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1. GIRIS VE AMAC

CD4+/CD25+ T lenfositler, regulatuar T lenfosit olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler
timus kontrol ve siizgecinden siyrilan otoreaktif T lenfositlerin aktivasyon ve
proliferasyonunu onleyen hiicreler olarak bilinirler. T regulatuar lenfositlerdeki yetersizlik
bazi otoimmiin hastaliklara yol agmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda multiple skleroz,
myestenia graves, tip 1 diyabetes mellitus, romatoid artrit ve psdriazis gibi otoimmiin
orjinli oldugu diisiintilen hastaliklarda periferik kan T regulatuar lenfositlerin oran ve
fonksiyonlarinda belirgin olarak azalma bildirilmistir (1, 2).

Periferik kan B lenfositler CD19+/27+ bellek ve CD19+/CD27- naif hiicreleri olmak
lizere baslica 2 gruba ayrilirlar. Literatiirde multiple skleroz, romatoid artrit ve sistemik
lupus eritematozis gibi bazi otoimmiin hastaliklarda periferik kan bellek B lenfosit
oranlarinin normal kaldig1, azaldig1 veya artmis oldugunu gosteren ¢aligsmalar mevcuttur
(3).

Idyopatik trombositopenik purpura nedeni tam olarak bilinmeyen immiin bir
trombositopenidir. Akut ya da kronik seyirli olabilir. Kronik idyopatik trombositopenik
purpura erigkinlerde daha fazla goriiliir. Otoimmiin hemolitik anemiler otolog eritrosit
antijenlerine kars1 antikor yapimu ile karakterize bir anemi grubudur. Literatiirde idyopatik
trombositopenik purpura ve otoimmiin hemolitik anemili hastalarda tan1 aninda ve bu
hastaliklarin seyri esnasinda periferik kan  lenfosit subgruplart ile igili ¢ok sayida
calisma olmakla birlikte T regulatuar lenfosit degisiklikleri ile ilgili az sayida ¢alisma
mevcuttur. Bu hastalik gruplarinda periferik kan bellek B lenfositlerinde degisiklik olup
olmadigini ve varsa bunlarin hastalik seyrine etkisini analiz eden yeterli veri yoktur.

Bu caligmada idyopatik trombositopenik purpura ve otoimmiin hemolitik anemili
hastalar da periferik kan T regulatuar lenfositler basta olmak iizere T lenfosit alt gruplari ve
bellek B lenfosit oranlarinin analizlerinin yapilmasi ve varsa mevcut degisikliklerin tan,

tedavi ve prognozla iligkisinin aydinlatilmas1 amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. idyopatik Trombositopenik Purpura
ITP nedeni tam olarak bilinmeyen immiin bir trombositopenidir. Akut ve kronik
seyirli olabilir. Akut ve kronik ITP insidans, prognoz ve tedavi acisindan farkliliklar igerir.

Cogu klinisyen akut ve kronik ITP’nin farkli hastaliklar olduguna inanmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1: Akut ve kronik idyopatik trombositopenik purpuranin karakteristik 6zellikleri

Akut ITP Kronik ITP
Pik yas1 Cocuk, 2-6 yas Eriskin, 20-40 yas
Kadin /erkek orani 1:1 3:1
Oncesinde enfeksiyon varligt 1-3 hafta dncesi sik Nadir
Kanama baglangici Ani Sinsi
Agi1z i¢i hemorajik biil Siklikla var Genellikle yok
Trombosit sayisi <20.000/ul 30.000-80.000/ ul
Eozinofili ve lenfositoz Sik Nadir
Hastalik siiresi 2-6 hafta, nadiren daha uzun Aylar ya da yillar
Spontan remisyon %80 Nadir

2.1.1. insidans

ABD’de ITP’nin yillik insidansi ortalama 10.000 de 1,6’dir. Akut ITP, 6 aydan kisa
stiren, ¢cogunlukla spontan diizelen, ¢ocukluk ve geng erigkinleri etkiliyen trombositopeni
olarak adlandirilir. Kronik ITP, 6 aydan uzun siiren, ¢ogunlukla eriskinlerde goriilen ve
trombositopeninin diizelmesi i¢in tedavi gerektiren bir hastaliktir. Erigkin kronik ITP

hastalarinin ortalama yasi 40-45 arasindadir (4).



2.1.2. Patofizyoloji

ITP sendromu, trombosit membraninin degisik kisimlarina karsi gelismis genellikle
IgG yapisindaki antitrombosit antikorlar1 ile kaplanmis trombositlerin mononukleer
makrofaj sisteminde 6zellikle karaciger ve dalakta dolasimdan uzaklastirilmasi nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Otoantikorlarla kapli trombositlerin yikimina karsi bir cevap olarak
cogu hastada kompansatuar olarak trombosit iiretiminde bir artis olabilmektedir. Buna
ragmen bazi durumlarda kemik iliginde intramediiller antikor kapli trombositlerin
makrofajlar tarafindan yikimi1 veya megakaryopoezin inhibisyonu sonucunda trombosit

tiretiminde azalma olabilmektedir (5).

2.1.2.1.Trombosit Otoantikorlari

ITP’de trombosit yiizeyinde artmis miktarda IgG vardir. Trombosit yikim hizi
trombositle iliskili IgG seviyeleri ile orantilidir (6). ITP’de Gp Ib, Gp IIb/Illa, Gp Ib/5/9,
Gp 1V, glukosifingolipitlere ve kardiyolipinlere karsi otoantikorlar saptanmistir (7).
Otoantikorlar trombositlere baglanmakta ve primer olarak trombosit yagamini kisaltarak
trombositopeniye sebep olmaktadirlar. ITP’de hiicre aracilikli immiinitenin rolii agik
degildir. Bununla birlikte ITP’li hasta verilerinde T lenfositlerin fenotipik ve fonksiyonel
anormallikleri ileri siiriilmektedir. Trombositlere karsi reaktive T hiicre klonlar1 kronik
ITP’li c¢ocuklarin dalaginda,  periferik kaninda ve eriskinlerin periferik kaninda
tanimlanmigtir. Otoreaktif periferal T lenfositler hastalik patofizyolojisine aracilik

edebilirler (8, 9, 10).

2.1.2.2. Trombosit Yasam Siiresi

ITP’de trombositlerin yasam siiresi dakikalardan 2-3 giin arasinda olacak sekilde
kisalmistir (11). Splenik sekestrasyon ve yikim bir¢cok hastada kisalmig yasam siiresinden
sorumludur (7). Bunun yaninda karaciger ve kemik iliginin retikiiloendotelyal hiicreleri
antikor kapli trombositlerin sekestrasyonunda 6énemli rol oynayabilirler. Bu hastalar ¢ok
diisiik trombosit sayis1 olan ve splenektomi sonrasi trombositopenisi devam eden

hastalardir (12).



2.1.3. Kronik ITP Klinigi

ITP’de olan hemoraji, petesi, purpura ve ekimoz tipindedir. Hastada sadece deride
ekimoz ve purpura var ise kuru purpura, buna ilaveten mukozal membranlarda da kanama
var ise yas purpura olarak adlandirilir. Yas purpura olan hastalarda trombosit sayis1 daha
diisiik ve komplikasyon oranlar1 daha yiiksektir. Hemorajinin ciddiyeti ve siklig1 genellikle
trombosit sayisi ile koroledir. Trombosit sayist 50.000 iizerinde olan hastalar travma
olmaksizin spontan hemoraji olusumundan c¢ogunlukla hafif diizeyde -etkilenirler.
Trombosit sayist 10.000-50.000 arasinda olan hastalarda spontan hemoraji ciddiyeti
degiskendir; 6rnegin ekimoz ve purpura. Trombosit sayis1 10.000’in altinda olan hastalarda

ise kanamanin mortalite ve morbitide riski daha yiiksektir (7).

2.1.4.Laboratuvar

Periferik kan bulgulari: Trombosit boyutu ve morfolojik goriinlimiindeki
anormalikler yaygindir. Trombositler genelde biiyiiktiir (3-4 um capta). Boyut ve sekil
olarak cesitlilik gostermektedir. Anormal kiiclik trombositler ve trombosit fragmanlari
(mikropartikiiller) belirgindir. ~ Ortalama trombosit hacmi (MPV) ve trombosit boyutu
heterojenitesinin ~ (trombosit  dagilim  araliginin)  6l¢iimii, ITP’li  hastalarin
degerlendirilmesinde yararli bilgiler saglayabilir (13). Cok sayida megatrombosit
bulunmasi, yliksek MPV degerlerine sebep olur. Megatrombositozun altinda yatan asil
mekanizma halen belirsizdir. Trombosit yikimina cevap olarak hizlandirilmis trombosit
olusumunun bir sonucu olabilir. ITP’li hastalarda MPV artis1 trombosit sayisi ile genellikle
ters orantili olacak sekilde koreledir. Bazi hastalarda anemi olabilir. Anemi genellikle kan
kaybina baghdir ve siklikla normositerdir. Eger kanama ciddiyse ve uzun siirdiiyse, demir
eksikligi anemisi goriilebilir. ITP’1i hastalarda pozitif Coombs testi ve otoimmiin hemolitik
anemi olabilir. Bu birliktelik evans sendromu olarak bilinir (14). Lokosit sayis1 hastalarin
tamamina yakininda normaldir. Koagiilasyon testlerin de sadece uzamis kanama zamani
gibi trombositopeniye atfedilebilen degisiklikler vardir. Protrombin zamani, parsiyel
tromboplastin zamani ve fibrinojeni igeren kan koagiilasyon testlerinin sonuglari,

unkomplike trombositopenili hastalarda normaldir.



Kemik iligi bulgulari: Kemik iligindeki degisiklikler genellikle megakaryositlerle
sinirliyken, kan kaybinin bir sonucu olarak normoblastik hiperplazi olusabilir. Ara sira
olan eozinofili harig, 16kositer seri normaldir (7). Megakaryositlerin genellikle boyutlari
artmistir (15). Sayilar1t normal veya artmis olabilir. Muhtemelen hizlanmig trombopoeze
bagl olarak megakaryositlerin tek ¢ekirdekli, dar stoplazmali ve goreceli olarak daha az

graniilleri olan formlar1 yaygindir. (16).
2.1.5. Ayiricr Tani

Trombositopenik bir hastanin degerlendirilmesindeki ilk basamak, azalmis trombosit
sayisini dogrulamak ic¢in periferal yaymanin incelenmesidir. EDTA (etilendiamin tetra
asetik asit) varliginda trombositler; graniilositler ya da monositlerle aglutinasyona girerler.
Bunun yaninda trombositler ven6z kan drenegindeki beyaz kan hiicrelerinin yiizeyine rozet
formasyonda baglanmis oldugundan dolayida sayilamayabilirler (trombosit satellitizmi)
(7).

ITP, periferal trombositopeninin gdsterilmesiyle birlikte dykii, fizik muayene ve tam
kan sayiminda trombositopeniye yol agacak baska nedenin olmamasina dayali bir diglama
tanisidir. Splenomegali, trombositopeninin dalagin biiytimesiyle iligkili altta yatan ayr1 bir

hastaligin varligina bagli hipersplenizmin bir sonucu olabilecegini gostermektedir (7).

Akut 16semi, myelodisplastik sendrom ve aplastik aneminin baslangi¢ semptomlari
ITP’yi taklit edebilir. Trombositopeninin goriildiigii ITP disindaki hematolojik bozukluklar
da genellikle trombositopeni disinda 16kosit ve eritrosit anormallikleri mevcuttur. ITP
karakteristik bir kemik iligi degisikligine sebep olmaz. Bu nedenle kemik iligi incelemesi
rutin olmamalidir. Ancak 60 yasin {iizerindeki hastalarda veya diger etyolojileri

gosterebilecek atipik bulgular1 olan hastalarda kemik iligi aspirasyonu yararl olabilir (7).

Periferik yaymada sistositlerin bulunmasi, trombositopeninin mikroanjiyopatik bir
stiregle iliskili olabilecegini gosterir. Trombotik trombositopenik purpura (TTP) veya
hemolitik iiremik sendrom (HUS) da trombositopeni ile birlikte artmus laktat dehidrogenaz
ve indirekt bilirlibin seviyeleri gibi hemolizin laboratuar bulgular1 mevcuttur. Ayrica
TTP’de gegici, multifokal nérolojik bulgular, bobrek yetmezligi, ates goriilebilir. HUS te
ise sadece bobrek yetmezligi olabilir. Dissemine intravaskiiler koagulopatide

trombositopeni ile birlikte koagiilasyon anormallikleri bulunabilir (7).



Immiin trombositopeni tanis1 konulduktan sonra ikinci énemli basamak: ITP ile HIV,
hepatit C, hepatit B gibi viral enfeksiyonlarin, sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi
kollajen vaskiiler hastaliklarin, kronik lenfositik 16semi gibi lenfoproliferatif bozukluklarin
ve ila¢ alim1 gibi immiin trombositopenik purpuranin sekonder formlarinin ayrilmasidir.
Ozellikle bir eriskinde trombositopeninin gelisminde farmakolojik bir etyolojiden
stiphelendirmelidir. Ciinkii trombositopeniyle iligkili bir¢ok ilag eriskinlerde ¢ocuklardan
daha sik olarak kullanilmaktadir. Trombositopeninin heparin alimina sekonder olma
olasiligmmi elimine etmek de gereklidir. Ayrica, antifosfolipid antikor sendromu

trombositopeniyle iligkili olabilecek bir bozukluktur (7).

2.1.6. ITP’nin Tedavisi

Eriskin ITP tedavisi: ITP tanis1 alan hastalar kanama olsun ya da olmasin trombosit
sayist <30.000/ul veya aktif kanamasi varsa trombosit sayist <50.000/ul ise tedavi
edilmelidir (17).Spontan remisyonlar eriskinlerde ¢ok nadir goriilmektedir (tahmini %5 ).
Cogu spontan remisyon erken donemlerde meydana gelmistir. Yasli hastalarda ITP
nadirdir; bildirilmis yayinlardaki hastalarin sadece %30°u 45 yasin iizerindedir. Ancak bu
hastalar gen¢ hastalara oranla tedaviye daha refrakter olabilirler ve hemoraji

komplikasyonu yiiksektir.

A-Steroid tedavisi: Steroidler eriskin ITP’li hastalar da klasik ilk basamak
tedavisidir. Prednizolon (genellikle, baglangic dozu olarak 1 mg/kg/giin) ile tedavi edilmis
hastalarda tam ve parsiyel (trombosit >50,000/ul) cevaplar ortalama %65-85 oraninda
gozlenmistir. Ilacin kesilmesinden sonra siirdiiriilebilir cevap hastalarin sadece %25 veya
daha azinda gozlenmistir. Cevap veren hastalarda trombosit sayis1 genellikle 1 hafta iginde
yukselmistir ve pik degerlere 2-4 haftada ulagsmustir. 4 haftada herhangi bir cevap
allmamayan hastalarin prednizolona cevap vermesi beklenmediginden splenektomi veya

diger tedavi secenekleri diistiniilmelidir (7).

Etki Mekanizmasi: Steroid tedavisi ITP’li hastalarda trombosit sayisindaki artigin
yant sira ilave olarak endotel stabilizasyonu saglayarak purpurik kanamay1

tyilestirmektedir.



Trombositopeni {izerine etkisi: Reversibl trombositopenide steroidlerin etki

mekanizmasi biraz karisiktir. Steroidler trombositopeniyi bir¢ok mekanizmayla diizeltirler.
(a) Antikor kapl trombositlerin dalaktaki veya kemik iligindeki tiiketiminin azalmas1
(b) Dalakta antikor yapiminin azalmasi
(c) Kemik iliginde antikor yapiminin azalmasi
(d) Belirsiz mekanizmalarla kemik iliginde trombosit liretiminin artmasi

B-Splenektomi: Steroidlere 4-6 hafta da cevap vermeyen ciddi trombositopenili
(<10,000/ul), steroid azaltilirken relaps olan ya da 3 ay siire ile trombosit sayist 30,000/ul
altinda olan hastalarda splenektomi dikkate alinmalidir. Splenektomi sonrasi siirdiiriilebilir
tam cevap orani hastalarin ~%50-80’dir. Ameliyat sonrasi trombosit sayis1 siklikla 24-48
saat i¢inde hizla artar. Yaklasik 10 giin iginde 1 milyon/pl kadar ve hatta daha yiiksek
degerlere cikabilir. Cerrahi mortalite <%]1’dir. Perioperatif kanama nadirdir.
Splenektomiye cevap vermeyen veya splenektomiye baslangigtaki cevabindan sonra relaps

olan hastalar, aksesuar dalagin varlig1 agisindan degerlendirilmelidir (7).

ITP icin tedavide splenektominin etkinligi: antikora duyarli hale gelmis
trombositlerin yikimindan primer olarak sorumlu organin ¢ikarilmasina dayanmaktadir.

Dalagin ¢ikarilmasi antikor iiretiminde bir azalmayla da sonuglanabilir (7).

C- Immiinsiipresif tedaviler: ITP i¢in immiinsiipresif ilaglarin etkinligi degiskendir
ve elde edilen remisyonlar kisa &miirliidiir. Immiinsiiresif tedavi, splenektomi veya
steroidlere cevap vermeyen hastalar gibi refrakter vakalar i¢in saklanmalidir. Refrakter
hastalarda siklofosfamid, vinkristin veya vinblastin tedavisi kullanilabilir. Bir diger

tedavide kullanilan ajan anti-CD20 monoklonal antikor olan rituximabdir (7).

D-Yiiksek doz immiinglobiilin: Randomize ¢alismalarda; 400 mg/kg/giin (5 giin),
1.000 mg/kg/giin (2 giin) veya 500 mg/kg/glin (2 giin) rejimleri karsilastirildiginda esit
etkinlik gostermistir. Trombositler 2 giin sonra artmaya baglayabilir ve genellikle pik
seviyesine tedavi sonrasi 1 haftada ulasir. IVIG’nin etkisi bir¢ok mekanizma bagli olabilir.
Bunlar, retikiiloendotelyal hiicrelerin Fc reseptdr blogu, B hiicreleri ve antikorlar iizerine

etkileri, anti-inflamatuar ve hiicre biiyiimesi iizerine etkilerini igermektedir. IVIG ile tedavi



pahalidir. Cerrahi Oncesi veya hayati risk iceren kanamasi olan hastalarin tedavisinde

tedaviye cevabin hizli olmasi nedeniyle uygun bir ajandir (7).

E-Anti-D: Rh(+) hastalarda kullanilabilir. Anti-D immunoglobulin, spesifik olarak
eritrositlerdeki D antijenine baglanir. Antikor ile kapli eritrositler retikiiloendoteliyal
sistemde Ozellikle dalakta dncelikle tutularak Fc reseptor blokaji yaparlar ve trombositlerin
klirensini azaltirlar Anti-D’ye c¢ocuklar erigkinlerden ve splenektomisiz hastalar
splenektomililerden daha iyi cevap vermektedir. Trombosit sayisinda artis genellikle 48

saat sonra bagladigindan acil tedavide yeri yoktur (7).

2.2.0toimmiin Hemolitik Anemi

2.2.1. Siniflama

Otoimmiin hemolitik anemi (OIHA) hastanin kendi eritrositlerine karsi patolojik
antikor tiretimi ve antikor aracilikli eritrosit tiiketimini igerir. Siniflandirilmasinda en kolay
yol otoantikorlarin karakteristik sicaklik aktivitesine gore smiflandirmaktir (Tablo 2).
Sogukta aktiflesen otoantikorlarin tipik olarak viicut 1sisinda aktiviteleri azdir.
Otoantikorlarin eritrositlere karsi afinitesi sicaklik 0°C’ye dogru diistiikge artmaktadir.
Aksine sicakta aktiflesen otoantikorlar 37°C’de artmis bir afiniteye sahiptir. Sogukta
aktiflesen otoantikorlar genellikle IgM tipinde ve kompleman baglar. Eritrositlerin
intravaskiiler alanda hizli bir sekilde yikimina yol agmakta veya eritrositlerin karaciger
aracilikli klerensi olmaktadir. Aksine sicakta aktiflesen otoantikorlar IgG tipindedir.

Primer olarak eritrositlerin dalakta yikimina yol agmaktadir (18).
2.2.2. Etyoloji

Immiin tolerans, spesifik bir antijene karsi immiin yanitin gelisiminde bireysel bir
yetersizligin oldugu durumdur. Self tolerans kisinin kendi bireysel antijenlerine kars1 cevap
olusturamamasidir. Self tolerans kaybi otoimmiinite ile sonug¢lanir. Kendi antijenlerine
kars1 reaksiyona giren T hiicreler veya otoantikorlar doku hasar1 ve otoimmiin hastaliklara
neden olabilirler. OTHA’de bu antikorlar kendi eritrosit antijenlerine karsidir. Fc reseptdr
aracilikli fagositozla temizlemeye (ekstravaskiiler hemoliz) veya kompleman aracilikli

yikima (intravaskiiler hemoliz) yol agabilirler (19, 20).



Tablo 2: Immiin hemolitik aneminin siniflandirilmasi

A. Sogukta aktif antikorlar
1.Soguk aglutinin hastalig
a.Primer yada idiopatik
b.Sekonder
-Lenfoproliferatif hastaliklar

-Otoimmin hastaliklar

-Infeksiyonlar(Mycoplasma pnomonia,

Infeksiydz mononiikleoz, Diger viriisler)
2.Paroxysmal soguk hemoglobiniiri
a.Sifiliz
b.Kizamik, kabakulak, diger viriisler

B.Mix soguk-sicak aktif antikorlar

D.ilaca bagli immiin hemolitik anemi
1.1lag adsorpsion tip ( penisilin )
2.Neoantijen tipi (kinidin, stibofen )
3.0toimmiin tip ( a-metildopa )
4 Nonimmiin tip(I.kusak sefalosporinler)
E.Transplantasyona bagli hemolitik anemi

1.Hematopoetik stem cell transplantasyon

a.Minor ABO grup uyumsuzlugu
b.Major ABO grup uyumsuzlugu
c.Pasif antikor transferi

2.Solit organ transplantasyonu

C.Sicak aktif antikorlar
1.1dyopatik otoimmiin hemolitik anemi
2.Sekonder otoimmiin hemolitik anemi
3.Lenfoproliferatif hastaliklar
4.0toimmiin hastaliklar
5.Malignensi
6.Viral infeksiyonlar

Santral tolerans: Santral tolerans, santral lenfoid organlarda (T hiicreler i¢in timus,
B hiicreler i¢in kemik iligi) self reaktif T ve B lenfositlerin maturasyonundaki bozukluk
sonucu meydana gelmektedir. Santral tolerans periferik dolagimda olan se¢ilmis 6zel non-
otoreaktif T hiicreler tarafindan olusturulur ve otoimmiiniteyi engeller. Santral tolerans
tamamlanmazsa kendi antijenlerine kars1 aktif T hiicre populasyonu dolasima kagar. Bu T

hiicreler organa 6zgii ya da sistemik otoimmiin hastaliklara neden olurlar (18).

Periferik tolerans: Bozulmus periferik tolerans mekanizmasi intratimik negatif

seleksiyondan kagan T hiicre tarafindan olusturulmaktadir. Periferik toleransin

olusumundaki mekanizma anerji, regulatuar T hiicrelerin baskilanmasi ve programli hiicre

Olimii ile birlikte klonal delesyondur. Anerji lenfositlerin uzun siireli veya geri



dontistimsiliz fonksiyonel inaktivasyonunu ifade eder. Antijene 6zgii T hiicrelerinin
aktivasyonu icin iki sinyal gerekmektedir. Uygun MHC tasiyan hiicrece antijenin
sunulmasi ve antijen sunan hiicrede uygun ikinci uyarict molekiillerin (kositlimiilan)
bulunmasi gereklidir. Kostimiilanlarin yoklugu negatif bir sinyal olarak iletilir ve T lenfosit

anerjik hale gelir (18).

Otoimmiinitenin baslamasini etkileyen faktorler: Otoimmiinite ¢ok cesitli faktorler
tarafindan etkilenebilir. Bunlar arasinda dogal otoantijenler, genetik ve ¢evresel faktorler
yer alir (21). MHC class I ve class II genleri bazi otoimmiin hastaliklari predispoze
edebilirler. Insan HLA-DQ-6 molekiili OIHA ile iliskili bulunmustur. Ama diger

otoimmiin hastaliklar gibi genetik multifaktorialdir (18).

2.2.3. Laboratuvar tanisi

OIHA tanis1 igin iki kriter olmalidir. Bunlar hemolizin klinik veya laboratuvar kanit1

ve otoantikorlarin serolojik kanitidir.

Rutin laboratuvar tetkikler: Hemolizin degerlendirilmesindeki ana testler tam kan
sayimi, periferik yayma, bilirubin, laktat dehidrogenaz (6zellikle izoenzim 1),
haptoglobilin, hemoglobiniiri veya hemosideriniiridir. Hemolizin genel isaretleri
hemoglobin ve hemotokritin azalmasi, serum LDH ve indirek bilirubinde artma ve de
yeterli hematopoetik rezervle birlikte polikromazi ve retikiilositozdur. Haptoglobilin tipik
olarak azalmistir. Akut faz reaktan1 oldugu icin ardasik olarak diizeyine bakilmalidir.
Intravaskiiler hemolizde hemoglobinemi, hemoglobiniiri, hemosideriniiri,
methemalbiinemide artis ve haptoglobilin de azalma mevcuttur. OIHA de hemoliz
intravaskiiler ya da ekstravaskiiler olabilir. Intravaskiiler hemoliz tipik olarak agresif ve

hizlidir. Ekstravaskiiler hemoliz ise daha ilimlidir (18).

Serolojik arastirmalar: Bu amacla DAT testi yapilir.

Direkt antiglobulin testi (DAT, direkt coombs testi): hasta eritrositlerinin {izerine
reaktan bir serum eklenir. Reaktan i¢inde insan IgG’sine, kompleman komponentlerine
veya her ikisine kars1 gelistirilmis antikorlar vardir. Bu serum ile muamele edilen hasta

eritrositlerinde ¢okme (agliitinasyon) olup olmadigi goézlenir. Eritrositlerin yiizeyinde IgG



veya kompleman olmasi durumunda eklenen antikorlar eritrositlerin agliitine olmasina yol
acar. Bu durum pozitif DAT testi olarak degerlendirilir. Soguk agliitinin hastaliginda hasta

eritrositleri lizerinde sadece kompleman bulunur; IgG bulunmaz (22).

2.2.4. Soguk Reaktif Otoimmiin Hemolitik Anemi

2.2.5.1.Soguk Agliitinin Hastalig1

Klinik: Kronik ilimli hemolitik anemidir. Genellikle kisin alevlenir. Hemoglobin
7g/dl nin altina nadiren diiser. Hemoliz hiz1 endojen bilirubin metabolizma kapasitesinden
fazla ise sarilik olusur. Bazi hastalar soguga maruz kaldiklarinda hemoglobinemi ve
hemoglobiniiri ile birlikte olan hemoliz ataklar1 olusur. Bu ataklar1 engellemek i¢in daha
sicak iklimlere go¢ etmek zorunda kalabilirler. Vuciitta soguk olan ayak, burun, kulak ve
ellerdeki damarlarda eritrositlerin agliitine olmasi ile akrosiyanoz meydana gelir. Soguk
agliitinin hastalig1 olan hastalarin az bir kisminda hepatomegali veya splenomegali olabilir.
Infeksiydz mononiikleoz veya lenfomaya bagl sekonder soguk agliitinin hastaliginda dalak

daha biiyiik olabilir (18).

Tedavi: Anemi 1limli ve kronik olmasindan dolay1 hastalarin ¢cogunda antikorlarin
aktivite gosterdigi diisiik sicaklik derecelerine maruz kalmakta korunmaktan baska spesifik
tedaviye gerek yoktur. Bazi hastalarin daha 1lik iklim bdlgelerine go¢ etmesi gerekebilir.
Ciddi anemi ve kardiyovaskiiler hastaligi olanlarda agresif tedaviye ihtiya¢ duyulmaktadir.
Tedavide immiinsiipresif tedavi kullanilabilir. Splenektomi ve steroid tedavide faydasizdir.

2.2.5. Sicak Reaktif immiin Hemolitik Anemi

Sicak reaktif immiin hemolitik anemi, immiin hemolitik anemilerin %70’ini
olusturur. Genelde otoantikorlar IgG tipindedir. Antikorlar eritrosit ylizeyine kompleman
baglanmasina yol acar. Genellikle kompleman kaskadi membran atak kompleksine kadar
ilerlemez. Tipik olarak eritrositler dalakta ekstravaskiiler hemoliz ile yikilir. Altta yatan bir
hastaliga ikincil olabilir veya bazi vakalarda altta yatan siire¢ tanimlanamaz ve idiyopatik
olarak kabul edilir (18). Sicak immiin hemolitik anemiye yol acan sebepler primer

(idiopatik) ve sekonder immiin hemolitik anemi olarak siniflandirilir (Tablo 3).



Tablo 3: Sicak reaktif hemolitik anemiye neden olan hastaliklar

Otoimmiin hastaliklar Viral enfeksiyonlar
Sistemik lupus eritromatozis Epsten-barr virus
Romatoid artrit Hepatit C
Skleroderma HIV/AIDS
Ulseratif kolit Diger neoplastik hastaliklar
Antifosfolipit antikor Timoma

Lenfoproliferatif hastaliklar Ovarian dermoid kist, Teratom
Kronik lenfositik 16semi Kaposi sarkomu
Akut myelosit [6semi Karsinoma
Hodgkin lenfoma Diger nedenler
Non-hodgkin lenfoma Gebelik
Waldenstrom makroglobilinemisi Kemik iligi transplantasyonu
Diger lenfoproliferatif hastaliklar Hipogamaglobulinemi
Multipl myelom Disglobulinemi

2.2.6.1.Primer Iimmiin Hemolitik Anemi

Sicak otoantikorlar OIHA’nin %48-70’inden sorumludur (23). Primer ya da
idyopatik immiin hemolitik anemi, sicak reaktif immiin hemolitik anemilerin yarisindan
daha azini olusturur. Herhangi bir yas grubunda goriilebilir. Cogu seride bayanlarda iki kat
daha fazladir . Irksal farklilik yoktur. Bir ailede birden fazla kiside goriilebildiginden
genetik  yatkinhik  Ongoriilmektedir  (18). Ozellikle etkilenen bir kan grubu
gosterilememistir. OIHA nin insidans1 50.000-75.000°de 1°dir ( 23).

Sicak reaktif hemolitik anemi olan hastalarda uzun dénem arastirmalar sonucunda

altta yatan bir sebep bulunmustur.

Klinik: Degisken bir klinik prezentasyonu vardir. Hastalarda tipik olarak gii¢siizliik,
mide bulantisi, bag donmesi, egzersizle olan dispne gibi anemi semptomlar1 yavas yavas

gelisebilmektedir. Diger taraftan ates, kanama, Oksiiriik, karin agris1 ve kilo kayb1 gibi daha



az spesifik semptomlar goriilebilir (23). Agir hemoliz olan hastalarda anemi semptomlari
ile birlikte sarilik, solukluk, 6dem ve koyu idrar goriilmektedir. Anemiye splenomegali,
hepatomegali, lenfadenopati eslik edebilir (18).

Laboratuvar: Hemoglobin ve hemotokrit degeri hemolizin siddetine gére tamamen
normal veya ¢ok diisiik degerlerde olabilir. Geng eritrositlerin oraninin artmasinin bir
gostergesi olarak MCV genellikle yiikselmistir. MCV yiiksekligi ayrica kronik hemolizli
hastalar da folat eksikligine baglida olabilir. Retikiilosit sayis1 genelde artmis olmakla
birlikte bazi hastalarda retikiilositopeni goriilebilir. Enfeksiyon sonrast kemik iligi
baskilanmasi, malign myelofitizis, parvaviriis B19 enfeksiyonu, retikiilositlere karsi olusan
otoantikor varliginda retikiilositepeni gelisebilir (24). Periferik yaymada tipik olarak
retikiilositoz, makrositoz, polikromatofili ve cekirdekli eritrositler goriiliir. Monosit ve
daha az miktarda noétrofillerden meydana gelen eritrofagositler nadir olarak periferik
yaymada goriilebilir. Buda OIHA nin bir gostergesidir (18).

Serum bilirubin artis1 karaciger hastaligi olmadigi durumlarda nadiren Smg/dlI’nin
lizerine c¢ikar ve ankonjuge bilirubin yiiksekligi vardir (18). Eritrositlerin ylizeyinde
immiinglobulinlerin ve/veya komplemanlarin olmas1 immiin aracilikli hemolitik aneminin
karakteristik 6zelligidir. Sicak OIHA olan vakalarin %95’inden fazlasinda DAT pozitiftir.
OIHA’li hastalarin %20-66’sinda eritrosit yiizeyinde IgG, %24-63’iinde IgG ve C3, %7-
14’tinde sadece C3 ve %]1-4’tinde DAT negatiftir (23). Hemolizin ciddiyeti eritrosite
baglanan otoantikorlarin sayist ve DAT i giicli ile koreledir (25). DAT negatif olan
hastalarda hemolizin neden olustugu hala bilinmemektedir (18).

Tedavi: OIHA nin primer tedavisi 1-2mg/kg/giin metilprednizolondur. Hemoliz olan
hastalarda folat eksikligi goriilebileceginden folik asit replasmani onerilir. Semptomatik
hastalarda veya hermoglobin degeri 5mg/dI’nin altina diisen hastalarda transfiizyon
gerekebilir. Steroide refrakter veya steroid tedavisi sonrasit relaps olan hastalarda
splenektomi yararlidir. Splenektominin etkin olmadigr veya splenektomi sonrasi relaps
gelisen hastalarda immiin siipresif tedavi veya ritiiksimab kullanilir. Pozitif DAT’I1, 1liml
retikiilositoz, normal hemotokriti olan hastalarda steroid tedavisi rutin degildir. Kemik iligi
eritrosit yikimimni karsilayamaz ve takriben anemi gelisirse miidahale etmek gerekir.
Spesifik tedavi gerektiren ve siklikla OIHA ye neden olan hastaliklar1 aydilatmak icin ek
tetkikler yapilmalidir. Altta yatan hastaligin tedavi edilmesi OIHA’yi kontrol altinda
tutabilir (18).



2.3. Periferik kan lenfosit gruplar

Lenfositler morfolojik olarak birbirine ¢ok benzemelerine ve hatta birbirinden ayirt
edilmemelerine karsin islevsel anlamda koken aldigi dizi ve fenotip olarak birbirinden
farklidir. Giiniimiizde bu hiicreler monoklonal antikor panelleri ile taninabilen ylizey
proteinleri araciligi ile birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler. Bu proteinlerin standart
adlandirilmas1 ’CD’’ ( ayrim kiimesi “’cluster of differentiation’”) olarak tanimlanirlar.
Bunlar belli bir hiicre tipi veya hiicre bagkalasim evresini tanimlamak i¢in kullanilirlar ve
bir antikor kiimesi veya grubu tarafindan taninurlar. Periferik kanda ii¢ sinif lenfosit vardir
bunlar T lenfosit, B lenfosit, natural killer ( NK, dogal 6ldiiriicii ) hiicrelerdir. Tiim
lenfositler kemik iligindeki kok hiicrelerden gelisir. B lenfositler kemik iliginde, T
lenfositler timusta olgunlagir. Olgun lenfositler ylizeylerinde tasidiklar1 6zgiil reseptorleri
taniyan antijen ile karsilastiklarinda jenaratif (liretken) lenfoid organlar terk ederek

dolasima ve periferik lenfoid organlara gegerler (26).

Periferik kandaki lenfositlerin %60-70’1 T lenfositlerden olusur. T lenfositlerin ylizey
belirteci CD3’diir. T lenfositler hiicresel immiinitenin hiicreleridir. T lenfositlerin antijen
reseptorleri ise yalmzca peptid yapili antijenleri tanirlar. Bu peptidler major
histokompatibilite antijenleri (MCH) adi verilen 6zel peptid sunan molekiillere bagh
durumdadirlar. Bu molekiiller antijen sunan hiicreler (ASH) ad1 verilen bir grup 6zellesmis
hiicrelerde bulunurlar. T lenfositleri arasinda, CD4+ T hiicrelerine yardimci T hiicreleri adi
verilir. Bu hiicreler antikor yapimi i¢in B lenfositlere ve yutulmus mikroplarin yikimi i¢in
fagositlere yardim ederler. CD8+ T lenfositler ise sitotoksik lenfositler olarak
adlandirilirlar. Bu hiicreler hiicre i¢i mikroplar1 ve yabanci antijenleri tagtyan hiicreleri lizis

ederler (26).

Regulatuar T lenfositler veya Treg’ler CD4+ lenfositlerin bir alt kiimesidir. Timusta
otoantikorlar1 taniyan bazi olgunlagsmamis T lenfositler regulatuar (diizenleyici) hiicre
niteligi kazanarak periferik dolasima giderler. Otoantikorlara baglanan olgunlagmamis T
lenfositlerin negatif se¢im ile silinmesini veya regulatuar T lenfosit olmasini neyin
belirledigi heniliz bilinmemektedir. Periferik tolerans, olgun T lenfositlerin periferde
otoantikorlar1 tanimasi ile olusur. Sonugta anerji (islevsel yanitsizlik) veya apopitozise yol

acar veya regulatuar T lenfositler tarafindan otoreaktif lenfositler baskilanir. Regulatuar



lenfositlerin ¢ogunlugu CD4+ fenotipindedir ve yliksek diizeyde IL-2 reseptoriiniin alfa
zincirini gosterir (CD25). Baz1 regulatuar lenfositler TGF-f ve IL-10 gibi lenfositlerin ve
makrofajlarin aktivasyonunu durduran sitokinlerde iiretmektedirler (26). CDA4+ T helper
altgruplart Thl, Th2 ve Thl7 hiicrelerini i¢ermektedir . Thl ve Thl7 hiicreleri
otoimmiinitede 6nemli bir rol oynarken, Th2 hiicreleri atopik hastaliklarda 6nemli rol
oynar. T regulatuar lenfositler bu ii¢ alt grup T helper lenfositlerin aktivitesinin

diizenlenmesinde ve etkinliklerinin azalmasina yol acar (27).

B lenfositler periferal kan lenfositlerin % 20’sini olustururlar. Yiizey belirtegleri
CD19 ve CD20’dir. B lenfositler naif ve CD19-CD27+ bellek (memory) B lenfosit olmak
tizere baslica 2 gruba ayrilirlar Naif lenfositler mikrobial antijenleri tanimalari ve ayn
zamanda mikrobun uyardigi(ikincil) tehlike uyaranlarimida algiladiklari zaman antijene
0zgil lenfositler ¢cogalir (prolife olur), efektdr ve bellek B lenfositlere doniisiirler. Naif
lenfositler antijenler igin reseptdr tagimalarina ragmen antijeni ortadan kaldiracak islevleri
yapamazlar. Hiicrelerin effektor hiicrelere ve bellek hiicrelerine donlismeleri antijeni

tanimasi ile baglar. Buda immiin yanitin antijene 6zgiil oldugunun gostergesidir (26).



3. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi T1p Fakiiltesi Farabi Hastanesi Hematoloji
Bilim Dali tarafindan yiiriitiilmiistiir. Calisma protokolii Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Lokal Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (20.06.2008 tarih ve 2008/24 sayili

dosya numarasi ile).

3.1. Hastalar ve kontrol grubu

Calismaya Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Farabi Hastanesi Hematoloji
Bilim Dal1 Poliklinigi’ne temmuz 2008 ile agustos 2009 tarihleri arasinda bagvuran
ardasik 20 ITP’li hasta (13 bayan, 7 erkek hasta, yas dagilimi 17-68 arasinda olup yas
ortalamalar1 36.5 yil), 2 OIHA’li hasta (2 bayan hasta) dahil edildi. Kontrol grubu olarak
yas, cinsiyet uyumlu 20 saglikli birey secildi ( 13 bayan, 7 erkek birey, yas dagilimi 17-65
olup yas ortalamalar1 36 yil ).

Kontrol grubu Hasta grubu
Cinsiyet 13 bayan, 7 erkek 13 bayan, 7 erkek
Yas ortalamasi 36 yil 36.5 y1l

ITP hastalart i¢in tani kriterleri: Trombosit sayis1 100.000’in altinda olan, fizik
muayenede kanama bulgular1 disinda bulgusu olmayan, tam kan sayimmi ve periferik
yaymada trombositopeni diginda normal bulgulari olan, HbsAg, HCV, HIV, ANA, Anti ds
DNA negatif; gogiis radyograrafisi, tiroid fonksiyon testleri, idrar analizi, hemoglobin ve
beyaz kiire degerleri normal, splenomegalisi olmayan hastalar ITP tanisi ile ¢alismaya
dahil edildiler. 60 yas iistiinde olan veya ITP yoniinden siipheli bulgular1 olan hastalara

kemik iligi aspirasyon ve biyopsisi yapilarak tani kesinlestirildi.



ITP hastalari i¢in dislama kriterleri:
Fizik muayenede kanama bulgular1 disinda 6zellik olmamasi
Periferik yayma ve kan sayiminda trombositopeni disinda normal olmasi
HbsAg, HCV, HIV, ANA, Anti ds DNA negatif olmasi
Gogils radyograrafisinin normal olmasi
Tiroid fonksiyon testleri, idrar analizi normal olmasi
60 yas tiistiinde olan veya ITP yoniinden siipheli bulgulari olan hastalara kemik iligi

aspirasyon ve biyopsiside ITP dis1 bulgular

Anemi ve hemolizin genel isaretleri olan retikiilositoz, serum LDH ve indirek
bilirubinde artis ve direkt coombs testi pozitif olan hastalar OIHA olarak calismaya dahil

edildi. Bu hastalarda HbsAg, HCV, HIV, ANA, Anti ds DNA negatifti. Ila¢c kullanim
Oykiileri yoktu.

3.2. Akimsitometrik analiz ve periferik kan lenfosit alt grup oranlarimin

saptanmasi

Calismaya dahil edilen her hastadan ilk tan1 aninda ve bir ay sonra olmak iizere
toplam iki kez 2 mililitre periferik kan (EDTA'l tiip) 6rnegi alindi. Kontrol grubundaki
bireylerden ise bir kez kan 6rnegi ayni sekilde alindi. Akim sitometrisi ile T regulatuar
lenfosit(CD4+/CD25+), T lenfosit (CD3+/CD19-), T helper (CD3+/CD4+), T supresor
(CD3+/CD8+), B lenfosit (CD19+/CD3-), bellek (memory) B lenfosit (CD19+/CD27+)
oranlar1 6rnek alindiktan sonraki 2 saat icerisinde ¢alisildi. Periferik kan analizinde CD3
icin anti CD3-PE (phycoerytrin), CD4 i¢in anti CD4-FITC (fluorescein isothiocyanate),
CDS8 igin anti CD8-FITC, CDI19 igin anti CD19-PE, CD25 igin anti CD25-PE, CD27
icin anti CD27-FITC ile konjuge halde tek renkli monoklonal antikorlar kullanildi. Kan
ornekleri coulter TQ.prep’de 10 dakika inkiibe edilerek ve ortama litik soliisyon eklenerek
eritrositler ortamdan uzaklastirildi. Her bir 6rnek i¢in uygun izotipik kontroller kullanildi.
Incelemeler Coulter Epics XL.MCL akim sitometri cihazi ile gerceklestirildi. Lenfositler
“forward scatter’” ve “side scatter’’ 6zellikleri ile tanimlanip “gate” icine alinarak analiz

gerceklestirildi. Her bir kapi igerisinde 10.000 hiicre saydirildi. Her bir monoklonal



antikorla reaksiyon veren lenfositler, floresan Ozelliklerine goére ayrilip oranlar1 yilizde

olarak rapor edildi.
3.3. istatistiksel analiz

Gruplarin karsilastirilmasinda 6l¢iimle elde edilen verilerin normal dagilim gosterdigi
saptandi. Hasta grubu ve kontrol grubunun karsilastirilmasi i¢in student-t testi kullanildi.
Hasta grubu baslangi¢ ve l.ay sonu verileri karsilagtirilmasi i¢in paired-samples t testi
kullamldi. Olgiimle elde edilen veriler ortalama + standart sapma, sayimla elde edilen

veriler say1 (%) olarak ifade edildi. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak alindu.



4. BULGULAR

ITP’li hastalarin tan1 anindaki periferik kan lenfosit subgrup oranlari ile kontrol
grubu periferik kan lenfosit supgrup oranlar karsilastirildiginda; T lenfosit oranlari, T
helper lenfosit oranlari, T regulatuar lenfosit oranlar1 ve bellek B lenfosit oranlar1 hasta
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo
4, Grafik 1-2). Periferik kan T supresor ve B lenfosit oranlarina bakildiginda gruplar
arasinda anlamli bir farklilik olmadigi saptandi (Tablo 4).

Tablo 4. ITP’li hastalarda tan1 anindaki periferik kan lenfosit subgrup oranlar1 ile kontrol

grubu periferik kan lenfosit subgrup oranlarinin karsilastirilmasi

Lenfosit subgruplar Tam am (%) Kontrol (%) p

T regulatuar lenfosit(CD4+/CD25+) 0.25+0.17 1.14+0.77 0.0001
T lenfosit (CD3+/CD19-) 67.6£7.7 73.5+4.4 0.006
T helper lenfosit (CD3+/CD4+) 40.9+£8.8 49.5+4.4 0.001
T supresor lenfosit (CD3+/CD8+) 28.4+9.7 24.1+3.4 AD

B lenfosit (CD19+/CD3-) 16.1£5.8 17.7+4.9 AD
Bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 1.57+1.24 4.38+2.41 0.001

ITP’li hastalarin tan1 anindaki periferik kan lenfosit subgrup oranlan ile 1.ay
sonundaki periferik kan lenfosit subgrup oranlar1 karsilastirildiginda; bellek B lenfosit
oranlar1 tan1 aninda istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulundu (Tablo 5, Grafik 3).
Periferik kan T lenfosit oranlar1, T helper lenfosit oranlari, T regulatuar lenfosit oranlari, T
supresor ve B lenfosit oranlarma bakildiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 saptandi (Tablo 5). T regulatuar lenfosit oranlar1 tan1 aninda 1. ay sonuna oranla
daha diisiik bulunmasina ragmen muhtemelen vaka sayisinin az olmasi nedeniyle aradaki

fark anlamli diizeye ulagsmadi (Tablo 5).
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Grafik 1. Periferik kan T lenfosit ve T helper lenfosit oranlar1 ITP’li hastalarda tan1 aninda

kontrol grubuna gore anlamli oranda diisiiktii (*: p<0.05).
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Grafik 2. Periferik kan T regulatuar lenfosit ve bellek B lenfosit oranlar1 ITP’li hastalarda

tan1 aninda kontrol grubuna gore anlamli oranda diistiktii (*: p<0.05).



Tablo 5. ITP’I1 hastalarda tan1 an1 ve 1.ay sonunda periferik kan lenfosit subgrup oranlari

Lenfosit subgruplari Taniam (%) 1l.ay (%) p

T regulatuar lenfosit(CD4+/CD25+) 0.25+0.17 0.50+0.66 AD
T lenfosit (CD3+/CD19-) 67.6£7.7 67.7£10.2 AD
T helper lenfosit (CD3+/CD4+) 40.9+8.8 42.6£9.7 AD
T suprosor lenfosit (CD3+/CD8+) 28.4+9.7 26.4+8.3 AD
B lenfosit (CD19+/CD3-) 16.1£5.8 18.3+8.8 AD
Bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 1.57+1.24 3.0+1.7 0.008
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Grafik 3. Periferik kan bellek B lenfosit oranlari, ITP’li hastalarda tani aninda 1.ay sonuna

gore anlamli oranda diisiiktii (*: p<0.05).

ITP’l1 hastalarda 1.ay sonu degerleri ile kontrol grubu arasinda periferik kan lenfosit
subgruplarina bakildiginda; T lenfosit orani, T regulatuar lenfosit oran1 ve T hepler lenfosit
oranlar istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu (Tablo 6, Grafik 4-5). Periferik
kan T supresor lenfosit, B lenfosit ve bellek B lenfosit oranlarina bakildiginda gruplar

arasinda anlaml bir farklilik olmadig1 saptandi (Tablo 6).



Tablo 6. ITP’I1 hastalarda 1.ay sonu ve kontrol grubu periferik kan lenfosit subgrup

oranlart.

Lenfosit subgruplari 1.ay(%) Kontrol (%) p

T regulatuar lenfosit(CD4+/CD25+) 0.50+0.66 1.14+0.77 0.009
T lenfosit (CD3+/CD19-) 67.7+£10.2 73.5+4.4 0.032
T helper lenfosit (CD3+/CD4+) 42.6+9.7 49.5+4 .4 0.01
T suprosor lenfosit(CD3+/CD8+) 26.4+8.3 24.1£3.4 AD
B lenfosit (CD19+/CD3-) 18.3+8.8 17.7+4.9 AD
Bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 3.0+1.7 4.38+2.41 AD
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Grafik 4. ITP’l1 hastalarda 1.ay sonunda T lenfosit ve T helper lenfosit oranlar1 kontrol

grubuna gore anlamh diizeyde diistktii(*: p<0.05).
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Grafik 5. ITP’l1 hastalarda 1.ay sonunda periferik kan T regulatuar lenfosit oranlari
kontrol grubuna gore anlamli oranda diistiktii. Bellek B lenfosit oranlar1 agisindan ise

anlaml fark yoktu. (*: p<0.05).

ITP tanis1 konuldugunda tedavi ihtiyacit gdsteren (trombosit<30.000/mikrolitre) ve
tedavi ihtiyact gostermeyen (trombosit>30.000/mikrolitre) hastalar karsilastirildiginda;
tedavi ihtiyaci gosteren hastalarda T regulatuar lenfosit oranlari daha diisiik olarak
bulundu. Ancak muhtemelen vaka sayisinin azlig1 nedeniyle gruplar arasinda istatistiksel

fark saptanmadi.

Trombosit sayist 30.000/mikrolitre’nin altinda olan ITP’l1 hastalara 1mg/kg/giin
dozunda metilprednizolon verildi. Tedavi verilen 10 hasta 3 ay siire ile takip edildi.
Hastalarin 6’s1 tedaviye cevap vermis, 4’1 tedaviye cevap vermemistir. Tedavi cevabi
olmayan hastalarda T regulatuar lenfosit ve bellek B lenfosit oran1 daha diisiik bulundu.
Ancak bu diisiikliik muhtemelen vaka sayisinin azligi1 nedeniyle istatistiksel olarak anlaml

bulunmadi (Tablo 7).



Tablo 7. Tedaviye cevabi olan ve olmayan hastalarda tani aninda regulatuar T lenfosit ve

bellek B lenfosit oranlari.

Tedavi cevabi Tedavi cevabi p

olan hastalar (%) olmayan hastalar (%)

Regulatuar T lenfosit 0.33+0.30 0.16+0.05 AD
Bellek B lenfosit 2.1£1.8 1.1£0.75 AD

Tedavi cevabi olan ve olmayan ITP hastalarinda 1.ay sonu regulatuar T lenfosit ve

bellek B lenfosit oranlarinda anlamli bir fark saptanmadi (Tablo 8).

Tablo 8. Tedavi cevabi olan ve olmayan hasta gruplarinda 1. ay sonunda regulatuar T

lenfosit ve bellek B lenfosit oranlar.

Tedavi cevabi Tedavi cevabi p

olan hastalar (%)  olmayan hastalar (%)

Regulatuar T lenfosit(CD4+/CD25+) 1.75+1.1 0.16+0.05 AD
Bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 3.782.2 4.442.1 AD

OIHA’li iki hastanin yaslari 20 ve 53’idi. Hastalarn her ikiside bayandi. Lenfosit
oranlarma tani1 an1 ve 1. ay sonunda bakildiginda sirasi ile; 1. hastada regulatuar T
lenfosit(CD4+/CD25+) 0.1/0.1, T lenfosit (CD3+/CD19-) 86/85.5, helper T lenfosit
(CD3+/CD4+) 70/65.8, supresor T lenfosit (CD3+/CD8+) 21.2/25.7, B lenfosit
(CD19+/CD3-) 4.9/7.9, bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 0.5/1.7’idi. 2.hastada regulatuar
T lenfosit (CD4+/CD25+) 0.1/0.3, T lenfosit (CD3+/CD19-) 83/84.5, helper T lenfosit
(CD3+/CD4+) 39.9/48.7, supresor T lenfosit (CD3+/CD8+) 36.8/43.8, B lenfosit
(CD19+/CD3-) 10.2/14.7, bellek B lenfosit (CD19+/CD27+) 1.8/5.9’idi. Calisma siiresi
iginde dahil edilen OIHA’li vaka sayisi iki oldugundan istatistiksel degerlendirme

yapilamamustir.
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C. ITP’li bir hastada 1.ay sonu regulatuar
T lenfosit orani

Sekil 1. ITP’li bir hasta da tan1 an1 ile 1.ay sonu ve saglikli bir goniilliide T regulatuar lenfosit
oranlarinin akim sitometrik goériiniimii.
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Sekil 2. ITP’li bir hastada tan1 an1 ile 1.ay sonu ve saglikli bir goniilliide bellek B lenfosit

oranlariin akim sitometrik goériiniimii.



5. TARTISMA

Eriskinlerde ITP Oncelikli olarak artmis trombosit yikimi ile karakterize, kronik,
edinsel ve organ spesifik bir otoimmiin hastaliktir. Trombositlere karst otoantikor gelisimi
ve otoantikorlarla kapli trombositlerin retikiiloendotelyal sistemde yikimi sonucu
trombositopeni ortaya ¢ikmaktadir. ITP’da pirimer immunolojik defekt platelet spesifik
otoreaktif T lenfositlerin aktivasyonu sonucu antiplatelet antikor iireten B lenfositlerin
olusumu ve proliferasyonudur; yani ITP Tip 1 T lenfosit predominant bir hastaliktir.
ITP’da periferik kan lenfosit alt gruplarinda bazi degisikliklerin oldugu ge¢cmis yillarda
bazi ¢aligmalarda gosterilmistir. Bizim ¢alismamizda tan1 aninda periferik kan T lenfosit,
T helper lenfosit, T regulatuar lenfosit ve bellek B lenfosit oranlarinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu, T supresor lenfosit ve B lenfosit oranlarinin ise
anlamli miktarda degismedigi saptanmistir. Ware ve arkadaglari bizim bulgularimiza
benzer sekilde kronik ITP’li hastalarda kontrol grubuna gore T lenfosit ve T hepler lenfosit
oranlarinin azaldigini gostermistir (28). Mizutami ve arkadaslar tarafindan kronik ITP’l1
hastalarda CD4/CDS8 oranmnin azaldigi belirtilmistir. Bizim ¢alisgmamizda kronik ITP
hastalarinda kontrol grubuna gére CD4 diisiik iken anlamli olmamakla birlikte CD8 orani
yiiksek olarak bulunmustur. Bulgularimiz mizutami ve arkadaslarinin bulgular ile
uyumludur. Bu c¢alismada genel olarak ITP’ I1 hastlarda periferik kan T ve B
lenfositlerdeki tiim degisiklikler irdelenmis olmakla birlikte, ¢alismanin primer amaci
regulatuar T lenfosit ve bellek B lenfositlerdeki olasi degisikliklerin analiz edilmesidir.
Nitekim ITP’ 11 hastalarda periferik kanda regulatuar T lenfosit ve bellek B lenfosit
oranlar1 saglikli insanlara gore diislik bulunmustur.

Regulatuar T lenfosit oran ve fonksiyonlarindaki diigiikliiklerin bir takim otoimmiin
hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir. Multiple skleroz, myestenia graves, tip 1
diyabetes mellitus, romatoit artrit ve psoriazis gibi otoimmdiin orjinli oldugu diisiiniilen
hastaliklarda T regulatuar lenfositlerin oran ve fonksiyonlarinda belirgin azalmalar oldugu
rapor edilmistir (1). ITP’l1 hastalarda T regulatuar hiicre degisiklikleri ile ilgili sinirl

sayida ¢alisma mevcuttur. Liu ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada aktif evrelerdeki ITP



hastalarinda, remisyondaki hastalarla ve saglikli goniilliilerle karsilastirildiginda, periferik
kan regulatuar T lenfosit oranlarinin anlaml diizeyde diisiik oldugunu gostermislerdir (29).
Sakakura ve arkadaglar1 tarafindan yapilan baska bir calismada saglikli gontinliiler ile
ITP’li hasta grubu karsilastirildiginda regulatuar T lenfosit orani acisindan istatistiksel
olarak anlaml fark bulunamamis olmakla birlikte; trombosit sayisi diisiik olan hastalarda
trombosit sayist 100.000/uL nin iizerinde olan hastalara oranla regulatuar T lenfosit sayisi
daha diisiik olarak bulunmustur (30). Ling ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada regulatuar
T lenfosit oranlar1 ITP hastalarina gore konrol grubunda daha yiiksek olarak bulunmustur
(31). Shu ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise tedavi oncesi ITP hastalarindaki
regulatuar T lenfosit oranlar1 tedavi sonrast ve kontrol grubuna oranla daha diisiik
bulunmustur. Yine bu ¢alismada regulatuar T lenfosit orani ile trombosit diizeyi arasinda
pozitif bir korelasyon saptanmistir (32). Bizim calismamizda elde ettigimiz bulgular
literatiir verileri ile uyumludur. Nitekim hasta grubumuzda regiilatuar T lenfosit oranlari
diisiik bulunmustur. Diger bir ilging bulgu ise tedaviye cevap veren hastalarda tedaviye
cevap vermeyenlere kiyasla hem tam1 aninda hem de 1. ay sonunda, muhtemelen vaka
sayisinin azlig1 nedeniyle istatistik anlamli diizeye ulasmasa da, regulatuar T lenfosit
oranlarinin daha yiiksek bulunmasidir. Bu durum tedavi cevab ile T regulatuar hiicre orani
veya say1 artigt arasinda bir korelasyon olabilecegini diistindiirmektedir. Nitekim Shu ve
arkadaslarinin da gosterdigi gibi regulatuar T lenfosit oranlarindaki belirgin yiikselmeler
efektif bir tedavi cevabinin erken gostergeleri olabilmektedir (32). Bizim ¢alismamiz ve
literatiirde yayimlanmig diger calismalardan elde edilen veriler T regulatuar lenfosit
azalmasinin I'TP parogenezinde rol oynayabilecegini gostermektedir. Nitekim Regulatuar T
lenfositlerin antijen spesifik, poliklonal veya allojeneik stimuluslarla ortaya c¢ikan T
lenfosit cevabini inhibe edebildigi bilinmektedir. ITP’da regulatuar T lenfositlerin
azalmasinin, otoreaktif T lenfositlerin aktivasyonunu etkili bir sekilde inhibe
edemediklerini diisiindiirmektedir. T regulatuar hiicrelerdeki azalma daha fazla periferal
kan mononiikleer hiicre proliferasyonu ve interleukin 2 yapimi dolayisiyla daha fazla
antitrombosit antikor yapimindan sorumlu olabilir (33). Yine regiilatuar T hiicrelerinin
sayisindaki azalma ITP hastalarinda proenflamatuar Thl sitokin cevabindan ve remisyon
giren hastalarda antienflamatuar Th2 iiretimine gegisten de sorumlu olabilir. T regulatuar
hiicreler direkt hiicresel temas yoluyla otoreaktif lenfositleri suprese edebilecegi gibi ayrica

interleukin 10 ve transforming growth faktor beta gibi sitokinlerin salinimina yol acarakta



immun inhibisyona neden olabilir. Giinlimiize kadar elde edilen bilgiler regulatuar T
lenfositlerin azalmasimin ITP patogenezinde rol oynayabilecegini diisiindiirmekle birlikte,
bu hiicrelerin oran ve sayilarinin azalmasi veya varsa fonksiyon kayiplarinin biyolojik
temelleri ile ilgili ileri caligmalara ihtiyag¢ vardir.

B lenfosit seri hiicrelerinden olan plazmablast, plazma hiicre ve bellek B
lenfositlerinin major gorevi spesifik antijenlere karsi antikor sekrete etmektir. Bellek
hiicreleri, antijen uyaris1 ile cogalan B lenfositlerden gelisen hiicrelerdir. Antijenin
yoklugunda da uzun siire yasamlarini siirdiirtirler. Periferik kan bellek B lenfositlerin bazi
otoimmiin hastaliklarda anormal dagilim gosterdikleri rapor edilmistir. Ornegin SLE’ de
periferik bellek B lenfositlerde aktivasyon ile hastalik aktivasyonu arasinda iliski
saptanmistir (34). Sjogren sendromlu hastalarda perfierik kan bellek B lenfositlerin
azaldig1 ve bu hiicrelerin tiikriik bezlerinde birikim gosterdigi Hansen ve arkadaslar
tarafindan rapor edilmistir (35). Romatoid artritli hastalarda yapilan ¢alismalarda ise farkl
bulgular elde edilmistir. Baz1 raporlarda periferik kan B lenfosit oranlarinin arttigi, bazi
raporlarda ise degismedigi belirtilmistir. Souto-Carneiro ve arkadaslarinin yaptig
calismada ise romatoid artritli hastalarin hastalik siiresinden bagimsiz olarak periferal
bellek B hiicreleri normal kisilere kiyasla belirgin olarak diisiik bulunmustur. Yine bu
calismada TNF tedavisi ile periferal bellek B lenfosit orani artig1 gozlenmistir (36). Niino
ve arkadaslarinin yaptig1 calismada multipl sklerozlu hastalarda saglikli goniilliillere gore
bellek B lenfosit oranlar1 ayni olarak rapor edilmistir (37). Bizim calismamizda da
Romatoid artritli hastlar ve sjogren sendromlu hastlara benzer sekilde periferik kan bellek
B lenfositlerin azaldig1 saptanmistir. Pek ¢ok otoimmiin hastalikta periferik kan bellek B
lenfosit degsiklikleri ile ilgili farkli bulgular olmasina ragmen literatiirde ITP’li hastalarda
periferik kan bellek B lenfosit degisikliklerini arastiran sadece bir ¢alismaya rastlanmustir.
Martinez-Gamboa ve arkadaslarinin yaptigi bu c¢alismada splenektomi yapilan ITP’li
hastalarda bellek B hiicre subgrubunda azalma saptanmistir. Bellek B lenfositlerin dalak
marjinal zonda yerlestigi diislintildiglinde bu beklenen bir bulgudur. Sinirli sayida hasta ve
kontrol grubunun bulundugu bu c¢alismada istatistik yapilmamis olmakla birlikte
splenektomi oncesi ITP hastalar1 ve kontrol grubu incelendiginde periferik kan bellek B
lenfosit oranlarinin bizim bulgularimiza benzer sekilde hasta grubunda daha diisiik oldugu
dikkati c¢ekmektedir. Bellek B lenfositlerin otoimmiinitede rol oynadigi halde ITP

hastalarinda periferik kanda azalmis olarak bulunmasinin, Romatoid artrit ve Sjogren



sendromlu hastalarda oldugu gibi, dalak, karaciger veya kemik iligi gibi trombosit yikimi
icin hedef dokular olan retikiiloendotelyal sistem icinde birikmis olmalarina bagh
olabilecegini diisiindiirmektedir.

OIHA 2 hastada hastaligin aktif evresinde ITP hastalarina benzer sekilde T
regulatuar lenfosit ve bellek B lenfosit oranlarinin diisiik oldugu goriilmektedir. Fakat
vaka sayisinin az olmasi nedeniyle istatistiksel analiz yapilamamustir.

Sonu¢ olarak bu calismadan elde edilen bulgular regulatuar T lenfositlerin
azalmasmin ITP patogenezinden sorumlu olabilecegi ve T regulatuar hiicre oranlarinin
tedavi cevabi ve prognoz hakkinda fikir verebilecegini diistindiirmektedir. Diger otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi ITP patogenezinde de rolii oldugu diisiiniilen bellek B
lenfositlerin ITP hastalarinda azalmis olmalar1 dalak basta olmak retikiiloendotelyal
sistemde birikmelerine bagli olabilir. Periferik kan T regulatuar lenfositlerde ve bellek B
lenfositlerdeki degisikliklerin biyolojik temelleri, bu degisikliklerin ITP patogenezi ve
tedavisi tlizerine etkilerini analiz eden daha genis hasta serili ¢alismalara ihityag¢ oldugu

aciktir.



6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada ITP’li hastalarin T lenfosit, T helper lenfosit, T regulatuar lenfosit ve
bellek B lenfosit oranlar1 kontrol grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulundu.
Bellek B lenfosit oranlari tani aninda 1.ay sonununa gore anlamli diizeyde diisiiktii.
T lenfosit, T regulatuar lenfosit ve T hepler lenfosit oranlar1 ITP hastalarinin 1.ay
sonu verileri saglikli goniilliilerden olusan kontrol grubuna gore anlaml diizeyde diistiktii.
Tedavi ile ya da kendiliginden remisyona giren hastalarda 1.ay sonunda T regulatuar
lenfosit ve bellek B lenfosit oranlarinda artis olmustur. Bu artig T regulatuar lenfositlerde
kontrol grubunda ki oranlara ulasmamamakla birlikte bellek B lenfosit oranindaki artisin
ise kontrol grubundaki oranlara ulagtigi gézlendi.
Kisithliklar: su sekilde 6zetleyebiliriz;
1- Vaka sayist azligi nedeniyle anlamli farklilik olasiligi olan parametrelerde
istatistiksel anlam verecek diizeye ulasilamamustir.
2- Planlanan sayida OIHA hastas1 ¢calismaya dahil edilememistir.

3- Calisma kaynaklarinin sinirli olmasi nedeniyle takip siiresi kisa tutulmustur.

Oneriler:
T regulatuar ve belek B lenfositler ITP’nin patogenezinde rol oynayabilir. Ozellikle
T regulatuar lenfosit oranin diisiikliigiinlin tedavi ile normal diizeylere yaklagmasi tedavi
cevabr agisindan erken bir gdsterge olabilir. ITP ve OIHA patogenezi, tedavi cevabr ve
prognoz tahmini i¢in T regulatuar ve bellek B lenfositleride iceren periferik kan lenfosit alt

grup degisiklikleri i¢in daha genis hasta serileri ile prospektif calismalara ihtiyag¢ vardir.



7. TURKCE OZET

Otoimmiin Hemolitik Anemi ve Idtopatik Trombositopenik Purpurah
Hastalarda Periferik Kan T Regulatuar Hiicre ve B Lenfosit Alt Grup Degisiklikleri.

Eriskinlerde ITP Oncelikli olarak artmig trombosit yikimi ile karakterize, kronik,
edinsel ve organ spesifik bir otoimmiin hastaliktir. Trombositlere kars1 otoantikor gelisimi
ve otoantikorlarla kapli trombositlerin retikiiloendotelyal sistemde yikimi sonucu
trombositopeni ortaya ¢ikmaktadir. Otoimmiin hemolitik anemiler otolog eritrosit
antijenklerine kars1t antikor yapimi ile karakterize bir anemi grubudur. Bu c¢alismada
idyopatik trombositopenik purpura ve otoimmiin hemolitik anemili hastalar da periferik
kan T regulatuar lenfositler basta olmak iizere T lenfosit ve B lenfosit alt grup analizlerinin
yapilmasit ve varsa mevcut degisikliklerin tani, tedavi ve prognozla iliskisinin
aydinlatilmas1 amaglandi.

ITP’li hasta gurubunda tan1 aninda periferik kan T regulatuar lenfosit, T lenfosit, T
hepler lenfosit ve bellek B lenfosit oranlarinin kontrol grubuna goére azaldigi saptandi
(swrast ile; 0.25+0.17, 67.6+7.7, 40.9+8.8, 1.57+£1.24 - 1.14+0.77, 73.5+4.4, 49.5+4.4,
4.38+2.41 ). Sitotoksik T lenfosit ve B lenfosit oranlarinda ise anlamli farklilik izlenmedi.
Tedavi ile baslangica gore 1. ayin sonunda T regulatuar lenfosit ve bellek B lenfosit
oranlarinda artig gozlendi (sirast ile; 0.50+0.66, 3.0+1.7).

Sonu¢ olarak bu calismadan elde edilen bulgular regulatuar T lenfositlerin
azalmasmin ITP patogenezinden sorumlu olabilecegi ve T regulatuar hiicre oranlarinin
tedavi cevabi ve prognoz hakkinda fikir verebilecegini diisiindiirmektedir. Diger otoimmiin
hastaliklarda oldugu gibi ITP patogenezinde de rolii oldugu diisliniilen bellek B
lenfositlerin ITP hastalarinda azalmig olmalar1 dalak basta olmak iizere retikiiloendotelyal
sistemde birikmelerine bagli olabilir. Periferik kan T regulatuar lenfositlerde ve bellek B
lenfositlerdeki degisikliklerin biyolojik temelleri, bu degisikliklerin ITP patogenezi ve
tedavisi iizerine etkilerini analiz eden daha genis hasta serili calismalara ihitya¢ oldugu

distiniilmektedir.



8.SUMMARY

The change of peripheral blood T regulatory cell and B lymphocyte subgroups in
patients with autoimmune hemolytic anemia and idiopathic thrombocytopenic
purpura.

In adults ITP is primarily characterized by increased platelet destruction, it is chronic,
acquired and organ specific autoimmune disorder. As a result of autoantibody development
againstto platelets and destruction of autoantibody covered platelet in reticuloendithelial
system leads to thrombocytopenia occurs. Autoimmune hemolytic anemias agroup of
anemia that chracterized by antibody production against autologous erythrocyte antigens.
In this study we aim to perform analyses in patients with ITP and autoimmune hemolytic
anemia on T lymphocyte and B lymphocyte subgroups especially for peripheral T
lymphocytes and explain if current alteration relate to diagnosis, treatment and prognosis.

At the time of diagnosis in patients with ITP it was determined that peripheral blood
T lymphocyte, T lymphocyte and memory B lymphocyte ratios was lower than control
group (respectively; 0.254+0.17, 67.6+7.7, 40.9+£8.8, 1.57£1.24 - 1.14+0.77, 73.5+4.4,
49.5+4.4, 4.38+2.41). For cytotoxic T and B lymphocytes ratios significant difference was
not seen. Comparison of begining and after the first month of treatment increase of
T regulatory lymphocyte and memory B lymphocyte ratios was seen (respectively;
0.50+0.66, 3.0+1.7).

Finally in this study acquired findings suggested that decreasing of T regulatory
lymphocytes can be responsible of pathogenesis and response of T regulatory cell ratios
on treatment can give an idea for prognosis. like the other autoimmun disorders, memory B
lymphocytes thought have a role in pathogenesis in ITP. Patients with ITP decreasing of
this cells can be depend to accumulation in reticuloendothelial system espacially spleen.
Itis thought that more wide comprehensive studies analyes biological basis of
alternations of peritheral blood T lymphocytes and memory B lymphocytes and effect of

this chages to pathogenesis and treament is needed.
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