artis bulmustur. Frisullo ve ark. (236) yiiksek doz
kortikosteroid tedavisinin sonrasi Anneksin V (+) CD4+ ve CD8+ T lenfositlerde
anlamli artis saptanmisken monositlerdeki apoptozis oran1 degismemistir.

Olsson ve ark.(17) aktif ve remisyondaki eriskin kronik ITP’li olgularda T
hiicre apoptozisini arastirmistir. Sonucta aktif ITP’de remisyondakilere ve kontrol
grubuna gore anlamli olarak A20, calpastatin, NFKBIA, TANK, kaspaz 8, TRADD,
kaspaz-1 ekspresyonu artmisken, azalmis Bax, pSO ekspresyonu bulunmustur (17).
Bu molekiiller farkli yollarla apoptoziste yer almaktadirlar. Bu bulgular daha 6nceki
calismalar ile uyumludur. Yoshimura ve ark. (166) kronik ITP’li olgularda daha
yiiksek seviyede solubl Fas ve FasL saptamistir. Shenoy ve ark. (167) hematolojik
bozukluklarda otoimmunite etiyolojisinde degismis Fas yolu sinyalinin yer
alabilecegini  6ne  siirmils olup; otoreaktif klonlarin  ekspansiyonunu
destekleyebilecek Fas aracili hiicre Oliimiine rezistans T hiicre varhigini tespit
etmislerdir. Apoptotik genlerin ekspresyonunda farkliliklar olmasi ve ayni grubun
daha o©nceki cahismasinda Fas, IFN-a ve IL-2 reseptor beta (IL2RB) gen
ekspresyonunda artis saptanmistir. ITP olgularinda T lenfositlerde degismis AIHO
icin aktivasyon ve proliferasyonun bir gereklilik olmasi nedeniyle calismada T
lenfosit proliferasyonu analizi icin bir diizenek olusturulmus (17). Aktif ITP’li,
remisyonda ITP’li ve saglikli kontrol gruplarindan alinan T lenfositler IL-2 ve
deksametazon varliginda kiiltiire edilmis. Calismada hem aktif ITP’li hem de
remisyonda ITP’li olgulardan elde edilen T lenfositlerde kontrollere gore (3H)-
timidin dahil edilmesinin 6l¢timii ile saptandigl lizere daha az deksametazonun
eksprese ettigi IL-2 ile indiiklenmis proliferasyon vardir ki bu da daha yiiksek
diizeyde proliferasyonu ve aktivasyonu gostermektedir. Bununla beraber bu
gozlemin aciklamasi icin diger ihtimal olarak; saglikli kontrollerin T hiicreleri
deksametazonun indiikledigi apoptozise daha duyarli olabilir, bu da geriye prolifere

olabilecek daha az hiicre birakiyor olabilir. Bu ihtimalin degerlendirilmesi icin bir
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deney diizenegi daha kurulmus olup burada IL-2 ile stimiile edilmis T hiicreleri
deksametazon varliginda ve yoklugunda kiiltiire edilmis ve Annexin V boyamasi ile
apoptozis degerlendirilmis. Remisyondaki ITP’li olgularda T hiicrelerinde aktif
ITP’li ve saglikli kontrollere gore hem deksametazon varliginda hem de yoklugunda
daha yiiksek oranda apoptozis saptanmis iken aktif ITP ve kontrol olgularinda T
hiicre apoptozisi yiizdesi benzer bulunmustur (17).

Calismamizda ise akut ITP’de T lenfositlerde Annexin V boyamasi ile
degerlendirilen erken apoptozis kontrol grubuna gore anlamli olarak daha diisiiktiir.
Bu bulgu akut ITP patogenezinde reaktif T lenfositlerin apoptozise daha rezistan
oldugu ve bunun da patogenezdeki mekanizmalardan biri olabilecegine isaret ediyor
olabilir.

Aktive T hiicrelerin normal reaksiyonu AIHO ile o6lmektir. Olsson ve
ark.(17)’mn calismasinda remisyondaki ITP’lilerde saglikli kontrollere gore artmig T
hiicre apoptozisi gozlenmistir. Bununla beraber aktif ITP’li olgularda T hiicrelerinde
remisyondaki ITP’lilere gore benzer oranda artmis aktivasyon/proliferasyona ragmen
daha az oranda apoptozis gozlenmistir. Aktif ITP’li olgularda T hiicreleri ATHO ne
rezistandir ve AIHO’ne yamtin diizeltilmesi remisyonu saglayabilir. Apoptoziste yer
alan genlerden calismada microarray analizde farkli ekspresyon gozlenenlerden en
cok calisilam Bax’dir. Bax’in proapoptotik oldugu ve cogunlukla apoptozis
inhibitorii olarak etki gosteren bcl-2 ile heterodimerize oldugu gosterilmistir (237,
238). Bcl-2 ve Bax oranin hiicrenin apoptozis yoluyla olecegini yoksa hayatta
kalacagini m1 belirlemede 6nemli oldugu gosterilmistir (237). Bu nedenle Bax aktif
ITP’li olgularda T hiicrelerinde AIHO’ne rezistans1 icin bir adaydir. Bununla beraber
apoptotik diizenekte pek cok protein beraberce ¢alismaktadir. Bu durum aktif ITP’li
olgularda gozlenen AIHO ne rezistanstan sorumlu yola karar vermeyi imkansiz hale
getirmektedir. T hiicrelerinde apoptozise ve AIHO’ne rezistans difer otoimmun
hastaliklar (multiple skleroz (MS), SLE, RA) ve deneysel otoimmunite modellerinde
gosterilmistir (238-242).

Bozulmus ATHO’ niin otoimmunitede ortak bir patojenik mekanizma ile ilgili
oldugu o6ne siiriilmektedir. Otoimmuniteli olgularda once aktif olan sonra remisyona
girenlerde seri olarak apoptotik belirteclerin Olciilmesi, bu hipotezi daha da

destekleyici olacaktir. Sonug olarak calismadaki bulgular aktif ITP’li olgularda T
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lenfositlerdeki apoptotik rezistans, potansiyel patojenik otoreaktif T lenfositlerin
AIHO yoluyla ortadan kaldirilmasinda yetersizlige neden olabilir tezini ©ne
stirmektedir. Bu trombosit antikor iiretimi hiicre aracili sitotoksisite ile otoimmun
trombosit yikimmin devamina neden olur. Ayrica ITP’li olgularda T lenfositlerin
AIHO’ne duyarliliginin normale doniisii remisyona varmada onemli bir mekanizma
olabilir. Bunun yaninda glukokortikoidlerin bilinen etkilerinin yam sira, otoreaktif T
lenfositlerin apoptozis yoluyla delesyonu diger bir etki mekanizmasi olabilir ve bu
konu ileri caligmalarla arastirilmalidir.

Sonug olarak bu ¢alismada; akut ITP’li hastalarda ThO sitokin profili ve T
lenfositlerde apoptoziste azalma saptanmis olup, bu bulgu hiicresel immiin
disfonksiyonunun akut ITP patogenezindeki nemini ortaya koymaktadir. Ayrica
MDMP tedavisi sonrasinda Th2 sitokin profilinin baskin olmast ve T lenfosit
apoptozisinde artis olmasimin hem T lenfositlerin ITP patogenezindeki roliinii
desteklemekte hem de MDMP’nin tedavide oto reaktif T lenfositlerin ilizerinden de
etki gosterebilecegine isaret etmektedir. Tedaviye olasi direng mekanizmalarindan T
lenfosit yiizeyindeki P-gp ekspresyonunda artig, T lenfosit ve monositlerde GCR
ekspresyonunda azalma tedaviye direncli daha fazla sayida olgunun yer alabilecegi

genis bir seride degerlendirilmelidir.
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6. SONUCLAR

Akut ITP’li olgularda mega doz metilprednizolon tedavisi ©ncesi, sonrasi ve

kontrol grubu olarak saglikli goniillillerde trombosit sayisi, beyaz kiire sayist ve

absolii lenfosit sayisi, CD4+ Th hiicrelerde intraselliiler IL-2, IL-4, IL.-6 ve IFN-y

diizeyleri, T hiicrelerinde P-gp ekspresyonu, T hiicre ve monosit yiizeyindeki

glukokortikoid reseptor ekspresyonu ve T hiicre apoptozisinin degerlendirildigi bu

calismada asagidaki sonuglara varildi.

1.

Akut ITP’li hastalarin trombosit sayilari kontrollere gore anlamli olarak daha
disiik iken (p<0.001) beyaz kiire ve absolii lenfosit sayilar1 benzer bulundu
(p>0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi sonrasi akut ITP’li hastalarin hem trombosit
(p<0.001), hem beyaz kiire (p<0.001) hem de absolii lenfosit sayilar1 (p<0.01)

tedavi Oncesine gore anlaml olarak artmis bulundu.

Akut ITP’li hastalarda mega doz metilprednizolon tedavisi oncesinde CD4+ T
hiicrelerinde intraselliiler IL-2 diizeyi kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu

(p<0.05).

Akut ITP’li hastalarda tedavi oncesi CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler 1L-4

diizeyi kontrol grubuna gore anlaml olarak artmis saptandi (p<0.05).

Akut ITP’li hastalarda tedavi oncesi CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler IFN-y

diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek bulundu (p<0.05).

Akut ITP’li hastalarda tedavi 6ncesi CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler 1L-6

diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak artmis saptandi (p<0.05).

Tedavi oncesi Th1/Th2 oramini gosteren IFN-y/IL-4 oraminda akut ITP’li

hastalarda kontrol grubuna gore fark saptanmadi (p>0.05).

Tedavi sonras1 akut ITP’li hastalarda CD4+T lenfosit intraselliiler IL-2 ve IFN-y

diizeyleri kontrol grubu ile benzer bulundu (p>0.05).

Tedavi sonrasi akut ITP’li hastalarda CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler IL-4 ve

IL-6 diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).
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Tedavi sonrasi1 akut ITP’li hastalarda Th1/Th2 oranin1 gosteren IFN-y/IL-4 oram
kontrol grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasinda akut ITP’li hastalarda
CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler IL-2 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml bir

azalma saptandi (p<0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi dncesi ve sonrasinda CD4+ T hiicrelerinde
intraselliiler IL-4 ve IL-6 diizeyleri karsilastirldiginda istatiksel olarak anlamhi

fark saptanmadi (p>0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasinda akut ITP’li hastalarda
CD4+ T hiicrelerinde intraselliiler IFN-y diizeyinde anlamli bir diisiis goriildii
(p<0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasinda akut ITP’li hastalarda
Th1/Th2 oranini gosteren IFN-y/IL-4 oran1 anlamli olarak diismiis saptandi
(p<0.05).

. Akut ITP’li hastalarda tedavi oncesi T lenfositlerde P-gp ekspresyonu kontrol

grubu ile benzer bulundu.(p>0.05).

Tedavi oncesi T lenfosit ve monositlerde GCR  ekspresyonlar
degerlendirildiginde akut ITP’li hastalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel

fark saptanmadi (p>0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi sonras1 T lenfositlerde P-gp ekspresyonu

tedavi oncesine gore anlamli olarak artmig saptandi (p<0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasi akut ITP’li hastalarda T

lenfosit ve monositlerdeki GCR ekspresyonunda fark saptanmadi (p>0.05).

Tedavi oncesi akut ITP’li hastalarda T lenfositlerdeki erken apoptozis yiizdesi

kontrol grubuna gore daha diisiik bulundu (p<0.01).

Tedavi oncesi akut ITP’1i hastalar ve kontrol grubu arasinda T lenfositlerde geg

apoptozis ve nekrotik apoptozis acisindan fark saptanmadi (p>0.05).

Mega doz metilprednizolon tedavisi 6ncesi ve sonrasi akut ITP’li hastalarda T

lenfositlerde erken apoptozis ve ge¢ apoptoziste fark saptanmadi (p>0.05).
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22. Mega doz metilprednizolon tedavisi oncesi ve sonrasi akut ITP’li hastalarda T

lenfositlerde nekrotik apoptoziste anlamli bir artig goriildii (p<0.01).



73

KAYNAKLAR

1. Lanzkowsky P. Disorders of Platelets. In:Lanzkowsky P, editér. Manual of
Pediatric Hematology and Oncology. 4 th ed.New York:Elsevier Inc;2005.p.250-
63.

2. Imbach P. Immune thrombocytopenic purpura. In:Lilleyman J, Hann I,
Blanchette VS, editors. Pediatric Hematology. 2 nd ed.London:Churchill
Livingstone, Harcourt Publishers Ltd;1999.p.437-53.

3. Sutor AH, Harms A, Kaufmehl K. Acute immune thrombocytopenia (ITP) in
childhood: retrospective and prospective survey in Germany. Semin Thromb

Haemost. 2001;27:253-67.

4. Rodeghiero F. Idiopathic thrombocytopenic purpura: an old disease revisited in

the era of evidence based medicine. Haematologica. 2003;88:1081-7.

5. Tarantino MD. Treatment options for chronic immune (idiopathic)

thrombocytopenia purpura in children. Semin Hematol. 2000;37 Suppl 1:35-41.

6. Blachette V, Carcao M. Approach to investigation and management of immune

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

7. Oren H. XXIX Ulusal Hematoloji Kongresi. Mezuniyet sonrasi egitim kursu, 1-5
Kasim 2002 Antalya.

8. Rehman A. Acute immune thrombocytopenic purpura in children. J Turk

Hematol. 2007;37:41-51.

9. Semple JW, Milev Y, Cosgrave D, Mody M, Hornstein A, et al. Differences in
serum cytokine levels in acute and chronic autoimmune thrombocytopenic
purpura: relationship to platelet phenotype and antiplatelet T cell reactivity.
Blood. 1996;87:4245-54.

10. Nugent DJ. Immune thrombocytopenic purpura of childhood. Hematology.
2006;97:97-103.

11. Vukmanovic-Stejic M, Vyas B, Gorak-Stolinska P, Noble A, Kemeny DM.
Human Tcl and Tc2/TcO CD8 T-cell clones display distinct cell surface and
functional phenotypes. Blood 2000;95:231-40.



74

12.Garcia-Suarez J, Prieto A, Reyes E, et al. Abnormal yIFN and o TNF secretion in

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

purified CD+2 cells rom autoimmune thrombocytopenic purpura patients: their

implication in the clinical course of the disease. Am J Hematol. 1995;49:271-6.

Crossley AR, Dickinson AM, Proctor SJ, Calvert JE. Effects of interferon-alpha

therapy on immune parameters in immune thrombocytopenic purpura.

Autoimmunity. 1996;24:81-100.

Mouzaki A, Theodoropoulou M, Gianakopoulos I, Vlaha V, Kyrtsonis MC,
Maniatis A. Expression patterns of Thl and Th2 cytokine genes in childhood
idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) at presentation and their modulation
by intravenous immunoglobulin G (IVIg) treatment: their role in prognosis.

Blood. 2002;100:1774-9.

Shi YF, Sahai BM, Green DR. Cyclosporin A inhibits activation-induced cell
death in T-cell hybridomas and thymocytes. Nature. 1989;339:625-6.

Kawabe Y, Ochi A. Programmed cell death and extrathymic reduction of
Vbeta8+ CD4+ T cells in mice tolerant to Staphylococcus aureus enterotoxin B.

Nature. 1991;349:245-8.

Olsson B, Andersson PO, Jacobsson S, Carlsson L, Wadenvik H. Disturbed
apoptosis of T-cells in patients with active idiopathic thrombocytopenic purpura.
Thromb Haemost. 2005;93:139-44.

Blanchette VS, Luke B, Andrew M, Sommerville-Nielsen S, Bernard D, et al. A
prospective randomised trial of high dose intravenous immune globulin G
therapy, oral prednisone therapy, and no therapy in childhood acute immune

thrombocytopenicpurpura. J Pediatr. 1993;123:989-95.

Blanchette V, Imbach P, Andrew M, Adams M, McMillan J, et al. Randomised
trial of intravenous immunglobulin G, intravenous anti-D, and oral prednisone in

childhood acute immune thrombocytopenic purpura. Lancet. 1994;344:703-7.

Stanbury RM, Graham EM. Systemic corticosteroid therapy-side effects and
their management. Br J Ophthalmol. 1998;82:704-8.

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



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

75

Ozsoylu S, Irken G, Karabent A. High-dose intravenous methylprednisolone for
acute childhood idiopathic thrombocytopenic purpura. Eur J Haematol.

1989;42:431-5.

Duru F, Fisgin T, Yarali N, Kara A. Clinical course of children with immune
thrombocytopenic purpura treated with intravenous immunoglobulin or mega
dose methylprednisolone or observed without treatment. Pediatr Hematol Oncol.

2002;19:219-25.

Erduran E, Aslan Y, Gedik Y, Orhan F. A randomized and comparative study of
intravenous immunoglobulin and mega dose methylprednisolone treatments in
children with acute childhood idiopathic thrombocytopenic purpura. Turk J
Pediatr. 2003;45:295-300.

Zhao H, Li H, Zhang L, Wang T, Ji L, Yang R. Retrospective analysis of 472
Chinese children with chronic idiopathic thrombocytopenic purpura: a single

center experience. Haematologica. 2005;90:860-1.

Kofler R, Schmidt S, Kofler A, Ausserlechner MJ. Resistance to glucocorticoid-

induced apoptosis in lymphoblastic leukemia. J Endocrinol. 2003;178:19-27.

Schmidt S, Rainer J, Pioner C, Presul E, Rimi S, Kofler R. Glucocorticoid-
induced apoptosis and glucocorticoid resistance: molecular mechanisms and

clinical relevance. Cell Death Differ. 2004;11 Suppl 1:45-55.

Levy AS, Cunningham-Rundles S, Mazza B, Simm M, Gorlick R, Bussel J.
High P-glycoprotein-mediated export observed in patients with a history of

idiopathic thrombocytopenic purpura. Br J Haematol. 2002;118:836-8.

Ruiz-Soto R, Richaud-Patin Y, Lopez-Karpovitch X, Llorente L. Multidrug
resistance-1 (MDR-1) in autoimmune disorders IIl: increased P-glycoprotein

activity in lymphocytes from immune thrombocytopenic purpura patients. Exp

Hematol. 2003;31:483-7.

Tissing WJE, Lauten M, Meijerink JP, den Boer ML, Koper JW, et al
Expression of the glucocorticoid receptor and its isoforms in relation to
glucocorticoid  resistance in childhood acute lymphocytic leukemia.

Haematologica. 2005;90:1279-81.



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

76

Zhao YH, Zhou J, Li XX. A study on the relationship between alpha- and beta-
isoform of glucocorticoid receptors and glucocorticoid-resistant idiopathic

thrombocytopenia purpura. Zhonghua Nei Ke Za Zhi. 2005;44:363-5.

Wasilewska A, Zoch-Zwierz W. Expression of glucocorticoid receptors in
nephrotic children depending on total prednisone dose. J Pediatr Endocrinol

Metab. 2005;18:799-806.

Kato GJ, Quddus FF, Shuster JJ, Boyett J, Pullen JD. High glucocorticoid
receptor content of leukemic blasts is a favorable prognostic factor in childhood

acute lymphoblastic leukemia. Blood. 1993;82:2304-9.

Paul Gottlieb Werlhof (1699-1767). Thrombocytopenic purpura. JAMA.
1968;206:2892.

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

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

Blanchette M, Freedman J. The history of idiopathic thrombocytopenic purpura
(ITP). Transfus Sci. 1998;19:231-6.

Freedman J, Blanchette M. Idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP): a
historical odyssey. Acta Paediatr Suppl. 1998;424:3-6.

Harrington W, Minnich V. Demonstration of a thrombocytopenic factor in the

blood of patients with thrombocytopenic purpura. J Lab Clin Med. 1951;38:1-10.

Evans RS, Takahashi K, Duane RT, Payne R, Liu C. Primary thrombocytopenic
purpura and acquired hemolytic anemia: Evidence for a common etiology. Arch

Int Med. 1951;87:48-65.

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.

Van Leeuwen EF, van der Von JTH, Engelfriet CP, Von dem Borne AE.
Specifity of autoantibodies in autoimmune thrombocytopenia. Blood.

1982;59:23-6.



42.

43.

44.

45

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

77

Van Leeuwen EF, Helmerhorst FM, Engelfriet CP, Von dem Borne AE.
Maternal autoimmune thrombocytopenia and the newborn. Br Med J (Clin Res.

Ed). 1981;283:104.

Aslan D, Yetgin S. Immun Trombositopeni. Katki Pediatri Dergisi. 2002;23:343-
57.

Montgomery RR, Scott JP. Disorders of Platelets and Blood Vessels.In:Behrman
RE, Kliegman RM, Jenson HB, editors. Nelson Textbook of Pediatrics 16th ed.
Philadelphia, Pennsylvania:W.B. Saunders;2000.p.1520-2.

. Imbach P, Kiinhe T, Miiller D, Berchtold W, Zimmerman S, et al. Childhood

ITP: 12 months follow-up data from the prospective registry I of the
Intercontinental Childhood ITP Study Group (ICIS). Pediatr Blood Cancer.
2006;46:351-6.

Kiihne T, Imbach P, Bolton-Maggs PHB, Berchtold W, et al. Newly diagnosed
idiopathic thrombocytopenic purpura in childhood: an observational study.

Lancet. 2001;358:2122-5.
Beardsley SD. ITP in the 21st century. Hematology. 2006;97:402-7.

Foster CB, Zhu S, Erichsen HC, Lehrnbecher T, Hart ES, et al. Early Chronic
ITP Study Group. Polymorphisms in inflammatory cytokines and Fcgamma
receptors in childhood chronic immune thrombocytopenic purpura: a pilot study.

Br J Haematol. 2001;113:596-9.

Semple JW. T cell and cytokine abnormalities in patients with autoimmune

thromboctopenic purpura. Transfus Apher Sci. 2003;28:237-42.

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

and chronic immune thrombocytopenic purpura. Blood. 1989;74:1600-2.

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

Pediatr Drugs. 2005;7:325-36.

Di Paola J, Buchanan G. Immune thrombocytopenic purpura. Pediatr Clin North

Am. 2002;49:911-28.



53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

78

Takahashi R, Sekine N, Nakatake T. Influence of monoclonal antiplatelet
glycoprotein antibodies on in vitro human megakaryocyte colony formation and

proplatelet formation. Blood. 1999;93:1951-8.

Chang M, Nakagawa PA, Williams SA, Schwartz MR, Imfeld KL, et al. Immune
thrombocytopenic purpura plasma and purified ITP monoclonal autoantibodies

inhibit megakaryocytopoiesis in vitro. Blood. 2003;102:887-95.

McMillan R, Wang L, Tomer A, Nichol J, Pistillo J. Supression of in vitro
megakaryocyte production by anti-platelet autoantibodies from adult patients

with chronic ITP. Blood. 2004;103:1364-9.

Kuwana M, Ikeda Y. The role of autoreactive T-cells in the pathogenesis of

idiopathic thrombocytopenic purpura. Int J Hematol. 2005;81:106-12.

Ware RE, Howard TA. Phenotypic and clonal analysis of T lymphpcytes in
childhood immune thrombocytopenic purpura. Blood. 1993;82:2137-42.

Nugent DJ. Childhood Immune Thrombocytopenic Purpura. Blood Rev.
2002;16:27-9.

Wang T, Zhao H, Ren H, Guo J, Xu M, et al. Type 1 and type 2 T-cell profiles in
idiopathic thrombocytopenic purpura. Haematologica. 2005;90:914-23.

Mackay IR. The “autoimmune diseases” 40th anniversary. Autoimmun Rev.

2002;1:5-11.

Sood R, Wong W, Jeng M, Zehnder JL. Gene expression profile of idiopathic
thrombocytopenic purpura (ITP). Pediatr Blood Cancer. 2006;47:675-7.

Wu KH, Peng CT, Li TC, Wan L, Tsai CH, et al. Interleukin 4, interleukin 6 and
interleukin 10 polymorphisms in children with acute and chronic immune

thrombocytopenic purpura. Br J Haematol. 2005;128:849-52.

Liu F, Wu C, Yang X, Xiao H, Zhuo X, et al. Polarization and apoptosis of T
cell subsets in idiopathic thrombocytopenic purpura. Cell Mol Immunol. 2005;2:
387-92.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

79

Wu C, Liu F, Zhou X, Cheng Z, Yang X, et al. Effect of protein kinase C on
proliferation and apoptosis of T lymphocytes in idiopathic thrombocytopenic

purpura children. Cell Mol Immunol. 2005;2:197-203.

Coopamah MD, Garvey MB, Freedman J, Semple JW. Cellular immune
mechanisms in autoimmune thrombocytopenic purpura: An update. Transfus

Med Rev. 2003;17:69-80.

Sullivan KE, McDonald-McGinn D, Zackai EH. CD4(+) CD25(+) T-cell
production in healthy humans and in patients with thymic hypoplasia. Clin

Diagn Lab Immunol. 2002;9:1129-31.

Roark JH, Bussel JB, Cines DB, Siegel DL. Genetic analysis of autoantibodies
in idiopathic thrombocytopenic purpura reveals evidence of clonal expansion

and somatic mutation. Blood. 2002;100:1388-98.

Mc Millan R. Autoantibodies and autoantigens in chronic immune

thrombocytopenic purpura. Semin Hematol. 2000;37:239-48.

Cines DB, Blanchette VS, Chir B. Immune Thrombocytopenic Purpura. N Engl J
Med. 2002;346;13:995-1008.

Moller E. Mechanisms for induction of autoimmunity in humans. Acta Pediatr.

Suppl 1998;424:S16-S20.

Nomura S, Matsuzaki T, Ozaki Y, Yamaoka M, Yoshimura C, et al. Clinical
significance of HLA-DRB*10410 in Japanase patients with idiopathic
thrombocytopenic purpura. Blood. 1998;91:3616-22.

Wilson DB. Acquired platelet defects. In:Nathan DG, Orkin SH, Look AT,
Ginsburg D, editors.Nathan and Oski’s Hematology of Infancy and Childhood.
Philadelphia, Pennsylvania:W.B. Saunders;2003;p.1597-630.

Salmon JE, Edberg JC, Brogle NL, Kimberly RB. Allelic polymorphism of
human Fcg receptor IIA ve Fcg receptor IIB:Independent mechanisms to

differences in human phagocyte function. J Clin Invest. 1992;89:1247-81.



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

80

Carcao MD, Blanchette VS, Wakefield CD, Stephens D, Ellis J, et al. Fc gamma
receptor Ila and Illa polymorphisms in childhood immune thrombocytopenic

purpura. Br J Haematol. 2003;120:135-41.

Song KS, Kim BS, Choi CR, Lee SM Association of Br polymorphism of
platelet GP Ia gene and immune thrombocytopenic purpura. Platelets.

1997;8:361-5.

Gernsheimer T. Pathophysiology and thrombokinetics in autoimmune

thrombocytopenia. Blood Rev. 2002;16:7-8.

Parker RI, Siegel RS, Ratajczak MZ, Gewirtz AM. Deficient in vitro
megakaryocytopoiesis and decreased in vivo platelet turnover in children and

young adults with chronic thrombocytopenia. J Pediatr Hematol Oncol.
1998;20:196-201.

Jadavji T, Scheifele D, Halperin S. Thrombocytopenia after immunization of

Canadian children, 1992 to 2001. Pediatr Infect Dis J. 2003;22:119-22.

Panepinto JA, Brousseau DC. Acute idiopathic thrombocytopenic purpura of

childhood diagnosis and therapy. Pediatr Emerg Care. 2005;21:691-5.

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

Hemost 2001;27:253-67.

Kenet G, Lubetsky A, Shenkman B, Tamarin I, Dardik R, et al. Cone and
platelet analyser (CPA): new test for the prediction of bleeding among
thrombocytopenic patients. Br J Haematol. 1998;101:255-9.

George IN, Woolf SH, Raskob GE, Wasser JS, Aledort LM, Ballem PJ, et al.
Idiopathic thrombocytopenic purpura:A practise guideline developed by explict
methods for the American Society of Hematology. Blood. 1996;88:3-40.

Dilber C. Idiyopatik trombositopenik purpura. Tiirkiye Klinikleri J Pediatr Sci.
2005;1:48-52.



84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

81

Tancabelic J, Stout LA, Wetering J. Acute immune thrombocytopenic purpura in
children and adolescents in South Dakota 1998-2004. S D J Med. 2005;58:465-
8.

Bolton-Maggs PHB, Moon 1. Assesment of UK practice for management of
acute childhood idiopathic thrombocytopenic purpura against published
guidelines. Lancet. 1997;350:620-3.

Kiihne T, Buchanan GR, Zimmerman S, Michaels LA, Kohan R, et al. A
prospective comparative study of 2540 infants and children with newly
diagnosed ITP from The Intercontinental Childhood ITP Study Group. J Pediatr
2003;143:605-8.

Buchanan GR, Holtkamp CA. Prednisone therapy for children with newly
diagnosed idiopathic thrombocytopenic purpura. A randomized clinical trial. Am

J Pediatr Hematol Oncol. 1984;6:355-61.

Sartorius JA. Steroid treatment of idiopathic thrombocytopenic purpura in
children: Preliminary results of a randomized cooperative study. Am J Pediatr

Heamatol Oncol. 1984;6:165-9.

Blanchette V, Bolton-Maggs P. Childhood immune thrombocytopenic purpura:
diagnosis and management. Pediatr Clin North Am. 2008;55:393-420.

Carcao MD, Zipurksy A, Butchart S, Leaker M, Blanchette VS. Short course
oral prednisone therapy in children presenting with acute immune

thrombocytopenic purpura (ITP). Acta Pediatr. 1998;424:71-4.

Albayrak D, Islek I, Kalayct AG, Gurse N. Acute immune thrombocytopenic
purpura: A comparative study of very high oral doses of methylprednisolone and

intravenously administered immune globulin. J Pediatr. 1994;125:1004-7.

Ancona KG, Parker RI, Atlas MP, Prakash D. Randomized trial of high dose
methylprednisolone versus intravenous immune globulin for the treatment of
acute immune thrombocytopenic purpura in children. J Pediatr Hematol Oncol.

2002;24:540-4.

Cines DB, McKenzie SE, Siegel DL. Mechanisms of action of therapeutics in

idiopathic thrombocytopenic purpura. J Pediatr Hematol Oncol. 2003;25:52-6.



82

94. Ozsoylu S. Bolus methylprednisolone therapy in chronic idiopathic
thrombocytopenic purpura in children. Acta Haematol. 1984;72:359-62.

95. Yetgin S, Yenicesu I, Ersoy F. The effects of megadose methylprednisolone
therapy on the immune system in childhood immune thrombocytopenia. Pediatr

Hematol Oncol. 2005;22:401-7.

96.Wiokens T, Rijk RD. Glucocorticoids and immune function: unknown dimension

and new frontiers. Immunol Today. 1997;18:418-24.

97.Fauci AS, Date DC. The effect in vivo hydrocortisone on subpopulation of
human lymphocytes. J Clin invest. 1974;53:240-6.

98. Fauci AS. Mechanisms of corticosteroid action on lymphocyte subpopulations.
II. Differential effects of in vivo hydrocortisone, prednisone and dexamethasone
on in vitro expression of lymphocyte function. Clin Exp Immunol. 1976;24:54-
62.

99.Boumpas DT, Poliogianni F, Anastazsiou ED, Balow JE. Glucocorticoid action
on the immune system: molecular and cellular aspects. Clin Exp Rheumatol.

1991;9:413-23.

100. Boumpas DT, Chrousos GP, Wilder RL, Cupps TR, Balow IJE.
Glucocorticoid therapy for immune-mediated diseases: basic and clinical

correlates. Ann Intern Med. 1993;119:1198-208.

101. Imbach P, Barandun S, d’Apuzzo V, Baumgartner C, Hirt A, Morell A, et al.
High dose intravenous gammaglobulin for idiopathic thrombocytopenic purpura

in childhood.Lancet. 1981;1:1228-31.

102. Salama A, Mueller-Eckhardt C, Kiefel V. Effect of intravenous
immunoglobulin in immune thrombocytopenia/competitive inhibition of
reticuloendothelial system function by sequestration of autologous red blood

cells. Lancet. 1983;11:193-5.

103. Meyer O, Kiesewetter H, Hermsen M, Petriedes P, Rose M, et al.
Replacement of intravenous administration of anti-D by subcutaneous

administration in patients with autoimmune thrombocytopenia. Pediatr Blood

Cancer. 2006;47:721-2.



83

104. Kjaersgaard M, Halse H. A review of Anti-D treatment of childhood
idiopathic thrombocytopenic purpura. Pediatr Blood Cancer. 2006;47:717-20.

105. Wang J, Wiley JM, Luddy R, Greenberg J, Feuerstein MA, Bussel JB.
Chronic immune thrombocytopenic purpura in children: assessment of rituximab

treatment. J Pediatr. 2005;146:217-21.

106. Bennett C, Rogers Z, Kinnamon D, Bussel JB, Mahoney DH, et al.
Prospective phase 1/2 study of rituximab in childhood and adolescent chronic

immune thrombocytopenic purpura. Blood. 2006;107:2639-42.

107. Andersson J. Cytokines in idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP). Acta
Pediatrica Supplement 1998;424:61-4.

108. Fessatou S, Galetselli M, Garoufi A, Aroni S, Krikos X, Karpathios T. Effect
of alpha-interferon in a child with chronic refractory idiopathic

thrombocytopenic purpura. Pediatr Hematol.Oncol. 1999;16:477-9.

109. Kerr JFR, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: A basic biological phenomenon

with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer. 1972;26:239-57.

110. Adams MJ. Ways of dying: Multiple pathways to apoptosis. Genes and
Development. 2003;17:2481-95.

111. Lenardo M, Chan FK, Hornung F, McFarland H, Siegel R, et al. Mature
lymphocyte apoptosis-immune regulation in a dynamic and unpredictable

antigenic enviroment. Annu Rev Immunol. 1999; 17:221-53.

112. Straus SE, Sneller M, Lenardo MJ, Puck JM, Strober W. An inherited
disorder of lymphocyte apoptosis: The autoimmune lymphoproliferative

syndrome. Ann Intern Med 1999;130:591-601.

113. Wang J, Zheng L, Lobito A, Chan FK, Dale J, et al. Inherited human caspase
10 mutations underlie defective lymphocyte and dendritic cell apoptosis in

autoimmune lymphoproliferative syndrome II. Cell. 1999;98:47-58.

114. Jackson CE, Fischer RE, Hsu AP, Anderson SM, Choi Y, et al. Autoimmune
lymphoproliferative syndrome with defective Fas: genotype influences

penetrance. Am J Hum Genet. 1999;4:1002-14.



84

115. Dog.Dr.E.Ulukaya. Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Biokimya Anabilim
Dal1, Apoptozis ders notlari, 2002.

116. Reed JC. Mechanisms of apoptosis. Am J Pathol. 2000;157:1415-27.

117. Gulbins E, Jekle A, Ferlinz K, Grassme H, Lang F. Physiology of apoptosis.
Am J Physiol Renal Physiol. 2000;279:605-15.

118. Greenstein S, Ghias K, Krett NL, Rosen S. Mechanisms of glucocorticoid-

mediated apoptosis in hematological malignancies. Clini Cancer Res.

2002;8:1681-94.

119. Liu F, Wu C, Yang X, Xiao H, Zhuo X, Cheng Z, Chen Q. Polarization and
apoptosis of T cell subsets in idiopathic thrombocytopenic purpura. Cell Mol

Immunol. 2005;2:387-39.

120. Mateo V, Ménager M, de Saint-Basile G, Stolzenberg MC, Roquelaure B, et
al. Perforin-dependent apoptosis functionally compensates Fas deficiency in
activation-induced cell death of human T lymphocytes. Blood. 2007;110:4285-
92.

121. Fisher GH, Rosenberg FJ, Straus SE, Dale JK, Middleton LA, et al. Dominant
interfering Fas gene mutations impair apoptosis in a human autoimmune

lymphoproliferative syndrome. Cell. 1995;81:935-46.

122. Overbeeke R, Steffens-Nakken H, Vermes I, Reutelingsperger C, Haanen C:
Early features of apoptosis detected by four different flow cytometry assays.

Apoptosis. 1998;3:115-21.

123. Renner K, Ausserlechner MJ and Kofler R. A conceptual view on
glucocorticoid-induced apoptosis, cell cycle arrest and glucocorticoid resistance

in lymphoblastic leukemia. Curr Mol Med. 2003;3:707-17.

124. Amsterdam A, Sasson R. The anti-inflammatory action of glucocorticoids is
mediated by cell type specific regulation of apoptosis. Mol Cell Endocrinol.
2002;189:1-9.



85

125. Fan W, Sui M, Huang Y. Glucocorticoids selectively inhibit paclitaxel-
induced apoptosis: mechanisms and its clinical impact. Curr Med Chem.

2004;11:403-11.

126. Bloom JW, Chacko J, Lohman IC, Halonen M, Martinez FD, Miesfeld RL.
Differential control of eosinophil survival by glucocorticoids. Apoptosis

2004:;9:97-104.

127. Buttgereit F, Scheffold A. Rapid glucocorticoid effects on immune cells.
Steroids. 2002;67:529-534.

128. Pratt WB, Toft DO. Steroid receptor interactions with heat shock protein and

immunophilin chaperones. Endocr Rev. 1997;18:306-60.

129. Geley S, Fiegl M, Hartmann BL, Kofler R. Genes mediating glucocorticoid
effects and mechanisms of their regulation. Rev Physiol Biochem Pharmacol.

1996;128:1-97.

130. Gametchu B, Watson CS. Correlation of membrane glucocorticoid receptor
levels with glucocorticoid-induced apoptotic competence using mutant leukemic

and lymphoma cells lines. J Cell Biochem. 2002;87:133-46.

131. Tissing WIJ, Meijerink JP, den Boer ML and Pieters R. Molecular
determinants of glucocorticoid sensitivity and resistance in acute lymphoblastic

leukemia. Leukemia. 2003;17:17-25.

132. Schaaf MJ, Cidlowski JA. Molecular mechanisms of glucocorticoid action

and resistance. J Steroid Biochem Mol Biol. 2002;83:37-48.

133. Haarman EG, Kaspers GJ, Pieters R, Rottier MM, Veerman AlJ.
Glucocorticoid receptor alpha, beta and gamma expression vs in vitro

glucocorticod resistance in childhood leukemia. Leukemia. 2004;18:530-7.

134. Raivio T, Palvimo JJ, Kannisto S, Voutilainen R, Janne OA. Transactivation
assay for determination of glucocorticoid bioactivity in human serum. J Clin

Endocrinol Metab. 2002;87:3740-4.

135. Gottesman MM, Fojo T, Bates SE. Multidrug resistance in cancer: role of
ATP-dependent transporters. Nat Rev Cancer 2002;2:48-58.



86

136. Karssen AM, Meijer OC, van dS, I, Lucassen PJ, de Lange EC, et al.
Multidrug resistance P-glycoprotein hampers the access of cortisol but not of

corticosterone to mouse and human brain. Endocrinology. 2001;142:2686-94.

137. Bourgeois S, Gruol DJ, Newby RF, Rajah FM. Expression of an mdr gene is
associated with a new form of resistance to dexamethasone-induced apoptosis.

Mol Endocrinol. 1993;7:840-51.

138. Hala M, Hartmann BL, Bock G, Geley S, Kofler R. Glucocorticoid receptor
gene defects and resistance to glucocorticoid-induced apoptosis in human

leukemic cell lines. Int J Cancer. 1996;68:663-8.

139. Strasser-Wozak EMC, Hattmannstorfer R, Hala M, Hartmann BL, Fiegl M, et
al. Splice site mutation in the glucocorticoid receptor gene causes resistance to
glucocorticoid-induced apoptosis in a human acute leukemic cell line. Cancer

Res. 1995;55:348-53.

140. De Lange P, Segeren CM, Koper JW, Wiemer E, Sonneveld P, et al.
Expression in hematological malignancies of a glucocorticoid receptor splice
variant that augments glucocorticoid receptor-mediated effects in transfected

cells. Cancer Res. 1995;61:3937-41.

141. Longui CA, Vottero A, Adamson PC, Cole DE, Kino T, et al. Low
glucocorticoid receptor alpha/beta ratio in T-cell lymphoblastic leukemia. Horm

Metab Res. 2000;32:401-6.

142. Lauten M, Cario G, Asgedom G, Welte K, Schrappe M. Protein expression of
glucocorticoid receptor in childhood acute Imphoblastic leukaemia.

Haematologica. 2003;88:1253-8.

143. Casale F, Addeo R, D’Angelo V, Indolfi P, Poggi V, et al. Determination of
the in vivo effects of prednisone on Bcl-2 family protein expression in childhood

acute lymphoblastic leukemia. Int J Oncol. 2003;22:123-8.

144. Stahnke K, Eckhoff S, Mohr A, Meyer LH, Debatin KM. Apoptosis induction
in peripheral leukemia cells by remission induction treatment in vivo: selective
depletion and apoptosis in a CD34+ subpopulation of leukemia cells. Leukemia.

2003;17:2130-9.



87

145. Salomons GS, Smets LA, Verwijs-Janssen M, Hart AA, Haarman EG, et al.
Bcl-2 family members in childhood acute lymphoblastic leukemia: relationships
with features at presentation, in vitro and in vivo drug response and long-term

clinical outcome. Leukemia. 1999;13:1574-80.

146. Haarman EG, Kaspers GJ, Pieters R, Van Zantwijk CH, Broekema GJ, et al.
BCL-2 expression in childhood leukemia versus spontaneous apoptosis, drug

induced apoptosis, and in vitro drug resistance. Adv Exp Med Biol.

1999;457:325-33.

147. Liu Q, Gazitt Y. Potentiation of dexamethasone, taxol and Ad-p53-induced
apoptosis by Bcl-2 anti-sense oligodeoxynucleotides in drug-resistant multiple

myeloma cells. Blood. 2003;101:4105-14.

148. Richaud-Patin Y, Soto-Vega E, Jakez-Ocampo J, Llorente L. P-glycoprotein

in autoimune diseases. Autoimmun Rev. 2004;3:188-92.

149. Okyar A. P-glikoprotein ve P-gp’nin ila¢ farmakokinetigindeki rolii. Tiirk
Farmakoloji Dernegi Biilteni. 2005;83:16-9.

150. Abd El-Ghaffar HA, Aladle DA, Farahat SE, Abd El-Hady N. P-glycoprotein
(P-170) expression in acute leukemias. Hematology. 2006;11:35-41.

151. Meaden ER, Hoggard PG, Khoo SH, Back DJ. Determination of P-gp and
MRP1 expression and function in peripheral blood mononuclear cells in vivo. J

Immunol Methods. 2002;262:159-65.

152. Wasilewska A, Zalewski G, Chyczewski L, Zoch-Zwierz W. MDR-1 gene
polymorphisms and clinical course of steroid-responsive nephrotic syndrome in

children. Pediatr Nephrol. 2007;22:44-51.

153. Morita N, Yasumori T, Nakayama K. Human MDRI1 polymorphism:
G2677T/A and C3435T have no effect on MDRI transport activities. Bioch
Phar. 2003;65:1843-52.

154. Picker LJ, Singh MK, Zdraveski Z, Treer JR, Waldrop SL, et al. Direct
demonstration of cytokine synthesis heterogeneity among human

memory/effector T cells by flow cytometry. Blood. 1995;86:1408-19.



88

155. Tanaka S, Hirano T, Saito T, Wakata N, Oka K. P-glycoprotein function in
peripheral blood mononuclear cells of myasthenia gravis patients treated with

tacrolimus. Biol Pharm Bull. 2007;30:291-6.

156. Ivy P, Olshefski R, Taylor B, Patel K. Correlation of P-glycoprotein

expression and function in childhood acute leukemia. Blood. 1996;88:309-18.

157. Jung T, Schauer U, Heusser C, Neumann C, Rieger C. J Immunol Methods.
1993;159:197-207.

158. Carbonari M, Cibati M, Fiorilli M. Measurement of apoptotic cells in
peripheral blood. Cytometry. 1995;22:161-7.

159. Pfyeller SL, Weber S, Luscher EF. Studies of the mechanism of the human
platelet release reaction induced by immunologic stimuli. III. Relationship
between the binding of soluble IgG aggregates to the Fc receptor and cell

response in the presence and absence of plasma. J Immunol. 1977;118:514-24.

160. Yang R, Han ZC. Pathogenesis and management of idiopathic
thrombocytopenic purpura: an update. Int J Hematol. 2000;71:18-24.

161. Zhou B, Zhao H, Yang RC, Han ZC. Multi-dysfunctional pathophysiology in
ITP. Crit Rev Oncol/Hematol. 2005;54:107-16.

162. Kuwana M, Kaburaki J, Ikeda Y. Autoreactive T cells to platelet GPIIb-IIIa in
immune thrombocytopenic purpura: Role in production of anti-platelet

autoantibody. J Clin Invest .1998;102:1393-402.

163. Tsubakio T, Tani P, Curd JG, Mc Millan R. Complement activation in vitro
by antiplatelet antibodies in chronic immune thrombocytopenic purpura. Br J

Haematol. 1986;63:293-300.

164. Abboud MR, Laver J, Xu F, Weksler B, Bussel J. Serum levels of GM-CSF

are elevated in patients with thrombocytopenia. Br ] Haematol. 1996;92:486-8.

165. Lazarus AH, Ellis J, Semple JW, Mody M, Crow AR, Freedman J.
Comparison of platelet immunity in patients with SLE and with ITP. Transfus

Sci. 2000;22:19-27.



89

166. Yoshimura C, Nomura S, Nagahama M, Ozaki Y, Kagawa H, Fukuhara S.
Plasma-soluble Fas (APO-1, CD95) and soluble Fas ligand in immune
thrombocytopenic purpura. Eur J Haematol. 2000;64:219-24.

167. Shenoy S, Mohanakumar T, Chatila T, Tersak J, Duffy B, et al. Defective
apoptosis in lymphocytes and the role of IL-2 in autoimmune hematologic

cytopenias. Clin Immunol. 2001;99:266-75.

168. Williams NS, Engelhard VH. Perforin dependent cytotoxic activity and
lymphokine secretion by CD4+ T cells are regulated by CD8+ T cells. J
Immunol. 1997;159:2091-9.

169. Srikiatkhachorn A, Braciale TJ. Virus specific CD8+ T lymphocytes
downregulate T helper cell type 2 cytokine secretion and pulmonary eosinophilia

during experimental murine respiratory syncytial virus infection. J Exp Med.

1997;186:421-32.

170. Holmes BJ, MacAry PA, Noble A, Kemeny DM. Antigen-specific CD8+ T
cells inhibit IgE responses and interleukin-4 production by CD4+ T cells. Eur J
Immunol. 1997;27:2657-65.

171. Noble A, Zhao ZS, Cantor H. Suppression of immune responses by CD8
cells. II. Qa-1 on activated B cells stimulates CD8 cell suppression of T helper 2
responses. J Immunol. 1998;160:566-71.

172. Ciubotariu R, Colovai Al, Pennesi G, Liu Z, Smith D, et al. Specific
suppression of human CD4+ Th cell responses to pig MHC antigens by
CD8+CD28- regulatory T cells. J Immunol. 1998;161:5193-202.

173. Liu Z, Tugulea S, Cortesini R, Suciu-Foca N. Specific suppression of T helper
alloreactivity by allo-MHC class I-restricted CD8+CD28- T cells. Int Immunol.
1998;10:775-83.

174. Cronin DC 2nd, Stack R, Fitch FW. IL- 4-producing CD8+ T cell clones can
provide B cell help. J Immunol. 1995;154:3118-27.

175. McMenamin C, Holt PG. The natural immune response to inhaled soluble
protein antigens involves major histocompatibility complex (MHC) class

Irestricted CD8+ T cell-mediated but MHC class Il-restricted CD4+ T cell



90

dependent immune deviation resulting in selective suppression of

immunoglobulin E production. J Exp Med. 1993;178:889-99.

176. Webber NP, Mascarenhas JO, Crow MK, Bussel J, Schattner EJ. Functional
properties of lymphocytes in idiopathic thrombocytopenic purpura. Hum

Immunol. 2001;62:1346-55.

177. Ramirez F, Fowell DJ, Puklavec M, Simmonds S, Mason J. Glucocorticoids

promote a TH2 cytokine response by CD4 T cells in vitro. Immunol.

1996;156:2406-12.

178. Ramirez F. Glucocorticoids induce a Th2 response in vitro. Dev Immunol.

1998;6:233-43.

179. Agarwal SK, Marshall GD Jr. Dexamethasone promotes type 2 cytokine
production primarily through inhibition of type 1 cytokines. J Interferon
Cytokine Res. 2001;21:147-55.

180. Franchimont D, Louis E, Dewe W, Martens H, Vrindts-Gevaert Y, et al.
Effects of dexamethasone on the profile of cytokine secretion in human whole

blood cell cultures. Regul Pept. 1998;73:59-65.

181. Mysliwiec J, Kretowski A, Topolska J, Siewko K, Jakubczyk D, et al. Serum
Thl and Th2 profile cytokine level changes in patients with Graves'
ophthalmopathy treated with corticosteroids. Horm Metab Res. 2001;33:739-43.

182. Lacka K, Manuszewska E, Korczowska I, Lacki JK. The effect of
methylprednisolone pulse treatment on cytokine network in Graves

ophthalmopathy. Curr Eye Res. 2007;32:291-7.

183. De A, Blotta HM, Mamoni RL, Louzada P, Bertolo MB, et al. Effects of
dexamethasone on lymphocyte proliferation and cytokine production in

rheumatoid arthritis. J Rheumatol. 2002;29:46-51.

184. Xie HF, Li J, Shi W.Hunan Yi. Effect of corticosteroids on the balance of Th
cytokines in patients with systemic lupus erythematosus. Ke Da Xue Xue Bao.

2002;27:533-5.



91

185. Guo C, Chu X, Shi Y, He W, Li L, et al. Correction of Th1-dominant cytokine
profiles by high-dose dexamethasone in patients with chronic idiopathic

thrombocytopenic purpura. J Clin Immunol. 2007;27:557-62.

186. Ling V. Multidrug resistance: molecular mechanisms and clinical relevance.

Cancer Chemother Pharmacol. 1997;40 Suppl:3-8.

187. Deeley RG, Cole SP. Function, evolution and structure of multidrug

resistance protein (MRP). Semin Cancer Biol. 1997;8:193-204.

188. Ford JM. Modulators of multidrug resistance. Preclinical studies. Hematol

Oncol Clin North Am. 1995;9:337-61.

189. Chan HS, DeBoer G, Thorner PS, Haddad G, Gallie BL, Ling V. Multidrug
resistance. Clinical opportunities in diagnosis and circumvention. Hematol

Oncol Clin North Am. 1994;8:383-410.

190. Van der Kolk DM, de Vries EG, Miiller M, Vellenga E. The role of drug
efflux pumps in acute myeloid leukemia. Leuk Lymphoma. 2002;43:685-701.

191. Jorgensen C, Sun R, Rossi JF, Costes J, Richard D, et al. Expression of a
multidrug resistance gene in human rheumatoid synovium. Rheumatol Int.

1995;15:83-6.

192. Maillefert JF, Maynadie M, Tebib JG, Aho S, Walker P, et al. Expression of
the multidrug resistance glycoprotein 170 in the peripheral blood lymphocytes of
rheumatoid arthritis patients. The percentage of lymphocytes expressing
glycoprotein 170 is increased in patients treated with prednisolone. Br J

Rheumatol. 1996;35:430-5.

193. Yudoh K, Matsuno H, Nakazawa F, Yonezawa T, Kimura T. Increased
expression of multidrug resistance of P-glycoprotein on Th1 cells correlates with

drug resistance in theumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 1999;42:2014-5.

194. Gottesman MM, Fojo T, Bates SE. Multidrug resistance in cancer: role of
ATP-dependent transporters. Nat Rev Cancer. 2002;2:48-58.

195. Kim RB. Drugs as P-glycoprotein substrates, inhibitors, and inducers. Drug
Metab Rev. 2002;34:47-54.



92

196. Miller TP, Grogan TM, Dalton WS, Spier CM, Scheper RJ, Salmon SE. P-
glycoprotein expression in malignant lymphoma and reversal of clinical drug
resistance with chemotherapy plus high-dose verapamil. J Clin Oncol.

1991;9:17-24.

197. Bates SE, Wilson WH, Fojo AT, Alvarez M, Zhan Z, et al. Clinical reversal
of multidrug resistance. Stem Cells. 1996;14:56-63.

198. Tugwell P, Pincus T, Yocum D, Stein M, Gluck O, et al. Combination therapy
with cyclosporine and methotrexate in severe rheumatoid arthritis. The
Methotrexate-Cyclosporine Combination Study Group. N Engl J Med.
1995;333:137-41.

199. Diaz-Borjon A, Richaud-Patin Y, Alvarado de la Barrera C, Jakez-Ocampo J,
Ruiz-Argiielles A, Llorente L. Multidrug resistance-1 (MDR-1) in rheumatic
autoimmune disorders. Part II: Increased P-glycoprotein activity in lymphocytes
from systemic lupus erythematosus patients might affect steroid requirements for

disease control. Joint Bone Spine. 2000;67:40-8.

200. Vilpo J, Koski T, Vilpo L. Calcium antagonists potentiate P-glycoprotein-
independent anticancer drugs in chronic lymphocytic leukemia cells in vitro.

Haematologica. 2000;85:806-13.

201. Aftab DT, Yang JM, Hait WN. Functional role of phosphorylation of the
multidrug transporter (P-glycoprotein) by protein kinase C in multidrug-resistant

MCEF-7 cells. Oncol Res. 1994;6:59-70.

202. Fanger CM, Neben AL, Cahalan MD. Differential Ca2+ influx, KCa channel
activity, and Ca2+ clearance distinguish Th1 and Th2 lymphocytes. J Immunol.
2000;164:1153-60.

203. Jorgensen C, Maillefert JF. Multidrug resistances genes in rtheumatology. Is

their role immunological or pharmacological? Joint Bone Spine. 2000;67:8-10.

204. Pendse S, Sayegh MH, Frank MH. P-glycoprotein a novel therapeutic target
for immunomodulation in clinical transplantation and autoimmunity? Curr Drug

Targets. 2003;4:469-76.



93

205. Kaspers GJ, Pieters R, Klumper E, De Waal FC, Veerman AIJP.
Glucocorticoid resistance in childhood leukemia. Leuk Lymphoma.

1991;13:187-201.

206. Griese M, Kusenbach G, Lusebring K, Koster W, Roth B, Reinhardt D.
Glucocorticoid receptors in mononuclear blood cells and their correlation to
endogenous and exogenous corticoids in healthy and asthmatic children. Eur J

Pediatr 1988;147:490-5.

207. Grzanka A, Jarzab J, Rogala B. Molecular mechanism of glucocorticoid

action. Pol Arch Med Wewn. 1996;95:375-82.

208. DeRijk R, Sternberg EM. Corticosteroid resistance and disease. Ann Med.
1997;29:79-82.

209. Rogler G, Meinel A, Lingauer A, Michl J, Zietz B, et al. Glucocorticoid
receptors are down-regulated in inflamed colonic mucosa but not in peripheral

blood mononuclear cells from patients with inflammatory bowel disease. Eur J

Clin Invest. 1999;29:330-6.

210. Shipman GF, Bloomfield CD, Kazimiera JGP, Munck AU, Smirt KA.
Glucocorticoids and lymphocytes. III. Effects of glucocorticoid administration

on lymphocyte glucocorticoid receptor. Blood. 1983;61:1086-90

211. Tanaka H, Akama H, Ichikawa Y, Homma M, Oshima H. Glucocorticoid
receptors in normal leukocytes: effects of age, gender, season, and plasma

cortisol concentrations. Clin Chem. 1997;37:1715-9.

212. Oakley RH, Cidlowski JA. Homologous down regulation of the
glucocorticoid receptor: the molecular machinery. Crit Rev Eukaryot Gene Expr.

1993;3:63-88.

213. Lowy MT. Corticosterone regulation of brain and lymphoid corticosteroid

receptors. J Steroid Biochem Mol Biol. 1991;39:147-54.

214. DiBattista JA, Martel-Pelletier J, Cloutier JM, Pelletier JP. Modulation of
glucocorticoid receptor expression in human articular chondrocytes by cAMP

and prostaglandins. J Rheumatol Suppl. 1991;27:102-5.



94

215. Salkowski CA, Vogel SN. IFN-gamma mediates increased glucocorticoid

receptor expression in murine macrophages. J Immunol. 1992;148:2770-7.

216. Crabtree GR, Munck A, Smith KA. Glucocorticoids and lymphocytes. II. Cell
cycle-dependent changes in glucocorticoid receptor content. J Immunol.

1980;125:13-7.

217. Berki T, Kumanovics G, Kumanowics A, Falus A, Ujhelyi E, Nemeth P.
Production and flow cytometric application of a monoclonal anti-glucocorticoid

receptor antibody. J Immunol Methods. 1998;214:19-27.

218. Sanden S, Tripmacher R, Weltrich R, Rohde W, Hiepe F, Burmester GR,
Buttgereit F. Glucocorticoid dose dependent downregulation of glucocorticoid

receptors in patients with rheumatic diseases. J Rheumatol. 2000;27:1265-70.

219. Haack D, Scharer K, Asam-Tauscher A, Vecsei P. Glucocorticoid receptors in

idiopathic nephrotic syndrome. Pediatr Nephrol. 1996;13:653-6.

220. Bagdasarova IV, Ivanov DD, Afanas’eva VV. The morphofunctional
characteristics of the blood lymphocytes in steroid-sensitive and steroid-resistant

glomerulonephritis. Arkh Pathol. 1991;53:28-32.

221. Carlotti AP, Franco PB, Elias LL, Facincani I, Costa EL, et al. Glucocorticoid
receptors, in vitro steroid sensitivity, and cytokine secretion in idiopathic

nephrotic syndrome. Kidney Int. 2004;65:403-8.

222. Chauhan D, Auclair D, Robinson EK, Hideshima T, Li G, et al. Identification
of genes regulated by dexamethasone in multiple myeloma cells using

oligonucleotide arrays. Oncogene. 2002;21:1346-58.

223. Geley S, Hartmann BL, Hala M, Strasser-Wozak EMC, Kapelari K, Kofler R.
Resistance to glucocorticoid-induced apoptosis in human T-cell acute
lymphoblastic leukemia CEM-C1 cells is due to insufficient glucocorticoid

receptor expression. Cancer Res. 1996;56:5033-38.

224. Reichardt HM, Umland T, Bauer A, Kretz O, Schutz G. Mice with an
increased glucocorticoid receptor gene dosage show enhanced resistance to

stress and endotoxic shock. Mol Cell Biol. 2000;20:9009-17.



95

225. Pazirandeh A, Xue Y, Prestegaard T, Jondal M, Okret S. Effects of altered
glucocorticoid sensitivity in the T-cell lineage on thymocyte and T-cell

homeostasis. FASEB J. 2002;16:727-9.

226. Brunet CL, Gunby RH, Benson RSP, Hickman JA, Watson AJM, Brady G.
Commitment to cell death measured by loss of clonogenicity is separable from

the appearance of apoptotic markers. Cell Death Differ. 1998;5:107-15.

227. Wallace AD, Cidlowski JA. Proteasome-mediated glucocorticoid receptor
degradation restricts transcriptional signaling by glucocorticoids. J Biol Chem.

2001;276:42714-21.

228. Gomi M, Moriwaki K, Katagiri S, Kurata Y, Thompson EB. Glucocorticoid
effects on myeloma cells in culture: correlation of growth inhibition with
induction of glucocorticoid receptor messenger RNA. Cancer Res.

1990;50:1873-8.

229. Pedersen KB, Vedeckis WV. Quantification and glucocorticoid regulation of
glucocorticoid receptor transcripts in two human leukemic cell lines.

Biochemistry. 2003;42:10978-90.

230. Ramdas J, Liu W, Harmon JM. Glucocorticoid-induced cell death requires
autoinduction of glucocorticoid receptor expression in human leukemic T cells.

Cancer Res. 1999;59:1378-85.

231. Kofler R, Schmidt S, Kofler A, Ausserlechner MJ. Resistance to
glucocorticoid-induced apoptosis in lymphoblastic leukemia. J Endocrinol.

2003;178:19-27.

232. Riml S, Schmidt S, Ausserlechner MJ, Geley S, Kofler R. Glucocorticoid
receptor heterozygosity combined with lack of receptor autoinduction causes
glucocorticoid resistance in Jurkat acute lymphoblastic leukemia cells. Cell

Death Differ. 2004;11 Suppl 1:65-72.

233. Helmberg A, Auphan N, Caelles C, Karin M. Glucocorticoid-induced
apoptosis of human leukemic cells is caused by the repressive function of the

glucocorticoid receptor. EMBO J. 1995;14:452-60.



96

234. Filion MC, Bradley AJ, Devine DV, Décary F, Chartrand P. Autoreactive T
cells in healthy individuals show tolerance in vitro with characteristics similar to

but distinct from clonal anergy. Eur J Immunol. 1995;25:3123-7.

235. Leussink VI, Jung S, Merschdorf U, Toyka KV, Gold R. High-dose
methylprednisolone therapy in multiple sclerosis induces apoptosis in peripheral

blood leukocytes. Arch Neurol. 2001;58:91-7.

236. Frisullo G, Nociti V, Iorio R, Katia Patanella A, Bianco A, et al.
Glucocorticoid treatment reduces T-bet and pSTAT1 expression in mononuclear
cells from relapsing remitting multiple sclerosis patients. Clin Immunol.

2007;124:284-93.

237. Oltvai ZN, Milliman CL, Korsmeyer SJ. Bcl-2 heterodimerizes in vivo with a
conserved homolog, Bax, that accelerates programmed cell death. Cell.

1993;74:609-19.

238. Hockenbery D, Nufiez G, Milliman C, Schreiber RD, Korsmeyer SJ. Bcl-2 is
an inner mitochondrial membrane protein that blocks programmed cell death.

Nature. 1990;348:334-6.

239. Sharief MK, Semra YK. Upregulation of the inhibitor of apoptosis proteins in
activated T lymphocytes from patients with multiple sclerosis. J Neuroimmunol.

2001;119:350-7.

240. Xu L, Zhang L, Yi Y, Kang HK, Datta SK. Human lupus T cells resist
inactivation and escape death by upregulating COX-2. Nat Med. 2004;10:411-5.

241. Schirmer M, Vallejo AN, Weyand CM, Goronzy JJ. Resistance to apoptosis
and elevated expression of Bcl-2 in clonally expanded CD4+CD28- T cells from
rheumatoid arthritis patients. J Immunol. 1998;161:1018-25.

242. Lev N, Barhum Y, Melamed E, Offen D. Bax-ablation attenuates
experimental autoimmune encephalomyelitis in mice. Neurosci Lett.

2004;359:139-42.



