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SIMGE VE KISALTMALAR

ASH (american society of hematology): Amerikan Hematoloji Birligi
CD (cluster of differantiation): Yiizey farklilagsma antijeni

CVID (common variable immune deficiency): Yaygin Degisken Immiin Yetersizlik
DM (diabetes mellitus)

FITC (fluorescein isothiocyanate)

GPIB (glikoprotein Ib)

GP 11B/I1A (glikoprotein IIb/111a)

HT (hipertansiyon)

HIV (human immundeficiency virus): insan bagisiklik yetmezligi viriisii
HLA (human leukocyte antigen): Insan I6kosit antijeni

IgG (Immune globulin): Immiinglobulin G

ITP (immiin trombositopenik purpura)

IVIG (intravendz immiinglobulin )

PE (phycoerythrin)

PerCP (peridinin clorophyll)

PLT (platelet): Trombosit

WBC (white blood cell): Lokosit



1. GIRIS

Immiin trombositopenik purpura (ITP), otoantikorlarin trombositlere karsi gelismesi
sonucu trombosit yikiminin oldugu ve trombosit sayisinin azligi ile karakterize bir hastaliktir.
Klinikte karsimiza ¢ogu zaman kanama bulgular1 i¢in istenen tetkiklerde trombositopeni
saptanmasi ile ¢ikar, bazen de herhangi bir semptom yokken baska bir nedenle istenen
tetkikler sonucunda trombositopeni fark edilir. Trombosit sayist 100x10%mm? altinda
oldugunda periferik yayma kullanilarak ger¢ek trombositopeni olup olmadigi dogrulanir.
Sonrasinda ise diger trombositopeni yapan etkenlerin dislanmasi ile tanis1 konulur.

ITP’de trombosit yikimi, trombosit membran glikoprotein reseptdrlerinden siklikla
Gpllb/IIIa epitoplarina daha az siklikla da Gplb veya HLA antijenine kars1 gelisen antikorlar
nedeniyle meydana gelir. Bu antikorlarla kapli trombositler mononiikleer fagositer sistem
hiicrelerinin Fc reseptorleri ile taninarak ortadan kaldirilir. Trombositlerin biiyiik bir kismi
dalakta, daha az siklikta da karacigerde yikima ugrar. Bunu kompanse etmek amaciyla kemik
iliginde trombosit iiretimi artar ve siklikla megakaryosit miktarinda artis gozlenir. ITP
patogenezi net olarak anlasilamamis olsa da ITP'de trombosit ve dnciillerine kars1 gelisen bu
otoantikorlarin tiretiminden otoreaktif B ve T hiicrelerinin dogrudan ve dolayli olarak dahil
oldugu bilinmektedir (1). Bu otoreaktif hiicreler ITP’de artmaktadir (2). Rituksimab’mn bu
otoreaktif B ve T hiicrelerine kars1 azaltici etkisi, ITP hastalarinda tedavide kullanilma
nedenidir. Bu da ITP hastalarinda patogenezde B ve T hiicrelerinin etkinligini gdstermektedir.
(3.4)

Lenfositler tiim kan hiicreleri gibi kemik iligindeki kok hiicrelerinden koken alir,
antijen reseptorleri iiretir ve olgun hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini gelistirirler. Bu olgun

B ve T lenfositlere naif lenfositler denir. Kemik iliginden ve timustan gé¢ eden bu hiicreler
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antijen uyarilari ile degisim ve olgunlagsmalarini tamamlamak iizere ¢evresel lenf organlarina
goc ederler. Antijenler ile uyarilan lenfositler klonal genigleme yasar, bir kismi antijeni
elimine eden efektor hiicrelere doniisiirken bir kismi sekonder immiin yanitta rol almak tlizere
hafiza hiicreleri olarak farklilagir.

Lenfositler ve diger lokositlerin tanimlanmasi modern smiflandirma sisteminde CD
(cluster of differantiation-yiizey farklilasma) antijenleri ile yapilir. CD antijenlerini taniyan
antikorlar ile hiicrelerin hangi seriye ait oldugu, farklilasma/olgunlasma durumlar1 ve diger
Ozellikleri ortaya konabilmektedir.

B hiicreleri kemik iliginde ilk 6nce antijenden bagimsiz olarak ¢esitli gelisim evreleri
gecirirler. B hiicrelerini olusturacak hematopoetik kok hiicreleri (CD34+CD45+) IL-7’nin
etkisiyle pro-B hiicrelerini (CD19+CD40+CD43+CD45+) meydana getirir. Gelisim evresine
devam eden B hiicrelerinde IgM proteini olusur. Bu IgM eksprese eden lenfositlere immatiir
B lenfosit (CD45+CD19+CD20+CD22+CD40+IgM+) ismi verilir. Immatiir B lenfositler
kemik iliginden ayrilir ve olgunlagsma evrelerini dalakta tamamlar sonrasinda da cevresel
lenfoid organlara giderler. B lenfositlerin antijen ile karsilasmadan 6nceki son olgunlagsma
evresi IgD'nin IgM ile beraber ekspresyonudur. Bu hiicrelere naif B hiicresi (CD19+CD27-
IgD+IgM+) adi verilmektedir (5). Fonksiyonel B hiicre reseptdrii igeren B lenfositler kan yolu
ile gevresel lenfoid organlara gocer. Sonrasinda aktif T hiicre ve antijen bagimli evre ile
aktiflesen B hiicreler germinal merkezlere yerlesir. Burada hafiza B hiicresi ve plazma
hiicresine doniisen bu hiicreler ayrica dalakta marjinal zondaki germinal merkezlerde de
plazma hiicresine doniigsmektedir. Dalak folikiillerinde bulunan marjinal zone B hiicreleri
folikiiler B hiicreleri ile ayni hiicrelerden {iretilmektedir (6,7). B hiicre alt gruplarinin CD
antijenlerini tantmlama amaciyla monoklonal antikorlarin kullanildigi EuroClass siniflamasi
mevcuttur (8);

*B hiicre: CD19+

*Naif B hiicre: CD19+CD27- IgD+ IgM+

*Marjinal zon B hiicresi: CD19+CD27+IgM+IgD+

*Unswitched hafiza B hiicresi: CD19+CD27+CD38-IgM+

*Switched hafiza B hiicresi: CD19+CD27+CD38- IgD- IgM-

*Plazmablast: CD19+CD27+IgD- IgM-CD38high

Akim sitometride; hiicreler yiizeylerinde bulunan ya da hiicre icerisindeki proteinlere
ozgii florosan maddeler isaretli antikorlarla inkiibe edilerek isaretlenir ve c¢ok renkli

immiinfenotipik analiz yapilir. Her bir belli antijene karst gelistirilmis antikor farkli bir



florosan madde ile (‘FITC’ fluorescein isothiocyanate, ‘PE’ phycoerythrin, ‘PerCP’ peridinin
clorophyll gibi) isaretlenmistir. Bunun sonucunda hiicrelerin hangi spesifik antijeni tasidigi
floresan sinyalleri degerlendirilerek belirlenebilmektedir.

Calismamizda, klinigimizde ITP tanisiyla takipli hastalarimizda B lenfosit mutarasyon
asamalarini ve degisimlerini gdsteren antijeneleri belirlemeye yonelik gelistirilmis DuraClone
IM B cells Tube kullanarak akim sitometrik analiz yapilmistir. Calismamizda ana amag¢ B
lenfosit maturasyon durumunun ve farkli alt tip degisimlerinin hastalarin tedavi yanitlar1 ve

diger klinik ve laboratuvar 6zellikleri ile iliskisinin ortaya konmasiydi.



2. GENEL BILGILER

Trombositopeni ii¢ ayr1 neden ile gelisebilir. Ik neden azalmis kemik iligi iiretimidir,
ikinci neden artmis splenik sekestrasyondur, tg¢iincii neden ise trombosit yikiminin
hizlanmasidir. iTP'nin karmasik bir patogenezi vardir ve su anda bu hastalik icin spesifik bir
teshis protokolii yoktur. Tani esas olarak periferik kandaki trombosit yikimina bagli trombosit
sayismin azalmasina dayanir. ITP’deki trombositopeninin asil sebebi trombositlere karsi
gelismis olan otoantikorlarin dolasimda olan trombositlerin yiizeyine tutunmasi sonrasinda
trombosit yikimina yol agmasidir. Bu otoantikorlarin olugsmasina neden olan tetikleyici faktor
belli degildir ancak monosit alt gruplariin yardimer T lenfositler ve regiilatuar T lenfositler
ile direkt etkilesmesi bu durumun meydana gelmesinde rol oynadig1 bildirilmistir (9). ITP
trombosit diisiikliigii, hemorojik epizodlar ve purpura ile karakterize otoimmiin bir hastaliktir.
Giincel literatiirlerde a¢ilimi immiin trombositopenik purpura olarak netlestirilmistir. Immiin
trombositopeni tanis1 sekonder trombositopeniye yol agacak diger etkenlerin dislanmasi ile
tan1 konulur. Diger trombositopeni yapan nedenler; enfeksiy6z hastaliklar, kollajen vaskiiler
hastaliklar, lenfoproliferatif hastaliklar, gebelik, asilar ve ilaglardir.

[TP’nin 3 evresi vardir ve su sekilde tanimlanir.

1- Yeni tan1 ITP: Tanidan itibaren 3 aydan kisa siiredir olmasina denir.
2- Persistan ITP: Tanidan itibaren gecen siire 3-12 ay arasinda olup spontan remisyona
girmemigse denir.

3- Kronik ITP: Tamdan itibaren 12 aydan daha uzun siiredir olmasina denir.



2.1. PRIMER iMMUN TROMBOSITOPENIK PURPURA

2.1.1. Etiyoloji

Primer immun trombositopeni, trombosit diisiikliigline sebep olacak diger nedenlerin
olmamas1 durumunda izole trombositopeni (trombosit sayist <100x10%/mm? ) ile kendini
gdsteren otoimmun bir hastaliktir. Primer Immiin trombositopeni diyebilmek igin dncelikle
diger trombositopeni sebeplerinin ekarte edilmesi 6nemlidir. Immiin trombositopeni
enfeksiyoz hastaliklara (HIV, Helicobacter Pylori), malignitelere (genellikle adenokarsinom
ve lenfomalar), CVID (yaygin degisken immun yetmezlik) ve diger otoimmiin hastaliklara
sekonder olugabilmektedir. Bu hastaliklarda nedeni tam olarak net olmamakla birlikte olusan
antitrombosit antikorlar trombosit yikimina yol agmaktadir. Tanida ilaglarin sorgulanmasi da
sekonder sebeplerin dislanmasi agisindan Onem tasimaktadir. Aspirin asetazolamid,
aminosalisilik asit, karbamazepin, digitoksin, sefalotin, kinidin, meprobamat, metildopa,

fenitoin, siilfematazin ve rifampin trombositopeniye yol agabilecek ilaglardir.

2.1.2 Epidemiyoloji

Amerika’da yasa bagli ITP prevalansi (trombosit sayis1 <100x10%/mm?) 100.000’de 9,5
seviyelerinde, Kuzey Avrupa’da ise 100.000’de 2,68 olarak tespit edilmistir. Avrupa’da
erigkinlerin ortalama tam1 yast 50 ve ayrica yasla birlikte ITP insidansinin da arttig

bildirilmistir (10).

2.1.3 Patofizyoloji

Immun trombositopeni hiicreye 6zgii glikoproteinlere (Gpllb/Illa ve Gplb) karsi olusan
antikorlarin trombosit yikimini arttirdigi bir hastaliktir. Temel olarakbu antikorlarla kaplanmig
olan trombositler retikiiloendotelyal sistem hiicrelerinin Fc reseptorleri ile trombosit
opsonizasyonuna sebep olurlar. Bu antikor kapli trombositler biiyiik bir kismi dalakta olacak
sekilde daha az siklikta da karacigerde yikima ugrar. Bunun sonucunda kompanse etmek
amaciyla kemik iliginde trombosit iiretimi artar ve megakaryosit miktarinda artig gozlenir.

Immatiir megakaryositler biiyiik ve tek ¢ekirdekli olarak goriilebilirler (5, 11).



2.1.4 Laboratuvar

Tan1 aninda trombosit sayis1 genellikle 25-30x10°/mm? civarindadir. Siklikla agir ITP
olarak smiflandirilan durumlarda trombosit sayis1 10x103/mm? altinda tespit edilmektedir.
Trombositopeninin periferik yayma ile dogrulanmasi ve trombosit anizositozunun goriilmesi
onemlidir. Ortalama trombosit hacmini gosteren MPV (‘mean platelet volume’ ortalama
trombosit hacmi) degeri ve trombosit anizositozunu gosteren PDW (‘platelet distribution
width’ trombosit dagilim genisligi) degeri olgiilebilirse eger; ITP tanisinda yonlendirici
parametre olarak degerlendirilir (3).

Hemogramda akut kanama nedeniyle normositik anemi, kronik kanama oldugu
durumlarda ise demir eksikligi anemisi goriilmektedir. Otoimmiin hemolitik anemi
diisiindiigiimiiz durumlarda coombs testi pozitifligi goriilirse Evans Sendromu olarak
degerlendirilebilir. Total 16kosit sayist genellikle normaldir. Cocukluk ¢aginda goriilen akut
ITP olgularinda eozinofili, Ebstein-Barr viriis enfeksiyonu olanlarda ise lenfositoz
goriilebilmektedir (3). Protrombin zamani ve aktif parsiyel tromboplastin zamani gibi
koagiilasyon testleri ise genellikle normal saptanmaktadir.

Gliniimiizde trombosit ile iligkili antikor ve benzeri spesifik ve sensitif bir test
bulunmamaktadir. Kanda IgG o6lgiilebilirancak spesifitesi oldukg¢a diisiik oldugundan rutin
anlamda tan1 amacgl kullanilmaz. ITP kemik iliginde spesifik bir degisiklige yol
acmamaktadir. Amerikan Hematoloji Birligi tarafindan (ASH; the Association of American
Hematology) tan1 aninda 60 yasin altinda olan ve tedaviye yanit vermis ITP hastalarinda
kemik iligi biyopsisi 6nerilmemektedir (12). Klinik ve laboratuvarda atipik bir bulguya

rastlanmaz ise ileri tetkik ve incelemeye gerek yoktur.

2.1.4.1 Antitrombosit antikorlar

Primer ITP tanis1 temelde klinik degerlendirme sonrasinda sekonder trombositopeni
yapan nedenlerin dislanmasi ile konulmaktadir. 1980’11 yillarda trombosit iligkili Ig alt tipinin
ITP’de yiikseldigi goriilmiis ancak sonrasinda spesifitesinin diisiik oldugu fark edilerek tam
amagh kullanilmamistir. 1990’11 yillarda antikorlarin trombosit yilizeyindeki glikoproteinlere
kars1 gelistigi tespit edilmis ancak buna yonelik testlerin fazlasiyla maliyetli olmasi, spesifite

%78-93 iken sensitivitesi %49-66 olmasi nedeniyle rutin kullanima girmemistir (13).



2.1.5 Ayirica1 Tam

Primer ITP olarak degerlendirilen hastalarda sekonder sebepleri dislamak icin bazi
testler oncelikli olarak yapilmalidir. ASH tarafindan 6nerilmekte olan en 6nemli testlerden ilk
ikisi HIV ve HCV’ye kars1 gelisen antikorlaridir. Japonya’da helikobakter pilori prevalansinin
yiiksek olmasi ve tedavi ile yiiksek trombosit yanitt alinmasi sebebiyle, helikobakter pilori
varliginin da arastirilmasi 6nerilmektedir (14).

Detayli ilag sorgulamasinin yapilmasi 6nem arz etmektedir. Tipik olarak ilag iligkili
immiin trombositopeni ilag baslanmasindan 1-2 hafta sonra veya ilag baslandig1 gibi meydana
gelir. Ilacin kesilmesi sonrasinda 1-2 giin icinde normale dénmesi beklenmektedir. ilag iliskili
immiin trombositopeni de meydana gelen antikorlar birkag yil daha sebat edeceginden
etiyolojinin  bulunmas: ¢ok onemlidir (15). Aspirin asetazolamid, aminosalisilik asit,
karbamazepin, digitoksin, kinidin, metildopa, fenitoin, rifampin trombostopeniye neden

olabilecek ilaclardan bir kagidir.

2.2 ITP tedavisi

ITP tedavi onerilerinin cogu yiiksek diizey kanitli randomize kontrollii ¢aligmalar
yerine uzman gorlslerine dayalidir. ASH tarafindan yaymnlanmis bir klinik kilavuzu
bulunmaktadir. Tiirk Hematoloji Dernegi tarafindan yayinlanan kilavuzlarda tedaviye yanit
siniflandirilmigtir ve yanit igin kanama bulgularinin olmamasi gerektigi bildirilmistir. Tedavi
yanit1 su sekilde yapilmaktadir;

Tam yanit: Trombosit sayisinin > 100x10*/mm? olmasidir,

Kismi yanit: Trombosit sayist 30-100x103/mm? arasinda olmasi ya da tani anindaki
trombosit degerinin en az iki katina ulagmis olmasidir.

Yanitsiz: Verilen tedavilere ragmen trombosit sayisinin < 30x10*/mm?* olmasi ya da
tan1 anindaki trombosit degerinin iki katina ulasmamasidir.

Kortikostreoid bagimliligi: Trombosit degerinin > 30x10*mm?® olmas1 ya da
semptomlarin engellenebilmesi i¢in siirekli ya da ara ara en az 2 ay olacak sekilde
kortikosteroid kullaniimasidir.

Refrakter ITP: Splenektomi yapilmasina ragmen tedavi ihtiyact devam eden hastalar icin

kullanilir (13).

2.2.1 Eriskinlerde akut iTP tedavisi
Erigkinlerde trombosit sayisi ile kanama dogrusal orantilidir. ASH (‘American Society

of Hematology’ Amerika Hematoloji Toplulugu) tarafindan yaymlanan ITP kilavuzuna gére
7



trombosit sayis1 <30x10%mm?3 ise kanama olmas1 beklenmeden hastaya uygun dozda steroid
tedavisi baslanmasi onerilmektedir. Trombosit sayis1 <20x10°/mm? olan hastalarda ise
asemptomatik olsalar bile hastaneye interne edilerek tedaviye baslanmasi onerilmektedir.
Trombosit sayist 50x103/mm?’iin iizerinde olan hastalarda kanama semptomlar1 ¢ok
beklenmezken, bu hastalarda semptom olmasa dahi operasyon planlanmasi durumunda tedavi
planlanmasi gerektigi belirtilmektedir (16).

Literatiirde ITP hastalarina yonelik olarak yapilmis retrospektif ¢alismalarda yetiskin
hastalarin tedaviye yanitinin iyi oldugu ve saglikli popiilasyona kiyasla mortalitenin belirgin
artmadig1 gosterilmistir (17). Kohli R. ve Chatuverdi S. (18) tarafindan yayinlanan bir
makalede ITP’de mortalite oranmin genel populasyona nazaran daha yiiksek oldugu
bildirilmis olup mortalitenin ¢ogunlukla kanama, tedavilere sekonder gelisen enfeksiyonlar ve
artmis hematolojik malignite goriilme riski nedeniyle meydana geldigi bildirilmistir.

ITP yash hastalarda daha az goriilmektedir. 45 yasindan biiyiik yetiskinlerde ITP daha
az gorilmekle birlikte bu hasta grubu tedaviye daha direngli ve kanama komplikasyonlarinin
daha sik goriildiigii ve mortalite oranlarinin arttigi bildirilmistir. Cohen YC ve arkadaslari (19)
tarafindan yapilan bir calismada 49 tane ITP hastas: degerlendirilmis. 40 yas altindaki ITP
tanil1 hastalarda mortalite %2,2 iken 60 yas tizerindeki grupta bu oran %47.8 tespit edilmistir.

2.2.1.1- Steroid

ITP’de ilk basamak tedavi secenegi steroidlerdir. Steroidler, trombositopeni iizerinde
direkt ve indirekt olarak etki ederler: dalakta trombosit tiiketimini azaltmalarmin yaninda
antikor tretimine de etki ederek antikorlarin azalmasini saglarlar. Bunun yaninda kemik
iligine de etki ederek trombosit {iretimini de arttirmaktadirlar. Temel olarak steroidler erken
donemlerinde Fc reseptor sayisini azaltmaktadir, bununla birlikte kronik kullanimlarinda
antikor iiretimini de azaltirlar ancak bu etkinin saglanabilmesi i¢in steroidlerin yiiksek dozda
ve uzun siireli kullanilmas1 gerekmektedir. Steroidlerin bu etkileri disinda ayrica endotel
hiicrelerini  etkilemesi ve bunun sonucunda kanama semptomlarini da azaltma etkisi
mevcuttur. Endotel hiicrelerinin bulundugu kiiltlir ortamina steroid ilave edilmesi sonrasinda
bu hiicrelerin zamanla biiyiidiigii ve daha c¢ok birlesme egiliminde oldugu ayrica bu
hiicrelerde protein sentezinin arttig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (3).

ITP hastalarinda steroid tedavisi ilk olarak Dameshek (20) tarafindan 1958 yilinda
uygulanmustir. 11°1 akut ve 19°u kronik ITP ile takip edilmekte olan toplam 30 hastaya giinliik

20-150mg arasinda prednizon verilmistir. Hastalarin 22’sinde ortalama 22 giin igerisinde



trombosit sayisinda artma goriilmiis ve 2,5-15mg/giin prednizon ile takip edilmis. Diger 8
hastada ise prednizon relaps goriilmeden tamamen kesilebilmistir.

Yapilan farkli ¢calismalara gore, baslangic doz olarak 1mg/kg/giin prednizolon verilen
hastalarda tam veya kismi remisyon goriilme oranlari %65-85 arasindadir. Ancak ilag
kesilmesinin ardindan remisyon hastalarin %25’inde devam etmektedir (21).

Trombosit sayisi genelde 1 hafta icerisinde yiikselir ve 2-4 hafta arasinda pik
seviyesine ulasir. 4 hafta tedavi verilmesine ragmen yanit alinamayan hastalarda steroid dis1
tedavi segenekleri diistiniilmelidir.

Literatiirde immiin trombositopenik hastalarda kortikostreoid tedavisini degerlendiren
prospektif calismalar da mevcuttur. Bellucci ve arkadaslart (22) tarafindan yapilmis bir
calismada ITP tamli hastalara randomize bir sekilde 0.25mg/kg/giin dozlarinda ve
Img/kg/giin dozlarinda prednizolon tedavisi verilmistir. En az 6 ay siireyle trombosit
sayisinin 100x10*/mm?*’iin iizerinde olan hastalar tam remisyon olarak degerlendirilmistir.
Pediatrik hasta grubunda tam remisyon orani %74, eriskin hasta grubunda %41 olarak
bulunmustur. Pediatrik ve yetigskin hasta gruplarmin her ikisinde de bu steroid tedavisinin
yiiksek ve diisiik dozlar1 anlaml bir fark goriilmemistir.

Kilavuzlar ITP hastalarina baslangi¢ tedavisi verilmesi planlandiginda asemptomatik
hastalarda dahi 1mg/kg/giin dozunda prednizolon tedavisi verilmesini 6nermektedir.

Yapilan bir diger prospektif randomize kontrollii ¢alismada steroid ve IVIG tedavisi
karsilastirilmig; IVIG tedavisi almakta olan hastalarda trombosit sayisiin steroid alan
hastalara gore daha hizli yiikseldigi gorilmiistir. Ancak uzun vadede geleneksel steroid
tedavisine kiyasla IVIG vermenin iistiinliigii saptanmadig1 belirtilmistir (23).

Prednizolonun wuzun siireli giinliik kullanimda ortaya c¢ikmasi beklenen yan
etkilerinden dolayr yiiksek doz deksametazon verilmesiyle ilgili de bir ¢ok c¢alisma
yapilmigtir. ITP hastalarma 4 giin boyunca giinliik 40mg olacak sekilde deksametazon
tedavisinin verilmesinin %85’lerde bir yanit oranmna sahip oldugu bildirilmistir (24).
Mazzuconi ve arkadaslari (25) yeni tam1 ITP hastalarini 4 giin boyunca 40mg/giin
deksametazon ile tedavi etmis, bu tedaviyi 14 giinde bir toplam 4 kez olacak sekilde vermistir.
Hastalarin %85°1 tedaviye yanit vermis olup, %65’inde tam remisyon elde edilmistir. 15 ay
sonra relaps goriilmeme oran1 %81 tespit edilmistir.

Bu yapilan ¢alismalar nedeniyle son zamanlara kadar ilk basamak tedavi se¢imi olarak
prednizolon ve deksametazon arasinda aykirt goriisler bulunmakla birlikte ASH

kilavuzlarinda ilk basamak tedavi se¢imi klinisyene birakilmigtir (16).



2.2.1.2- Intraven6z immiinglobulin (IVIiG)

IVIG tedavisi ilk olarak 1981°de ITP igin kullanmilmistir. Temelde Fc reseptdr blokajt
yapmalari, B hiicrelerine olan etkileri ve antiinflamatuar etkileri sayesinde etkinlik
gostermektedirler. IVIG tedavisi en hizli yamit alinan yontem olmakla birlikte maliyetli
oldugu i¢in eriskin hastalarda, hayati tehdit eden kanama durumlarinda veya hastanin cerrahi
miidahaleye hazirlanmasi gerektigi takdirde tercih edilmektedir. Uzun donem etkinligi de
steroid tedavisine gore diisiiktiir. Ozellikle pediatrik ¢ag hastalarinda steroidlerle birlikte
kullanimi1 6nerilmektedir.

Yapilan 28 calisma degerlendirildiginde ITP tanili 282 eriskin hastada ilk doz IVIG
uygulamas1 sonrasi; %64’iinde trombosit sayisiin 100x10°/mm?®iin iizerine, yine bu
hastalarin %83’iinde ise 50x10%mm®iin iizerinde seyrettigi goriilmiistiir (26). Trombosit
sayilarindaki artis tedavi verilmesinden sonraki iki giin icerisinde gerceklesmis ve tedavi
verilmesinden bir hafta sonra en yiiksek degerlerine ulagmistir.

IVIG tedavisinde gériilen baslica yan etki bas agrisidir. Bazi1 hastalarda ates, miyalji ve deri

dokiintiisii de goriilebilmektedir. IVIG tedavisi verilirken bol sivi replasmani gerekmektedir.

2.2.2 Eriskinlerde Kronik TP tedavisi

ITP eger 12 aydan daha uzun siiriiyorsa kronik ITP seklinde tanimlanmaktadir.
Eriskinlerin biiyiik bir bolimiinde steroide cevap alinmis olsa bile genelde kroniklesmektedir.

Asemptomatik hastalar trombosit 30x10%/mm3-50x10%/mm? araligindaysa tedavisiz
takip edilebilir. Trombosit sayis1 30x10%/mm?3 altinda olan ve semptomatik hastalara yeniden
prednizolon ile tedavi verilebilir. Sonrasinda trombosit 30x10%/mm? iizerine ¢ikmasa da
kanama semptomlar1 goriilmeyecek sekilde doz azaltilabilir. Giinde 10mg’dan daha az
prednizolon idame tedavisi alarak trombosit sayist kontrol altinda tutulabiliyorsa ek bir
tedaviye gerek yoktur. Bazi hastalar trombosit sayis1 uzun siire 10x10%/mm? seviyelerinde
olmasina ragmen ekimoz ya da petesi disinda ek kanama bulgusu gostermezler (27). Kronik
ITP tedavisinde geleneksel olarak splenektomi hala kullanilan bir yontemdir. Giiniimiizde
rituksimab ve trombosit stimulan ajanlar da kullanilmaktadir.

2.2.2.1- Splenektomi

4 hafta siiresince steroid tedavisi almasina ragmen trombosit sayis1 30x10%/mm?*’den
az olan ya da kanama bulgular1 devam eden hastalar, steroide yanitsiz ITP olarak
degerlendirilir. Steroid tedavisine yanitsiz olan, trombosit sayist 10x10%/mm®iin altinda
seyreden ya da steroid doz azaltimi sirasinda niiks gelismis hastalarda splenektomi

distintilebilinir (12).
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Yapilan calismalarda splenektomi sonrasi tam remisyon goriilme sikligi %50-80
seviyelerindedir (28). Operasyon sonrasi trombosit sayisi hizla yiikselir ve 24-48 saat
igerisinde pik degerine ulasir. Operasyon kaynakli mortalite oran1 %1’in altindadir.
Splenektomi Oncesi ve sonrasinda kapsiillii bakterilere karsi asilanma yapildig1 takdirde
operasyon sonrasi enfeksiyon riski de olduk¢a minimaldir.

Splenektomiye yanitsiz ya da splenektomiye yanit verdikten sonra relaps goriilen
hastalarda aksesuar dalak on planda diisiiniilmeli ve arastirilmalidir (29). Aksesuar dalak
nedeniyle olan relaps; splenektomiden aylar hatta yillar sonra dahi goriilebilir. Yapilan
calismalarda aksesuar dalak bulunma siklig1 splenektomi sonrasi relaps olan hastalarda %50
oraninda tespit edilmistir (30).

2.2.2.2 Rituksimab

Rituksimab, bir anti-CD20 monoklonal antikordur. Apoptozisi indiikleme sonrasinda
antikor ve kompleman bagimli hiicre mediatorlerine toksik etki gostermektedir. Rituksimab
verildikten sonra ortalama 6-12 aylik bir siire icerisinde azalmis olan B hiicreler eski
degerlerine donmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda rituksimab tedavisi almis olan hastalarin %40-60’1nda trombosit
sayis1 6 ay siiresince 50x10°/mm?®iin {izerinde seyrettigi tespit edilmistir (31). Buna ragmen
yanit orani zamanla diismektedir. Patel ve arkadaslar1 (32) tarafindan yapilan bir ¢alismada 5
yil sonra remisyonda olan hasta sayis1 %26 olarak bildirilmistir.

Yapilan bir metaanaliz ¢calismasinda verilmis tedavilere refrakter ya da bu tedaviler
sonrasinda niiks gelismis olan 299 hasta degerlendirilmis ve bu hastalarda rituksimab
tedavisinin ardindan hastalarin %55’inde cevap alindigr bildirilmistir. Remisyon siireleri ise
24-120 hafta civarinda ortalama 74 hafta olarak tespit edilmistir (33).

2.2.2.3 Trombopoezi indiikleyici ajanlar

Refrakter ITP tedavisinde kullanilan diger ajanlar trombopoezi indiikleyici ajanlardir.
Giliniimiizde eltrombopag ve romiplostim olarak iki adet preparat mevcuttur. Eltrombopag
peptid yapili oral bir ajandir ve etkisini trombopoetin reseptorii ile etkilesmesi neticesinde
kemik iliginde megakaryosit tiretimini arttirip farklilasmasini uyararak gostermektedir (34).
Karaciger enzimlerinde hafif yiikseklik, bulanti ve kusma ise en sik goriilen yan etkileri
arasinda sayilmaktadir.

Bu ilag grubu temel olarak cerrahi dncesinde koprii tedavisi ihtiyaci olan hastalarda,
splenektomi ve rituksimab gibi tedavilerin tercih edilemedigi hastalarda, splenektomi, steroid

ya da IVIG sonrasinda relaps olan hastalarda kullanilabilmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada eltrombopag verilen ITP hastalar1 plasebo verilen kontrol grubu
ile karsilastirilmis, eltrombopag kullanimi olan hastalarin  %59’unda trombosit sayisi
50x10%/mm®iin iizerine ¢ikt11 plasebo grubunda ise bu oranin %16 olarak tespit edildigi
bildirilmistir. Ayrica eltrombopag tedavisi verilen grupta kanama semptomlarinin daha az
goriildiigi bildirilmistir. Tedaviye devam etmeyen hastalarda ise iki hafta igerisinde trombosit
sayisinin diismeye basladig1 goriilmiistiir (34).

Romiplastim peptid yapili, trombopoetin reseptorlerine baglarak etki gosteren
enjektabl bir ajandir. Yapilan calismalarda basaris1 eltrombopag ile benzerdir (35). Yan
etkileri temelde bulanti, kusma ve artralji olarak sayilmakla birlikte ciddi yan etkileri nadir
olan bu ilacin uzun siireli kullanim durumlarinda doz ayarlamasi ve trombosit takibi
Onerilmektedir.

Trombopoetin  mimetikleri splenektomi uygulanmis ya da uygulanmamis hasta
gruplarinda etkili bir segenektir. Yine de yiiksek tedavi maliyeti ve uzun dénem toksisitesi
belirsiz olmas1 bu tedavi segeneginin refrakter ITP hastalarina saklanmasi dnerilmektedir.

2.2.2.4 Immunsupresif Ajanlar

Azatiopiirin, siklosporin, mikofenolat mofetil, aktinomisin gibi immiinosupresif
ajanlar tek basina veya steroid ile birlikte kullanilabilir. ITP tedavisinde etkinlikleri tam
olarak bilinmemektedir. Ilag etkinlikleri degiskenlik gdstermekle birlikte genelde remisyon
kisa stirmektedir. Cocuk yas grubunda yeterli veri yoktur (36). Kundan mishra ve arkadaslari
(37) tarafindan 2021°de yayinlanan bir ¢alismada azatiopiirin sonrasinda 95. Giinde yanit
oran1 %38.1 olarak bildirilmis ve ilacin en sik goriilen yan etkisinin I6kopeni oldugu
belirtilmistir. Poudyal ve arkadaslar1 (38) tarafindan yapilan bir ¢alismada steroid tedavisine
ragmen 21. giiniinde yanit alinamayan hastalar steroid refrakter kabul edilmis ve bu hastalara

azatiopiirin baglanmasi neticesinde tedavinin 90. giinlinde anlaml1 yanit alindig1 bildirilmistir.

2.3 Periferik kan lenfosit gruplar
Genel anlamda lenfositlerin tamami morfolojik olarak birbirine benzese de islevsel
anlamda bakildiginda kokenleri ve fenotipleri ile birbirinden ayrilmaktadirlar. Giiniimiizde bu
hiicreler monoklonal antikor panelleri sayesinde taninabilen ve CD olarak adlandirilan yiizey
proteinleri ile birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler. CD yiizey proteinleri belirli hiicre

tiplerini ve gelisim evrelerini tanimlama amaciyla kullanilmaktadirlar. Cevresel dolasimda ii¢
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farkli lenfosit grubu vardir; bunlar T lenfositler, B lenfositler ve natural killer olarak

bilinmektedir.

2.3.1Edinsel immiin Sistem

Edinsel immiin sistem temelde antikor aracili (hiimoral) ve hiicresel olmak iizere iki
tipten olusur. Hiimoral immiin sistemde B lenfositler ve salgiladiklari antikorlar, hiicresel
immiin sistemde ise T lenfositler etki gostermektedir (39). Hiimoral immiin sistem, hiicre dis1
patojenlere kars1 koruma saglamaktadir. B lenfositler tarafindan iiretilen antikorlar, antikor
aracili hiicresel sitotoksitite, opsonizasyon, kompleman sisteminin aktivasyonu gibi bir¢ok
olayda rol alir (39,40). Antikor aracili immiiniteden sorumlu olan B lenfositler gebeligin 8.
haftasinda fetal karacigerde gelisimine baglar (41). Sonrasinda 15. haftadan itibaren kemik
iligi, B lenfositlerin gelisiminde fetal karaciger ile birlikte rol alir (41). Dogumdan sonra B
lenfositler yalnizca kemik iliginde hematopoetik kok hiicrelerden gelisir (6). B lenfositler
CD19, CD20 CD22 ve CD45 fenotipine sahiptirler.

B hiicreleri kemik iliginde ilk 6nce antijenden bagimsiz olarak ¢esitli gelisim evreleri
gecirirler. B hiicrelerini olusturacak hematopoetik kok hiicreleri (CD34+CD45+) IL-7’nin
etkisiyle ¢ogalarak pro-B hiicreler (CD19+CD40+CD43+CD45+) adi verilen hiicreleri
meydana getirir.

Gelisim evresine devam eden B hiicrelerinde IgM proteini olusur. Bu IgM eksprese
eden lenfositlere immatiir B Lenfosit (CD45+CD19+CD20+CD22+CD40+IgM+) ismi verilir.
Immatiir B hiicreleri kemik iliginden ayrilir ve olgunlasma evrelerini dalakta tamamlar
sonrasinda da g¢evresel lenfoid organlara ilerler. IgD ve IgM’nin beraber ekspresyonu olan
hiicrelere naif B hiicresi adi verilmektedir (5). Fonksiyonel B hiicre reseptorii iceren B
lenfositler kan yolu ile ¢evresel lenfoid organlara gocer. Sonrasinda aktif T hiicre ve antijen
bagiml evre ile aktiflesen B hiicreler germinal merkezlere yerlesir. Burada hafiza B hiicresi
ve plazma hiicresine donlisen bu hiicreler ayrica dalakta marjinal zondaki germinal
merkezlerde de plazma hiicresine donlismektedir. Dalak folikiillerinde bulunan marjinal zon B
hiicreleri folikiiler B hiicreleri ile aynmi hiicrelerden iiretilmektedir (7,42) Transitional B
lenfositler denilen hiicreler ise kemik iliginden kana yeni go¢ etmis hiicreler igin bir
tanimlamadir

B hiicre tipleri:

Marginal zon B hiicreler: Dalakta marginal zon bolgesinde bulunan bu hiicreler

dolasimdaki patojenlere karsi ilk savunma gorevini tistlenmektedir. Bu bolgenin kanlanmasi
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olduk¢a yogundur. (43). T hiicre bagimli ve bagimsiz olarak B hiicrelerinden gelismekle
birlikte daha ¢ok T hiicre bagimsiz olarak gelismektedir (44).

Folikiiller B hiicreler: Bu hiicreler B2 hiicreler olarak da adlandirilmaktadir.
Dolasimda bulunmazlar, sekonder lenfoid dokularin folikiillerinde bulunurlar (44). Bu
hiicreler enfeksiyon oldugu zamanlarda yiiksek afiniteleri antikorlar1 olustururlar (45).

Hafiza B lenfositler: B hiicreleri antijen karsilasmasi sonrasinda plazma hiicrelerine
veya hafiza hiicrelerine doniismektedir. Yetiskin bireylerde B lenfositlerin %30-60 kadari
hafiza B hiicreleridir. Ortalama olarak bu hiicrelerin yaris1 da switched hafiza B hiicreleridir
(46). Hafiza B hiicrelerin markert CD27°dir. CD27+ hafiza B hiicreleri iki gruba
ayrilmaktadir, unswitched hafiza B hiicreler agirlikli olarak IgM sentezlerken, switched hafiza
B hiicreler IgG, IgM, IgA ve IgE sentezlemektedir (46). Switched hafiza B hiicreleri T hiicre
yardimi sonucunda germinal merkezde gelismektedir. Bu hiicreler oto-reaktif antikorlar
olusturabilmektedir. Olusan bu antikorlar diisiik afinetilidir ve saglikli bireylerde ¢ok az
miktarda bulunmaktadir. Otoimmun hastaliklarin gelisiminden bu antikorlar sorumlu
tutulmaktadir (48,49).

Plasmablast: B hiicrelerin farklilasip olusturdugu ve immunoglobulin salgilayan kisa
omiirlii bu hiicreler antijene kars1 erken dénemde olusmaktadir. Urettikleri antikorlar plazma
hiicrelerine gore antijenler i¢cin zayif afiniteye sahiptir. Plasmablastlar T hiicrelerine bagli
veya bagimsiz olarak gelismektedirler (45).

Plasma hiicreleri: B hiicrelerinin farklilagsmasi sonucu olusan bu hiicreler antikor
salgilamakla gorevli uzun omiirlii hiicrelerdir ve prolifere olmazlar. Salgiladiklari antikorlarin
antijen afinitesi yiiksektir (44). Bu hiicreler de temel olarak germinal merkezlerde T
lenfositlere bagli olarak B hiicre aktivasyonu sonucu olussa da T hiicrelerinden bagimsiz
olarak B hiicrelerinin aktivasyonu sonucu olusabilirler (50). Periferal kandaki B lenfositlerin
gelisim semast ve bu lenfositlerin alt grubu i¢in ylizey belirtegleri Sekil 1'de gosterilmistir.

(51).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu ¢alismada Temmuz 2021 — Eyliil 2022 tarihleri arasinda Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi, I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali, Hematoloji Bilim Dali’na basvuran
ITP tanil hastalar prospektif olarak degerlendirildi.

Hasta ve Kontroller:

Calismaya toplamda 39 ITP hastas1 ve 9 saglikli yetiskin kontrol grubu olarak dahil
edildi. Dahil edilen ITP hastalarinin takipleri ve tedavileri klinigimiz tarafindan devam
ettirilmekte idi. Caligmaya katilan hastalarda 6zellikle aldiklar tedavi sonrasinda tam yanit ve
kismi yanit sart1 arandi. Tedaviye yanitsiz hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.

Hastalarin ilk tan1 anindaki en diisiik trombosit degerleri ve son kontrollerindeki
hemogram degerleri kaydedildi. Aldiklari tedaviler lizerinden gruplandirma yapildi. Birinci
basamak tedavi sonrasinda rituksimab kullanimi olan hastalarin; rituksimab kullanimi
tizerinden en az 1 yi1l ge¢mis olmasi sart1 ile calismaya dahil edildi.

Gebe olan hastalar, ilk tedavisi verildiginde 18 yas altinda olan hastalar, aktif
enfeksiyonu olan hastalar, aktif kanseri olan hastalar ve romatolojik hastaligi olan hastalar
calismaya dahil edilmedi.

Calismaya, hasta grubu ile yas ve cinsiyet agisindan benzer, 9 kisilik de kontrol grubu
alinmistir.

Kan orneklerinin alinmasi ve hazirlanmasi:

Calismaya dahil edilen ITP tanili hastalar rutin poliklinik kontrolleri sirasinda
bilgilendirilerek rutin tetkiklerine ek olarak 4 ml kan Ornegi alindi ve hematoloji
laboratuarinda akim sitometrisi cihazi ile ¢aligildu.

Akim sitometrik analiz:
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Alman kan Ornekleri hematoloji laboratuarinda bulunan akim sitometrisi cihazinda
caligildi. DuraClone IM B cells tube kullanilarak 8 renkli akim sitometrik analiz yapildi. Her
bir Duraclone tiipiinde IgD-FITC (Fluorescein isothiocyanate), CD21-PE (Phycoerythrin),
CD19-ECD (Pyhcoerthrin-Texas Red-x), CD27-PC7 (Phycoerythrin- Cyanine 7), CD24-APC
(Allophycocyanin), CD38-APC-A750 (Allopyhcocyanin — Alexa Fluor 750), IgM-pacific
Blue, CD45-Krome Orange boyalar1 mevcuttu. Hastalardan alinan drneklerden 100 pl alinip 2
defa isoflow ile yikama yapildi. Yikanmis 6rnekten 100 ul alinip Duraclone tiipiine eklenerek
2000 pl VersalLyse soliisyonu eklenerek 15 dakika inkiibasyon edildi. Inkiibasyon sonucu 5
dakika daha santrifiij edilen Ornek prospektiise uygun olarak ¢alisildi. Euroclass
siiflamasinda kullanilan monoklonal antikorlar kullanilarak B hiicre alt gruplar1 asagidaki
sekilde tanimlandi (8):

*B hiicre: CD19+

*Naif B hiicre: CD19+CD27- IgD+ IgM+

*Marjinal zon B hiicre: CD19+CD27+IgM+IgD+

*Unswitched hafiza B hiicre: CD19+CD27+CD38-IgM+

*Switched hafiza B hiicre: CD19+CD27+CD38- IgD- IgM—

*Plazmablast: CD19+CD27+IgD- IgM-CD38high

Sekil 2°de 6rnek bir hastanin flow sitometri goriintiisii mevcuttur.
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Sekil 2. 8 renkli immiinfenotipik analiz ile B lenfosit alt tiplerinin belirlenmesi

3.1. istatiksel Metodlar

Calismamiz neticesinde toplanmis veriler i¢in G6zetlemede tanimlayict istatistikler
dagilima bagl olarak ortalama, standart sapma veya medyan olarak tablolastirildi. Kategorik

olan degiskenler say1 ve yiizde olacak sekilde 6zetlendi. Bu sayisal degiskenliklerde normallik

Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov ve Anderson-Darling testleri ile kontrol edildi.

Bagimsiz iki grup karsilastirilmalarinda; sayisal degiskenlerin normal dagilim

gosterdigi durumlarda Independent Samples T-test, normal dagilim gostermedigi durumlar

icin ise Mann Whitney U test kullanildi.
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Sayisal degiskenlerin karsilagtirildigi durumlarda; normal dagilim gosteriyorsa
Pearson’s r korelasyon katsayisi, bu sayisal degiskenlerin normal dagilim gdstermedigi
durumlarda ise Spearman’s Rho korelasyon katsayis1 kullanildi.

Istatistiksel analizler Jamovi (Version 2.2.5.0) ve JASP (Version 0.16.1) programlari

ile yapilmis olup, istatistik analizlerde anlamlilik diizeyi <0.05 (p-value) olarak dikkate alindi.
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4. BULGULAR

ITP hastalarmn ortalama yas1 46.58 + 13.61 idi ve hastalarin 27’si (%69.2) kadindh.
Benzer sekilde se¢ilmis olan kontrol grubunda ortalama yas 34.8 + 12.65 idi ve kontrol
grubundaki saglikli bireylerin 6’s1 (%66.6) kadindi. 10 (%25.6) hastaya rituksimab
verilmisken, 15 (%38.5) hasta eltrombopag tedavisi aliyordu ve 7 (%17.9) hastada
splenecktomi uygulanmisti, toplam 16 (%41) hasta ise sadece steroid tedavisi ile takip
edilmisti. Komorbidite hastalarin 10’unda (%20.8) vard1 ve hipertansiyon ile diabetes mellitus
bu komorbiditeler iginde en sik goriilenler idi. Kontrol grubundaki bireylerin herhangi bir ek
hastalig1 yoktu. (Tablo 1).

Tablo 1. ITP hastalarinda demografi, tedavi yontemleri ve ek tanilar

Overall (n=39 hasta 9 kontrol)

Yas (Hasta grubu) 46.58 + 13.61
Cinsiyet (Hasta grubu)*
Erkek 12 (30.8)
Kadin 27 (69.2)
Yas (Kontrol grubu) 34.8+12.65
Cinsiyet (Kontrol grubu)
Erkek 3(33.3)
Kadin 6 (66.6)
Rituksimab, evet * 10 (25.6)
Eltrombopag, evet * 15 (38.5)
Splenektomi, evet * 7 (17.9)
Sadece Steroid 16 (41)
Ek hastalik durumu * 10 (20.8)
DM 5 (50.0)
HT 7 (70.0)
Hipotiroidi 2 (20.0)
Epilepsi 1(10.0)
Gut 1 (10.0)

1:n (%), T: Ortalama + Standart Sapma, §: Ortanca [minimum-maksimum]
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Calismaya dahil edilen ITP hastalarinin trombosit sayilar1 beklendigi gibi, kontrol

grubuna gore anlamli bi¢imde diisiiktii (p<0.001). Tedavi sonras1 takipteki hastalarin beyaz

kiire degerleri kontrol grubuna gore anlamli bi¢imde yiiksekti (0.046). Tedavi sonrasi

takipteki hastalarin hemoglobin, nétrofil ve lenfosit degerleri kontrollerden farkli saptanmadi.

Akim sitometri ile belirlenen lenfosit yiizdeleri gruplar arasinda benzer degerlere sahipti (her

biri igin p>0,05) (Tablo 2).

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinda hematolojik parametrelerin karsilagtirilmasi

Hasta Grubu Kontrol Grubu p
(n=39) (n=9)

PLT (Tam am) 9500,0 [1000,0 — 35000,0] - -

, - 122000,0 [4000,0 — 242000,0 [191000,0 - <0,001
§ i) 1 i) ) 1

PLT (Tedavi sonrasi) 401000,0] 378000,0] Y

Hemoglobin (Tam ani) 13,66 + 1,64 - -
*

Hemoglobin (Tedavi sonrasi) 13,31+ 1,52 12,87 £ 1,05 0’3,}8

WBC (Tani ani) ° 7630,0 [3700,0 — 16100,0] - -
WBC (Tedavi sonrasi) ° 7330,0 [4680,0 — 16950,0] 5620,0 [4320,0 — 7810,0]  0,046*

Nétrofil (Tam am) 5400,0 [2320,0 — 12300,0] - -
Nétrofil(Tedavi sonrasi) 3 4280,0 [2000,0 — 13400,0] 3260,0 [1800,0 - 5220,0]  0,061*

Lenfosit (Tani ani) 1930,0 [670,0 — 4630,0] - -
Lenfosit (Tedavi sonrasi) § 2350,0 [1070,0 — 4000,0] 2000,0 [1840,0 — 2440,0] 0,267*
Flow sitometri Lenfosit 19,38 [1,74 — 50,54] 20,15 [2,31 — 39,55] 0,191*

yiizdesi *

Tanimlayic istatistikler dagilima bagl olarak ortalama =+ standart sapma veya ortanca [minimum-maksimum]

seklinde verildi.
*. Mann-Whitney U test.

**_ Independent Samples T-Test.

22



IgD+CD27+  (marginal zon B  hiicresi), IgD-1gM-CD27-CD38+High,
IgD+IgM+CD27+CD38- (unswitched hafiza B hiicresi), 1gD+IgM+CD27+CD38+High B
lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri hasta grubunda anlamli derecede diisiik saptanirken (sirasiyla
p=0,041, p<0,001, p=0,014 ve p=0,001), IgD+IgM+CD27-CD38Dim B lenfosit alt tiplerinin
yiizdeleri ise hasta grubunda anlamli bigimde yiiksek saptandi (p=0,001). Diger IgD, IgM ve
yiizey antijenine sahip B lenfosit alt tipleri acisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlamli fark saptanmadi (her biri igin p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Yiizey antijenleri, IgD ve IgM varligina gore B lenfosit sayilarinin hasta ve kontrol
gruplarinda karsilastirilmasi

Hasta Grubu Kontrol Grubu

(n=39) (n=9) p*

CD19+ 6,77 [026—1957]  550[3,66—9,54] 0,285
IgD+ CD27- 70,00 [22,58 — 94,70] 60,93 [5,17 —83,69] 0,21

IgD+ CD27+ 732[0,01—5576] 12,91[339-3862] 0,041
CD21Low CD38Low 473[001—6667] 442[212-862] 0552
IgD+ IgM- 384[0,01—6667] 2,05[001—1020] 0,182
IgD+ IgM+ 75,00 [22,22 — 94,75] 72,85 [44,14—81,87] 0,644
IgD- IgM+ 383[0,01-21,58] 3.81[001—17.24] 0,672
IgD- IgM- 16,28 [3,00—47,31] 22,52 [9,96—37,93] 0,174
IgD- IgM- CD27+ CD38- 70,83 [0,01—99,09] 77,61 [31,43—87,93] 0,444
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 11,36 [0,01—99,00] 7,46 [4,76—55,71] 0,383
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01[001-566]  182[001—851] <0,001
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 11,59 [0,01-41,67] 7,62 [0,01—2353] 0,224
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 7.87[001—67,82] 30,91[L,08—71,09] 0,014
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,41[0,01-50,00] 9,09 [0,32—21,83] 0,001
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 10,88 [0,01—30,41] 7,69 [4,59—67,65] 0,597
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 75,00 [28,47 —95.26] 28,57 [9,43— 79,66] 0,001
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,05[001—0,36]  003[00L—014] 0,193
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 9,30 [0,01—3562] 9,52 [415-30,77] 0,853

Tanimlayict istatistikler dagilima bagli olarak ortanca [minimum-maksimum] seklinde verildi.
*, Mann-Whitney U test.
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IgD+CD27- (naif B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ile hasta yaslar1 arasinda
orta diizeyde ve pozitif yonde anlamli bir iliski saptandi (r=0,329 p=0,041) IgD-lgM+ ve
IgD+ IgM+CD27+CD38- (unswitched hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ile
hasta yas1 arasinda ise yine orta diizeyde ancak negatif yonde anlamli bir iligski gozlendi
(swrastyla r=-0,398 p=0,012 ve r=-0,376 p=0,018). IgD, IgM ve ylizey antijenleri agisindan
diger B lenfosit alt tipleri ile hasta yasi arasinda anlamli bir iligki saptanmadi (her biri igin
p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. ITP hastalarinda IgD, IgM ve yiizey antijenlerinin farkli kombinasyonlarini tastyan
B lenfosit ylizdelerinin yas ile iliskisi

Hasta grubu (n=39) Yas
r P

CD19+ 0,273 0,092**
IgD+ CD27- 0,329 0,041*
IgD+ CD27+ -0,231 0,157*
CD21Low CD38Low -0,188 0,251*
IgD+ IgM- -0,079 0,634*
IgD+ IgM+ 0,250 0,124*
IgD- IgM+ -0,398 0,012*
IgD- IgM- -0,238 0,144**
IgD- IgM- CD27+ CD38- -0,226 0,166*
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 0,259 0,111*
IgD- IgM- CD27- CD38+High -0,192 0,241*
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 0,012 0,944**
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- -0,376 0,018*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,135 0,411*
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High -0,179 0,276*
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 0,226 0,166**
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,039 0,815*
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High -0,108 0,514*

*. Spearman's rho test.
** Pearson's r test.
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B lenfosit alt tiplerinin yiizde degerlerinde erkek ve kadin hastalar arasinda anlamli
fark olmadigi tespit edildi (her biri i¢in p>0,05) (Tablo 5).

Tablo 5. ITP hastalarinda cinsiyetleri bakimindan IgD, IgM ve yiizey antijen
kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Cinsiyet
Erkek (n=12) Kadin (n=27)
CD19+ 6,43 +£3.73 8,14 +4,52 0,228**
IgD+ CD27- 69,78 [50,54 —88,46] 70,00 [22,58 —94,70]  0,831*
IgD+ CD27+ 7,74 10,01 —22,22] 5,00 [0,79 — 55,76] 0,584*
CD21Low CD38Low 4,40 [0,01 - 66,67] 5,39 [0,27 — 27,27] 0,903*
IgD+ IgM- 5,14 [0,01 - 66,67] 3,47 [0,01 — 15,87] 0,411*
IgD+ IgM+ 72,80[22,22 -92,31] 76,18 [34,43-94,75] 0,692*
IgD- IgM+ 3,49 [0,01 - 7,23] 4,65 [0,01 — 21,58] 0,153*
IgD- IgM- 16,51 + 8,30 18,00+ 11,34 0,648**
IgD- IgM- CD27+ CD38- 69,90 [0,01 — 99,99] 72,00 [27,66 — 95,56]  0,761*
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 10,96 [0,01 —99,90] 11,36 [0,01 -51,06]  0,796*
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01 [0,01 - 5,66] 0,01 [0,01 - 3,45] 0,665*
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 9,51 [0,01 —22,00] 12,64 [2,13-41,67]  0,055*
IgD+ IlgM+ CD27+ CD38- 6,88 [0,01 — 32,76] 10,81 [1,28 -67,82]  0,563*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,30 [0,01 - 50,00] 0,60 [0,01 — 14,63] 0,398*
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 11,97 [0,01 — 25,00] 9,97 [2,23 — 30,41] 0,670*
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 72,70 £ 11,08 71,64 + 17,80 0,821**
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,04 [0,01 - 0,16] 0,05[0,01-036]  0,258*
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 9,12 [0,01 —33,33] 9,30 [0,01-3562]  0,831*
Tanimlayici istatistikler dagilima bagli olarak ortalama + standart sapma veya ortanca [minimum-maksimum]

seklinde verildi.
*, Mann-Whitney U test.
**_ Independent Samples T-Test.
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IgD+IgM- B lenfosit alt tipinin yiizdeleri ek hastaligi olmayan ITP hastalarinda ek

hastalig1 olan ITP hastalarma gére anlamli derecede daha yiiksekken (p=0.006); IgD+IgM+ B

lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ek hastalig1 olmayan ITP hastalarinda ek hastaligi olan ITP

hastalarina gore anlamli bigimde daha diisiiktii (p=0.044). Diger IgD, IgM ve yiizey antijenine

sahip B lenfosit alt tipleri yiizdeleri arasinda ek hastalig1 olan ve olmayan ITP hastalarinda

anlamli fark saptanmadi (her biri igin p>0,05) (Tablo 6).

Tablo 6. Yiizey antijenleri, IgD ve IgM’nin farkli kombinasyonlarini tasiyan B lenfosit
yiizdelerinin ek hastalig1 olan ve olmayan ITP hastalarinda karsilastirilmasi

Hasta grubu (n=39) Ek Hastalikk Durumu N
Yok (n=31) Var (n=8) P

CD19+ 6,52 [0,26 — 16,54] 8,15 [3,56 — 19,57] 0,404
IgD+ CD27- 70,00 [22,58 — 94,70] 71,47 [45,38 -92,50] 0,626
IgD+ CD27+ 5,60 [0,01 — 55,76] 7,89 [1,64 — 20,75] 0,728
CD21Low CD38Low 4,73 [0,01 - 66,67] 4,54 [0,91 - 16,25] 0,917
IgD+ IgM- 4,68 [0,01 - 66,67] 0,95 [0,01 - 6,20] 0,006
IgD+ IgM+ 71,25 [22,22 — 92,31] 80,03 [52,10 —94,75] 0,044
IgD- IgM+ 3,83 [0,01 — 21,58] 4,74 [1,00 —12,47] 0,313
IgD- IgM- 16,67 [3,16 — 47,31] 10,38 [3,00 — 34,73] 0,076
IgD- IgM- CD27+ CD38- 70,00 [0,01 —99,99] 75,52 [33,33-94,74] 0,715
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 13,21 [0,01 —99,90] 7,28 [0,01 — 33,33] 0,237
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01 [0,01 - 5,66] 0,01 [0,01-2,22] 0,962
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 11,59 [0,01 — 33,33] 14,13 [5,26 — 41,67] 0,281
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 6,90 [0,01 - 67,82] 12,62 [1,58 — 25,09] 0,972
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,33 [0,01 - 50,00] 0,75[0,01 — 14,63] 0,496
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 11,67 [0,01 — 30,41] 9,29 [2,62 — 28,28] 0,509
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 76,30 [28,47 — 95,26] 72,00 [60,54 —94,76] 0,808
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,04 [0,01 - 0,36] 0,06 [0,03 -0,12] 0,453
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 9,72 [0,01 - 35,62] 6,47 [2,67 — 17,71] 0,366

Tanimlayici istatistikler dagilima bagli olarak ortanca [minimum-maksimum] seklinde verildi.

*, Mann-Whitney U test.
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Rituksimab alan hastalarda IgD+CD27- (naif B hiicresi), IgD+IgM+ ve IgD+IgM+
CD27-CD38Dim B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri rituksimab almayan ITP hastalarina gére
anlamli bicimde daha yiiksekti (sirasiyla; p<0.001, p=0,002 ve p<0.001). IgD+CD27+
(marginal zon B hiicresi), IgD-IgM+, IgD-IgM- ve IgD+IgM+CD27+CD38- (unswitched
hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ise rituksimab alan ITP hastalarinda
rituksimab almayan ITP hastalarma gore anlamli bigimde daha diisiiktii (sirastyla p=0.001,
p=0,021, p=0.026 ve p=0.001). Diger IgD, IgM ve yiizey antijenleri kombinasyonlaria sahip
B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ritiksumab alan ve almayan ITP hastalar1 arasinda anlamli
farkliliga sahip degildi (her biri i¢in p>0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Ritiksumab tedavisi alan ve ritiksumab tedavisi almayan iTP hastalarinda IgD, IgM
ve ylizey antijen kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizdelerinin karsilastirilmas.

Hasta grubu (n=39) Rituksimab
Hayir (n=29) Evet (n=10)

CD19+ 6,74 [0,26 —19,57] 8,52 [2,32-11,43] 0,653*
IgD+ CD27- 67,30 [22,58 — 88,46] 84,14 [70,00 —94,70] <0,001*
IgD+ CD27+ 9,65 [0,01 — 55,76] 3,02 [0,79 - 5,00] 0,001*
CD21Low CD38Low 4,80[0,01-66,67] 2,58[0,34-1250] 0,139*
IgD+ IgM- 3,84[0,01-66,67] 3,12[0,01-12,70] 0,596*
IgD+ IgM+ 66,95+ 16,75 81,15+ 8,59 0,002**
IgD- IgM+ 4,88 [0,01 — 21,58] 2,00 0,81 —4,65] 0,021*
IgD- IgM- 17,27 [3,85-47,31] 10,22 [3,00-23,50] 0,026*
IgD- IgM- CD27+ CD38- 72,00 [0,01 —99,99] 58,57 [27,66 —87,93] 0,135*
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 11,11 [0,01-99,90] 19,25[7,14-51,06] 0,104*
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01 [0,01 - 5,66] 0,01 [0,01-1,72] 0,695*
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 11,320,01-31,11] 17,25[1,72-41,67] 0,108*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 13,04 [0,01-67,82] 3,08 [1,28 —6,90] 0,001*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,35 [0,01 — 50,00] 0,90 [0,01 — 3,26] 0,337*
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 11,11[0,01-30,41] 09,77 [3,46—28,28] 0,898*
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 67,86 + 16,03 83,86 £ 7,47 <0,001**
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,05 [0,01 - 0,36] 0,05 [0,01 -0,23] 0,936*
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 9,09 [0,01-35,62] 10,08[0,52-17,71] 0,785*

Tanimlayici istatistikler dagilima bagh olarak ortalama + standart sapma veya ortanca [minimum-maksimum]
seklinde verildi.

*. Mann-Whitney U test.

**_ Independent Samples T-Test.
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Eltrombopag alan hastalarda 1gD+CD27- (naif B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin

yiizdeleri eltrombopag almayan ITP hastalarina gére anlamli bicimde daha yiiksekti
(p=0,035). CD21Low CD38Low, IgD-IgM+ ve IgD+IgM+CD27+CD38- (unswitched hafiza

B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ise eltrombopag alan ITP hastalarinda

eltrombopag almayan iTP hastalarina gére anlamli bicimde daha diisiiktii (sirastyla; p=0,007,

p=0,007 ve p=0,009). Diger IgD, IgM ve yiizey antijenleri kombinasyonlarina sahip B lenfosit

alt tiplerinin yiizdeleri eltrombopag alan ve almayan ITP hastalar1 arasinda anlamli farkliliga
sahip degildi (her biri igin p>0,05) (Tablo 8).

Tablo 8. Eltrombopag tedavisi alan ve eltrombopag tedavisi almayan ITP hastalarinda IgD,
IgM ve ylizey antijen kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizdelerinin karsilastirilmasi.

Hasta grubu (n=39) Eltrombopag
Hayir (n=24) Evet (n=15)

CD19+ 7,44 £ 3,64 7,88 5,35 0,783**
IgD+ CD27- 68,32 [22,58 — 92,50] 75,49 [42,45 —-94,70] 0,035*
IgD+ CD27+ 8,00 [1,50 -55,76] 3,78 [0,01 -22,22] 0,209*
CD21Low CD38Low 6,52 [2,13-27,27] 2,65[0,01-66,67] 0,007*
IgD+ IgM- 3,61[0,01-1587] 5,39[0,01-66,67] 0,965*
IgD+ IgM+ 71,88 [34,43 —94,75] 76,99 [22,22 —88,05] 0,326*
IgD- IgM+ 4,89[0,53-13,98] 2,80[0,01-21,58] 0,007*
IgD- IgM- 16,67 [3,00 — 47,31] 12,72 [3,16 — 26,64] 0,356*
IgD- IgM- CD27+ CD38- 71,02 [27,66 —99,99] 70,83 [0,01-81,58] 0,348*
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 11,23 0,01 -51,06] 13,51 [4,00-99,90] 0,378*
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01 [0,01 - 5,66] 0,01[0,01-2,22] 0,061*
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 12,20 [0,01-41,67] 10,81[0,01-31,11] 0,829*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 14,20 [1,58 -67,82] 3,33[0,01-32,14] 0,009*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,38 [0,01 - 3,26] 0,52 [0,01-50,00] 0,285*
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 11,11 0,01 -30,41] 10,88[0,01-28,28] 0,593*
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 69,17 + 15,90 76,44 £ 15,35 0,166**
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,05 [0,01 - 0,36] 0,06 [0,01-0,15] 0,896*
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 10,20 [0,01 - 35,62] 9,09 [0,01-33,33] 0,507*

Tanimlayici istatistikler dagilima bagh olarak ortalama + standart sapma veya ortanca [minimum-maksimum]

seklinde verildi.
*, Mann-Whitney U test.
**_ Independent Samples T-Test.
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Splenektomi uygulanan ITP hastalarinda lgD+CD27+ (marginal zon B hiicresi) B
lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri splenektomi yapilmayan ITP hastalarina gore anlamli bigimde
daha disiiktii (p=0,044). Diger IgD, IgM ve yiizey antijenleri kombinasyonlarina sahip B
lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri splenektomi yapilan ve splenektomi yapilmayan ITP hastalari
arasinda anlamli farkliliga sahip degildi (her biri i¢in p>0,05) (Tablo 9).

Tablo 9. Splenektomi yapilan ve splenektomi yapilmayan ITP hastalarinda IgD, IgM ve
ylizey antijen kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizdelerinin karsilastiriimasi.

Hasta grubu (n=39) Splenektomi o
Hayir (n=32) Evet (n=7)

CD19+ 6,76 [0,26 —19,57] 7,27 [4,08-16,54] 0,51
IgD+ CD27- 69,05 [22,58 —94,70] 77,81 [51,22 —88,46] 0,085
IgD+ CD27+ 8,19 [0,01 — 55,76] 3,49[150-7,32] 0,044
CD21Low CD38Low 4,77 [0,01 -66,67] 4,33[0,27-10,47] 0,826
IgD+ IgM- 3,66 [0,01 - 66,67] 3,84[0,01-9,30] 0,884
IgD+ IgM+ 73,78 [22,22 —94,75] 76,99 [56,10 —92,31] 0,534
IgD- IgM+ 4,04 [0,01 — 21,58] 2,80[0,01-4,88] 0,133
IgD- IgM- 15,17 [3,00 —47,31] 16,28 [3,85-31,71] 0,742
IgD- IgM- CD27+ CD38- 72,11 [0,01 —95,56] 65,79 [27,66 —99,99] 0,453
IgD- IgM- CD27+ CD38+High 11,23 0,01 -99,90] 15,71[0,01-51,06] 0,660
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,01 [0,01 - 5,66] 0,01[0,01-1,06] 0,488
IgD- IgM- CD27- CD38-Low 11,46 [0,01 —41,67] 14,29 [0,01 — 23,68] 0,756
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 11,43[0,01 - 67,82] 4,17 [1,75-13,04] 0,133
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High 0,46 [0,01 — 50,00] 0,33[0,01-1,67] 0,474
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High 9,82[0,01-30,41] 11,88[3,91-21,74] 0,227
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 70,28 [28,47 —95,26] 80,00 [65,22 —91,46] 0,153
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,06 [0,01 - 0,36] 0,05[0,02-0,27] 0,569
IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 8,39[0,01 -35,62] 14,04 [3,36-20,00] 0,115

Tanimlayici istatistikler dagilima bagli olarak ortanca [minimum-maksimum] seklinde verildi.
*. Mann-Whitney U test.
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IgD-1gM-CD27+CD38- (switched hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri
ile hemoglobin degerleri arasinda pozitif ve orta diizeyde bir iliski varken (r=0,415 p=0,010),
IgD-IgM-CD27+CD38+High (plasmoblast) B lenfosit alt tipinin yiizdeleri ile hemoglobin
degerleri arasinda negatif ve orta diizeyde ve anlamli bir iliski saptanmistir (r=-0,403
p=0,012). IgM+CD27-CD38Dim or CD38High B lenfosit alt tiplerinin yiizdeleri ile ise beyaz
kiire degerleri arasinda orta derecede ve negatif yonde anlamli bir iliski gozlenmistir (r=-
0,321 p=0,046). Diger IgD, IgM ve yiizey antijen kombinasyonlarina sahip B lenfosit
yiizdeleri ile hemoglobin degerleri, beyaz kiire ve trombosit sayilar1 arasinda anlamli bir iligki

saptanmamustir (her biri i¢in p>0,05) (Tablo 10).

Tablo 10. ITP hastalarinda IgD, IgM ve yiizey antijen kombinasyonlara sahip B lenfosit
yiizdelerinin hemoglobin, 16kosit ve trombosit degerleri ile iligkisi

Hasta grubu (n=39) Hemoglobin Lokosit Trombosit

r p r p r P
CD19+ 0,205 0,216** 0,057 0,732* -0,148 0,368*
IgD+ CD27- 0,057 0,732 -0,015 0,929* -0,120 0,465*
IgD+ CD27+ 0,020 0,907* -0,059 0,723* -0,041 0,805*
CD21Low CD38Low -0,027 0,871* 0,204 0,213* 0,172 0,295*
IgD+ IgM- 0,135 0,418* 0,118 0,476* 0,215 0,189*
IgD+ IgM+ -0,048 0,776 -0,100 0,545* -0,232 0,155*
IgD- IgM+ -0,055  0,745* -0,010 0,953* -0,062 0,708*
IgD- IgM- 0,012 0,943** 0,118 0,475* 0,207 0,206*
IgD- IgM- CD27+ CD38- 0,415 0,010 0,088 0,593* -0,268 0,099*
IgD- IgM- CD27+ CD38+High -0,403 0,012 -0,074 0,655* 0,242 0,139*
IgD- IgM- CD27- CD38+High 0,148 0,376* -0,185 0,259* 0,044 0,789*
IgD- IgM- CD27- CD38-Low -0,330 0,043** -0,145 0,379* -0,057 0,729*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38- 0,060 0,720 -0,034 0,837 -0,039 0,812*
IgD+ IgM+ CD27+ CD38+High -0,310 0,058* -0,276 0,089* -0,187 0,254*
IgD+ IgM+ CD27- CD38+High -0,066  0,696* -0,228 0,162* -0,088 0,593*
IgD+ IgM+ CD27- CD38Dim 0,228 0,168** 0,060 0,716* 0,003 0,983*

IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High 0,059 0,726 -0,321 0,046* -0,265 0,103*

IgM+ CD27- CD38Dim or CD38High -0,091 0,588* -0,031 0,853* -0,164 0,319*

*. Spearman's rho test.
** Pearson's r test.
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5. TARTISMA

Bu calismada Tekirdag Namik Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Hematoloji Bilim Dali Kliniginde halen takip edilmekte olan primer immiin
trombositopenik purpura tanili hastalarin demografik ve klinik bulgulari ile akim sitometrik
immiinfenotipleme ile belirlenen B lenfosit alt gruplari arasindaki iligkiler kesitsel olarak
degerlendirildi.

Calismamizda ana ama¢ B lenfosit maturasyon durumunun ve farkli alt tip
degisimlerinin hastalarin tedavi yanitlar1 ve diger klinik ve laboratuvar ozellikleri ile
iligkisinin ortaya konmasiydi. Hastalarin aldiklar1 tedavilere gore kendi aralarinda ve kontrol
grubuna gore B lenfosit yiizey markerlar1 incelendi. ITP’ye yonelik literatiirde hem
tedavilerin karsilastirildigit hem de kroniklesme siirecindeki faktorlerin arastirildigr (52,53)
birgok ¢aligma olmasma ragmen ITP hastalarinda lenfosit alt gruplarinin tanimlanmasi
konusunda az sayida ¢alisma vardir. (54,55,56)

B hiicrelerinin ¢evresel kanda ortak yiizey belirteci CD19, CD20, CD22’dir. Bu yiizey
belirteclerinden en sik kullanilmakta olam1 ise CD19’dur. B lenfositlerin farklilagma
asamalarin1 (alt tiplerini) belirlemek i¢in akim sitometri ile CD19+ olan hiicreler
belirlendikten sonra IgM, IgG, CD27, CD38 boyamalari yapilir. CD19+CD27-IgM+IgD+
hiicreler naif B hiicreler, CD19+CD27+IgM+IgD+ hiicreler marjinal zon B hiicreleri, hatiza B
hiicrelerinden izotip doniisiimii yapmayip yalnizca IgM iireten CD19+CD27+IgM+IgD-
(unswitched) ve izotip doniisiimii yapan IgG, IgA ya da IgE iireten hafiza B hiicreleri
(switched hafiza B hiicresi) tanimlanir (57).

Yetigkinler bireylerde B lenfositlerin %30-60 kadar1 hafiza B hiicreleridir. Ortalama

olarak bu hiicrelerin yaris1 da switched hafiza B hiicreleridir. Switched hafiza B hiicreleri T
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hiicre yardimi sonucunda germinal merkezde gelismektedir. Bu hiicreler oto-reaktif antikorlar
olusturabilmektedir. Olusan bu antikorlar diisiik afinetilidir ve saglikli bireylerde ¢ok az
miktarda bulunmaktadir. Otoimmun hastaliklarin gelisiminden bu antikorlar sorumlu
tutulmaktadir (47,48).

Saglikli kisilerin B lenfosit alt grup dagilimlarinin belirlenmesi, hastalarin B lenfosit
alt gruplarimin yorumlanmasi agisindan 6nem gostermektedir. Literatiirde B lenfosit alt grup
dagilimlarin1  gosteren referans c¢alismalar mevcuttur (61,62) Bizim ¢alismamizda bu
calismalardan farkli olarak ITP hastalarinin ve saglikli kontrol grubunun B lenfosit alt
gruplart tanimlanmis ve Kkarsilagtirilmistir. Calismamizda; 1gD+CD27+(marginal zon B
hiicresi), 1gD-IgM-CD27-CD38+High, 1gD+IgM+CD27+CD38- (unswitched hafiza B
hiicresi), IgD+IgM+CD27+CD38+High B lenfosit alt tipleri yiizdeleri hasta grubunda anlamli
derecede diisiik saptanirken, IgD+IgM+CD27-CD38Dim B lenfosit alt tipi yiizdeleri ise hasta
grubunda anlamli bi¢imde yiiksek saptandi. Diger IgD, IgM ve yiizey antijeni
kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizde degerlerinde hasta ve kontrol gruplari arasinda
anlaml fark saptanmadi.

Yas ile lenfosit alt gruplar1 degisim gostermektedir. Hafiza B hiicreleri kord kaninda
saptanmazken, yasamin ilk yilinda yavas yavas artmakta ve ikinci yilin sonunda yetiskin B
hiicre sayisinin %20’sine ulagsmaktadir. Yasla birlikte marjinal zon B hiicrelerinde artig
gerceklesmektedir (58).

Etnik, cografya, yas ve cinsiyet farkliliklarmin lenfosit dagilimlar {izerine etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir (52). Ulkemizde 30 kisilik yetiskin saglikli birey grubuna yapilan
calismada CD19+ B lenfosit dagilimi %3.4-15.9, yine yapilan baska ¢alismada %3.9-20.7
araliginda bildirilmistir (59,60). Bizim g¢alismamizda ise CD19+ B lenfosit dagilimi ITP
hastalarinda ortalama %19.38 (1.74-50.54) saptanirken kontrol grubunda ortalama %20.15
olarak saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda dogumdan itibaren 18 yasina kadar total B ve naif B
lenfosit oranlarinda azalma, switched B hiicrelerde ise artis oldugu bildirilmektedir
(59,63,64). Yapilan baz1 giincel ¢alismalarda ise yas ve cinsiyet farkliliklarinin B lenfosit alt
gruplari tizerinde bir etkisi olmadigi bildirilmistir (65). Bizim ¢alismamizda, hasta grubunda
IgD+CD27- (naif B hiicreleri) B lenfosit alt tipi yiizdeleri ile hasta yaslari arasinda orta
diizeyde ve pozitif yonde anlaml bir iligki saptandi. 1gD-IgM+ ve IgD+IgM+CD27+CD38-
(unswitched hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tipleri yiizdeleri ile hasta yasi arasinda ise yine
orta diizeyde ancak negatif yonde anlamli bir iligki gézlendi. Calismamizdaki bu bulgular ele

alindiginda ITP hastalarinda saglikli popiilasyonun tersine naif B hiicrelerinde artis
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gozlenirken; unswitched hafiza B hiicrelerinde azalma gorilmustiir. IgD, IgM ve ylizey
antijenleri agisindan diger kombinasyonlara sahip B lenfosit sayilari ile hasta yasi arasinda
anlaml bir iligski saptanmadi. Ayrica cinsiyet acisindan baktigimizda ise IgD, IgM ve yiizey
antijeni kombinasyonlarina sahip B lenfosit alt gruplarinda erkek ve kadin hastalar arasinda
anlamli fark olmadigi tespit edildi. Calismalar arasinda gozlenen bu farkliliklarin sebebi
calismaya dahil edilen kisilerin sayisinda ve yas grup dagilimlarinda farklilik olmasinin
yaninda yine c¢alismalarda alman numunelerin caligma teknikleri farkliliklarinin da rol

oynadig distiniilmektedir.

Calismamizda tam remisyon ve kismi remisyon saglanan hastalar ve kontrol grubu
arasinda hemogram parametreleri ve akim sitometri ile saptanan B lenfosit alt tipleri
karsilastirildi; tedavi sonrasi trombosit sayilar1 kontrol grubuna gore anlamli bigimde diisiik
olarak saptandi. Tedavi sonras1 hemoglobin, nétrofil ve lenfosit degerleri kontrollerden farkli
saptanmadi. Akim sitometri ile saptanan lenfosit yiizdeleri ise gruplar arasinda benzer
degerlere sahipti.

ITP hastalign geng yetiskin popiilasyonda kadinlarda 3 kat daha sik goriilmektedir.
(68). Benzer sekilde ¢alismamiza dahil edilen 39 hastanin %69.2°si kadindi. ITP 60 yasin
altinda kadinlarda daha sik izlenirken, yapilan ¢alismalarda 60 yas iizerinde kadin ve erkek
oraninin esit oldugu bildirilmistir (4). Yas ile ITP insidansinin artmakta oldugu ve 70
yasindan sonra erkeklerde daha sik oldugu da yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (74).
Caligmamizda hastalarin tan1 anindaki median yas1 46 olarak tespit edildi ve cinsiyetler arasi
ortalama yas arasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Calismamizda 10 (%25.6) hastaya takipleri esnasinda rituksimab tedavisi uygulanmigken, 15
(%38.5) hasta eltrombopag tedavisi aliyordu ve 7 (%17.9) hastada splenektomi uygulanmusti,
toplam 16 (%41) hasta ise sadece steroid tedavisi ile takip edilmisti. Calismaya giren
hastalarda tedavisi devam edenler varken tam remisyon ile takiplerine devam edilenler de
mevcuttu. Calismaya dahil edilen hastalarda eltrombopag verilen 15 hastanin 5’1 6ncesinde
rituksimab almis olup bu hastalarin rituksimab {izerinden en az bir y1l ge¢mis olmasi dikkate
alinarak ¢alismaya dahil edilmistir. Calismamiza dahil edilen hastalarin 22’°si (%56.5) tam
yanit ile takip edilirken 17’si (%43.5) kismi yanith olarak takip edilmektedir. Yanitsiz
hastalar calismaya dahil edilmemistir. Kismi yanitli hastalarin ise sadece birinci basamak
tedavi almig olanlarin sayist 7 (%41.1), ikinci basamak tedavilerin en az birini almis olanlarin

sayis1 10 (%58.9) dur. ikinci basamak tedavi alanlarm kismi yanit1 ayr1 ayri incelendiginde
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sadece rituksimab tedavisi alanlarin sayist 3 (%17.6), sadece eltrombopag tedavisi alanlarin
sayist 3 (17.6), sadece splenektomi yapilmis hasta sayist 1 (%0.58)’dir. Calismamizda hem
eltrombopag hem de rituksimab tedavisi almis kismi yanitsiz hasta sayisi ise 3 (%17.6) olarak
tespit edilmistir. Komorbidite hastalarin 10’unda (%20.8) vardi ve en sik goriilen komorbid
durumlar HT ve DM idi. Ek hastalik varliginin ITP hastalarinda B lenfosit alt grup dagilimina
etkisinin gosterildigi bir ¢aligmaya literatiirde rastlanamamistir. Calismamizda ek hastaligi
olan ITP hastalarmm sayis1 yeterli goriilmediginden ve bu hastaliklarin toplu olarak analiz
edilmesi uygun olmayacagindan alt grup dagilimlari incelenmemistir.

ITP hastalarinda tedavi baslanilmasi gereken seviyelerde trombosit sayist
saptandiginda ya da klinik olarak tedavi baglanmasi gerektiginde kontrendikasyon yoksa ilk
baslanacak tedavi steroidlerdir (67). Calismamizda 16 hastaya (%41) sadece metilprednizolon
tedavisi verilmis ve bu hastalarin 9’unda (%56.2) tam yanit alindig1 goriilmiistiir. Literatiire
baktigimizda Karpatkin ve arkadaslarinin (68) yaptigi bir ¢alismada steroid ile vakalarin %36-
44’tinde tam yanit saptanmistir. Calismamizi bu agidan degerlendirecek olursak steroide tam
yanit oranlarimiz literatiire oranla yliksek saptanmistir.

Calismamizda metilprednizolon sonrasinda yanit alinamayan ve takiplerinde niiks
gelisen hastalara ikinci basamak tedavilerin tercih edildigi goriilmiistiir. Rituksimab bu tedavi
seceneklerinden ilkidir. Rituksimab bir CD20 monoklonal antikorudur. Immun
trombositopenide artmis otoantikorlarin artmig CD20+ B hiicreleri ile alakali oldugu
diisiiniilmektedir (69). Bu sebeple rituksimab ITP hastalarinda uzun yillardir kullanilmis ve
kullanilmaya da devam edilmektedir. Bizim calismamizda, poliklinikte takiplerine devam
edilen ve caligmaya dahil edilen 39 hastanin 10’una (%25.6) ikinci basamak tedavi olarak
rituksimab uygulanmistir. Literatiirde anti CD-20 monoklonal antikoru olan rituksimabin
kullanildigi ITP hastalarinda B lenfositlerinin incelendigi az sayida calisma vardir.
Gudbrandsdottir ve arkadaslar1 (70) tarafindan yapilmis bir calismada rituksimab tedavisi
sonras1 ITP hastalarinda B hiicrelerinin degisimi incelenmistir. Rituksimab ve birinci basamak
tedavi verilenlerin sadece birinci basamak tedavi verilen hasta grubu ile karsilastirildigi bu
calismada; rituksimab alimindan 12 ay sonrasinda CD27+ B hiicrelerinin 6nemli derecede
distigii gosterilmistir. Bu calismada CD27+ B hiicreleri hafiza B hiicreleri olarak
tanimlanmistir. Bizim ¢alismamizda yine bu ¢alismaya benzer sekilde rituksimab almis ITP
hastalarinda IgD+CD27+, IgD-lgM+, IgD-IgM- ve IgD+IgM+ CD27+ CD38-(unswitched
hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tipleri yiizdeleri anlamli derece diisiik saptanmisken IgD+

CD27- (naif B hiicresi), IgD+IgM+ ve IgD+IgM+CD27-CD38Dim B lenfosit alt tipleri
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yiizdeleri ise rituksimab almayan ITP hastalarina gére anlamli bicimde daha yiiksek
saptanmistir. Diger IgD, IgM ve yiizey antijenleri sahip B lenfosit yiizdeleri ritiksumab alan
ve almayan ITP hastalar1 arasinda anlamli fark bulunamamustir.

Rituksimab disinda bir diger ikinci basamak tedavi se¢enegi ise splenektomidir. Anna
Kwiatkowska ve arkadaslarinin (71) 2019’da yaptig1 bir ¢calismada splenektomi sonrasinda
ITP hastalarmin remisyonu arastirilmistir. Yapilan ¢alismada 41 yasin altinda olanlar ve
operasyon Oncesi trombosit sayis1 > 97x10%mm? olan hastalarda splenektomi sonrasinda
remisyon orani anlamli bir bi¢gimde yiiksek bulundugu bildirimistir. Literatiirde ayrica
splenektomi ve ITP patogenezinin incelendigi calismalar mevcuttur. Asmaa M ve arkadaslar
(72) tarafindan yapilan bir calismada IgM salgilayan hafiza hiicrelerinin artisinin ITP
patogonezinde rol oynayabilecegi belirtilmistir. Ayrica Martinez-Gamboa L ve arkadaslari
(73) tarafindan yapilan calismada, ITP hastalarinda splenektomi sonrasinda germinal merkez
kaybmna bagl olarak hafiza B hiicrelerinin azalmis tiretimi incelenmistir. Kruetzman ve
arkadaglarinin (74) yaptig1 bir ¢alismada ise genel olarak otoimmun hastaliklarda splenektomi
sonrasinda hafiza B hiicrelerinin azalmasi bildirilmistir. Bizim g¢alismamizda, poliklinikte
takiplerine devam edilen ve ¢aligmaya dahil edilen 39 hastanin 7’sine (%17.9) splenektomi
uygulandig: goriilmiistiir. Splenektomi uygulanan ITP hastalarinda IgD+CD27+ (marginal
zon B hiicresi) B lenfosit alt tipi yiizdesi splenektomi yapilmayan ITP hastalarina gére anlaml
bicimde daha diisiik saptanmistir. Diger IgD, IgM ve yiizey antijenleri kombinasyonlarina
sahip B lenfosit yiizdeleri splenektomi yapilan ve splenektomi yapilmayan ITP hastalari
arasinda anlamli fark bulunamamustir.

2000’lerin baglarindan itibaren ikinci basamak tedavi olarak belirlenen rituksimab ve
splenektomi ITP hastalarinda tercih edilen ve kullanilan en sik tedavilerdir. Her iki segenekte
de tam remisyon saglama potansiyeli bulunsa da uzun vadeli yanitlar tam olarak tatmin edici
goriilmemektedir. Ayrica bu tedaviler sonrasinda goriilen komplikasyonlar yaygin olmasa da
onem tasimaktadir. Ghanima W ve arkadaglar1 (75) tarafindan yapilan bir calismada
splenektomi ve rituksimab sonrasi gelisen yan etkiler incelenmis ve splenektomi sonrasinda
enfeksiyon ve tromboembolizm riskinde artis, rituksimab sonrasi enfeksiyon oranlarinda artig
ve ¢ok nadir de olsa progresif multifokal 16koensefalopati vakalar1 bildirilmistir. Bu sebeple
gelistirilen ve 2008 yilinda ruhsatlandirilan trombopoetin reseptdr agonistleri ITP hastalarinda
ikinci basamak tedavi olarak kullanilmaya baslanmis ve giderek yayginlagmistir. Romiplastim
ve eltrombopag bu ajanlardan ikisidir. Ulkemizde su an igin bulunan ve yaygin olarak

kullanilan trombopoetin reseptdr agonisti eltrombopagtir. Karaciger enzimlerinde yiikselme
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ve tromboza yatkinlik yan etkileri olarak sayilabilse de piyasaya ¢ikisindan itibaren gegen 10
yil siire igerisindeki etkilerinin incelendigi; Ghanima W. Ve arkadaslart (76) tarafindan
yapilan bir metaanaliz ¢alismasinda bu ajanlarin kabul edilebilir toksisiteye sahip, iyi tolere
edilen ve etkili tedaviler oldugu bildirilmistir. Raymond S. M. Wong ve arkadaslar1 (77)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢alismaya dahil edilen hastalarin %40’inda eltrombopag ile
tedavi sonrasinda 25 haftaya kadar yanit korunmus ve trombosit sayis1 50x10%/mm? iizerinde
seyrettigi, hastalarin %70’inde ise trombosit sayisinmn 30x10%/mm?® iizerinde seyrettigi
bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda, poliklinikte takiplerine devam edilen ve c¢alismaya dahil
edilen 39 hastadan 15’1 (%38,5) eltrombopag kullanmakta idi. Eltrombopag verilen 15
hastanin 5’1 dncesinde rituksimab almis olup bu hastalarin rituksimab {izerinden en az 1 yil
gecmis olmasi sart1 aranarak ¢alismaya dahil edilmistir. Literatiirde eltrombopag kullanan ITP
hastalarinin B lenfosit degisimlerini inceleyen ¢alisma bulunamamistir. Bizim ¢alismamizda
Eltrombopag alan hastalarda 1gD+CD27- (naif B hiicresi) B lenfosit alt tipi yiizdeleri
eltrombopag almayan TP hastalarina gore anlamli bicimde daha yiiksek saptanmistir.
CD21LowCD38Low, IgD- IgM+ ve IgD+IgM+ CD27+CD38- (unswitched hafiza B hiicresi)
B lenfosit alt tipleri yiizdeleri ise eltrombopag alan ITP hastalarinda eltrombopag almayan
ITP hastalarina gére anlaml bigimde daha diisiik saptanmistir. Diger IgD, IgM ve yiizey
antijenleri kombinasyonlarina sahip B lenfosit yiizdeleri eltrombopag alan ve almayan ITP
hastalar1 arasinda anlamli fark bulunamamistir. Eltrombopag alan hastalar daha once
rituksimab alip almamasina gore ayr1 olarak incelenmediginden bu sonucun c¢ikmasinda
rituksimab kullaniminin etkili oldugu diisiiniilmiistiir. Sadece rituksimab kullanimi ile benzer
sekilde eltrombopag kullanan ITP hastalarinda da hafiza B hiicreleri diisiik saptanmistir.

Calismamizda ikinci basamak tedavi alan hastalarin yanit oranlar1 karsilastirilmamastir.
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6. SONUCLAR

Primer immiin trombositopenik purpura, dokiintiiler ile karsimiza gelen eritrosit ve

beyaz kiire sayilarinin normal seyrettigi izole trombositopeni tablosudur. Biz ¢alismamizda B

lenfosit alt gruplarinin hasta ve saglikli bireylerle karsilagtirilmasini, ayrica hasta grubunda

yas, cinsiyet, ek hastalik ve alinan tedavi farkliliklarina gore B lenfosit alt gruplarin

inceledik.

Bunun igin Tekirdag Namik Kemal Universitesi Hastanesi Hematoloji Klinigi

tarafindan takip edilmekte olan 39 ITP hastast ve 9 saglhkli birey ¢aligmaya dahil edildsi,

prospektif olarak degerlendirildi.

1-

Hasta ve kontrol grubunun B lenfosit alt gruplar1 karsilastirildiginda; IgD+CD27+
(marginal zon B hiicresi), IgD-IgM-CD27-CD38+High, IgD+IgM+CD27+CD38-
(unswitched hafiza B hiicresi) , IgD+IgM+CD27+CD38+High B lenfosit alt tipleri
yiizdeleri hasta grubunda anlamli derecede diisiik saptanirken, IgD+IgM+CD27-
CD38Dim B lenfosit alt tipinin yiizdeleri ise hasta grubunda anlamli bigimde
yiiksek saptandi.

ITP hastalarinda yas ile B lenfosit alt gruplar1 incelendiginde; IgD+CD27- (naif B
hiicresi) B lenfosit alt tipi yiizdeleri hasta grubunda daha yiiksek saptandi. IgD-
IgM+ ve IgD+IgM+CD27+CD38-(marginal zon B hiicresi) B lenfosit alt tipleri
yiizdeleri hasta grubunda daha diistik saptandi Cinsiyet agisindan ise B lenfosit alt
gruplarinda anlamli bir fark saptanmadi.

Rituksimab almis olan hastalarda IgD+CD27-(naif B hiicresi), IgD+IgM+ ve
IgD+IgM+CD27-CD38Dim B lenfosit alt tipleri yiizdeleri rituksimab almayan ITP
hastalarina gore anlamli bicimde daha yiiksek saptanmistir. IgD+CD27+ (marginal
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zon B hiicresi), IgD-IgM+, IgD-IgM- ve IgD+IgM+CD27+CD38- (unswitched
hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tipleri yiizdeleri ise rituksimab alan TP
hastalarinda rituksimab almayan ITP hastalarma gore anlamli bicimde daha diisiik
saptanmistir.

Eltrombopag alan hastalarda IgD+CD27- (naif B hiicresi) B lenfosit alt tipi
yiizdesi eltrombopag almayan ITP hastalarina gore anlamli bigimde daha yiiksek
saptanmistir. CD21Low CD38Low, IgD-lgM+ ve IgD+IgM+CD27+CD38-
(unswitched hafiza B hiicresi) B lenfosit alt tipleri yiizdeleri ise eltrombopag alan
ITP hastalarinda eltrombopag almayan iTP hastalarina gore anlamli bicimde daha
diisiik saptanmistir. Eltrombopag alan hastalar daha dncesinde rituksimab almis ve
almamis olanlar seklinde ayri olarak incelenmediginden bu sonucun rituksimab
kullanimi ile alakali oldugu diistintilmiistiir.

Splenektomi uygulanan iTP hastalarinda IlgD+CD27+ (marginal zon B hiicresi) B
lenfosit alt tipi yiizdeleri splenektomi yapilmayan iTP hastalarma gére anlaml

bigimde daha diisiik saptanmustir.
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OZET

Immiin trombositopenik purpura trombosit sayisinda diisiis ile seyreden
otoimmunitenin rol oynadig1 bir hastaliktir. Birinci basamak tedavi sonrasinda remisyon orani
yiiksek olmasina ragmen remisyon kaybi sik goriiliir ve niiks nedeniyle ikinci basamak tedavi
ihtiyaclar1 olusur. Ayni tedaviden bir hastanin fayda gormesi diger hastanin fayda

gérmemesine sebep olan farklilik net degildir.

Lenfositler tiim kan hiicreleri gibi kemik iligindeki kok hiicrelerinden koken alir,
antijen reseptorleri iiretir ve matiir hiicrelerin karakteristik 6zelliklerini gelistirirler. Bu matiir
B ve T lenfositlere naif lenfositler denir. Kemik iliginden ve timustan go¢ eden bu hiicreler
antijen uyarilari ile degisim ve olgunlagsmalarini tamamlamak {izere periferik lenf organlarina
goc ederler. Antijenler ile uyarilan lenfositler klonal genisleme yasar, bir kismi antieni
elimine eden efektor hiicrelere doniisiirken bir kismi sekonder immun yanitta rol almak tizere

hafiza hiicreleri olarak farklilasilar.

Lenfositler ve diger lokositlerin tanimlanmasi modern siniflandirma sisteminde CD
yiizey antijenleri ile yapilir. CD ylizey markerlar1 hiicrenin hangi kiimeye farklilastigini
gosteren monoklonal antikorlardir. B lenfositlerin (CD45+, CD19+) immiin sistemdeki ana
rolii immiinojenik yapilar1 tanimak, onlari hatirlamak ve daha sonra bu antijenlere kars
antikor sentezleyecek plazma hiicrelerine farklilasmaktir. Kemik iliginden periferik lenf
organlarina gocii IgM ve IgD sentezi ile iliskilidir. Maturasyonun erken sathalarindaki bir B
lenfositte IgM+ iken CD24 sentezi artmig, CD27 ise negatif tespit edilir. CD27 ylizey
antijeninin kazanilmasiyla B lenfositin naif B lenfositten marjinal zon fenotipe farklilagtig
anlagilir. CD38 yiizey antijeni pozitiflesen hiicre hafiza B lenfosite farklilagmis olarak
tanimlanir. IgM ve IgD ylizey antijenlerinin kaybinin tespiti ile antikor degisimi ile hafiza

hiicresinin plazmablasta farklilastigi soylenebilir.

Akim sitometride, hiicre yiizeyindeki veya igerisindeki proteinlere 6zgii antikorlarla
inkiibe edilir sonrasinda antikenlere baglanir. Buradaki spesifik antikorlar spesifik floresan
boyalarla (FITC, PE, PerCP gibi) isaretlenmektedir. Bu sayede hiicrelere 6zgii antijenler
floresan sinyalleri degerlendirilerek belirlenebilmektedir. Biz c¢alismamizda ITP tamisi ile

takip edilmekte olan hastalarin akim sitometri yardimi ile B lenfosit alt gruplarini inceledik.

Calismamiz Tekirdag Namik Kemal Universitesi Hastanesi Hematoloji Klinigi
tarafindan, ITP tanis1 ile takip edilmekte olan hastalarin rutin muayeneleri sonrasinda yaklasik
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4 ml kan 6rnegi alinarak ve B lenfosit yiizey antijenlerini igeren DuraClone IM B cells Tube
kullanarak akim sitometri ile tespit edildigi cross sectional bir ¢alismadir. Hastalarin yas,
cinsiyet, ek hastaliklari, laboratuvar bulgulari, aldiklar1 tedavi se¢enckleri ve akim sitometri
verileri kaydedildi. Calismamizin istatistiksel analizler Jamovi (Version 2.2.5.0) ve JASP
(Version 0.16.1) programlart ile yapilmis olup ve istatistik analizlerde anlamlilik diizeyi 0.05
(p-value) olarak dikkate alindi.

Calismaya 39 hasta 9 saglikli kontrol grubu dahil edilmis olup bunlarin 33’i kadindi.
Hastalarin yas ortalamalar1 46.58+13.61 (min-max: 20-72 yas) yil olarak belirlenmistir.
Kontrol grubu hasta grubu ile ayn1 demografik 6zelliklere sahipti. Hasta ve kontrol grubunun
B lenfosit alt gruplart karsilastirildiginda; IgD+CD27+(marginal zon B hiicresi), 1gD-1gM-
CD27- CD38+High, IgD+IgM+CD27+CD38- (unswitched hafiza B  hiicresi),
IgD+IgM+CD27+ CD38+High B lenfosit alt tipleri yiizdeleri hasta grubunda anlamli
derecede diisiik saptanirken, IgD+IgM+CD27-CD38Dim B lenfosit alt tipi yiizdeleri ise hasta
grubunda anlamli bigimde yiiksek saptand1. ITP hastalarinda saglikli popiilasyona gore yas ile
azalmas1 beklenen naif B hiicresi anlamli derecede yiiksek saptanirken diger B hiicrelerinde
anlaml fark saptanmadi. Rituksimab uygulanan hastalarda CD27+ hafiza B hiicreleri genel
anlamda diisiik saptanirken, naif B hiicrelerinin arttigi goriildii. Eltrombopag kullanan
hastalarda da benzer sonuglar alinmis olup dncesinde rituksimab kullanim1 olmasi bu duruma
neden oldugu diisiiniilmiistiir. Splenektomi uygulanan hastalarda beklendigi gibi marginal zon

B hiicresi anlamli derecede diisiik saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: immiin Trombositopenik Purpura , B Hiicreleri , CD Yiizey Belirtegleri ,
CD27
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INVESTIGATION OF B LYMPHOCYTE SUBGROUPS IN PATIENTS
WITH IMMUNE THROMBOCYTOPENIC PURPURA

SUMMARY

Immune thrombocytopenic purpura is a disease in which autoimmunity plays a role
with a decrease in platelet count. Although the remission rate is high after first-line therapy,
loss of remission is common and second-line therapy is needed due to relapse. The difference
between one patient benefiting from the same treatment and the other not benefiting from the
same treatment is not clear.

Like all blood cells, lymphocytes originate from stem cells in the bone marrow,
produce antigen receptors and develop the characteristic features of mature cells. These
mature B and T lymphocytes are called naive lymphocytes. These cells, which migrate from
the bone marrow and thymus, migrate to the peripheral lymph organs to complete their
transformation and maturation with antigen stimuli. Antigen-stimulated lymphocytes
experience clonal expansion, some transform into effector cells that eliminate antigen, while
others differentiate into memory cells to play a role in the secondary immune response.

Identification of lymphocytes and other leukocytes is done by CD surface antigens in
the modern classification system. CD surface markers are monoclonal antibodies that show
which cluster the cell has differentiated into. The main role of B lymphocytes (CD45+,
CD19+) in the immune system is to recognize immunogenic structures, remember them, and
then differentiate into plasma cells that will synthesize antibodies against these antigens. Its
migration from the bone marrow to peripheral lymph organs is associated with IgM and IgD
synthesis. In a B lymphocyte in the early stages of maturation, CD24 synthesis is increased
while 1gM+ is detected, while CD27 is negative. With the acquisition of CD27 surface
antigen, it is understood that the B lymphocyte differentiates from the naive B lymphocyte to
the marginal zone phenotype. Cells with positive CD38 surface antigen are defined as
differentiated into memory B lymphocytes. It can be said that the memory cell differentiates
into plasmablast with the detection of the loss of IgM and IgD surface antigens and the
change of antibodies.

In flow cytometry, cells are incubated with antibodies specific for proteins on their

surface or inside the cell and bind to antigens. Each specific antibody is labeled with
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fluorescent dyes such as FITC, PE, PerCP. By evaluating the fluorescent signals given by
cells with certain antigens when they encounter a laser beam, it can be determined which
specific antigen that cell carries. In our study, we examined the B lymphocyte subgroups of
the patients followed up with the diagnosis of ITP with the help of flow cytometry.

Our study is a cross-sectional study in which approximately 4 ml of blood samples
were taken after routine examinations of patients followed up with the diagnosis of ITP by
Tekirdag Namik Kemal University Hematology Clinic and determined by flow cytometry
using DuraClone IM B cells Tube containing B lymphocyte surface antigens. Age, gender,
comorbidities, laboratory findings, treatment options and flow cytometry data of the patients
were recorded. Statistical analyzes of our study were performed with Jamovi (Version 2.2.5.0)
and JASP (Version 0.16.1) programs and the level of significance was considered as 0.05 (p-
value) in statistical analysis.

39 patients and 9 healthy control groups were included in the study, and 33 of them
were women. The mean age of the patients was 46.58+13.61 (min-max: 20-72 years) years.
The control group had the same demographic characteristics as the patient group. When the B
lymphocyte subgroups of the patient and control groups were compared; percentages of
IgD+CD27+(marginal zone B cell), IgD-IlgM-CD27- CD38+High, 1gD+IgM+CD27+CD38-
(unswitched memory B cell), IgD+IgM+CD27+ CD38+High B lymphocyte subtypes in the
patient group were significantly higher, while the percentages of IgD+IgM+CD27-CD38Dim
B lymphocyte subtypes were found to be significantly lower in the patient group, they were
found to be significantly higher. While naive B cells, which are expected to decrease with
age, were found to be significantly higher in ITP patients compared to the healthy population,
no significant difference was found in other B cells. While CD27+ memory B cells were
found to be low in general in patients treated with rituximab, naive B cells were found to be
increased. Similar results were obtained in patients using eltrombopag, and it was thought that
previous use of rituximab caused this situation. As expected, marginal zone B cells were

found to be significantly lower in patients who underwent splenectomy.

Key Words: Immune Thrombocytopenic Purpura, B Cells, CD Markers, CD27
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