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OZET

Aferez yoOntemiyle trombosit siispansiyonunun hazirlanmasi, transfiizyon tibbinda
biiyiik bir avantaj saglamistir. Aferez yontemi trombosit siispansiyonu hazirlanmasi standart
bir prosediir olmasina ragmen, dondrden trombosit siispansiyonu alinmasi sonrasinda,
dondriin trombosit sayisinin normalizasyonunundan sorumlu regiilatuvar mekanizmalar
hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir. Megakaryopoezde anahtar sitokin olarak trombopoetinin
kesfiyle (Trombopoetin (TPO) aym1 zamanda mpl-ligand ve megakaryosit biiylime ve
gelistirme faktorii-MGDF olarak da bilinir) trombosit iiretiminin regiilasyonu hakkinda bilgi
edinmemiz miimkiin olmustur. Plazmadaki endojen TPO seviyeleri trombosit sayisi ile ters
orantilidir. Aplastik anemi, amegakaryositik trombositopeni veya kemik iligi transplantasyonu
sonrast goriilen trombositopenik durumlarda oldugu gibi megakaryosit aplazisinin oldugu
durumlarda serum TPO seviyeleri belirgin olarak yiiksektir. Tersine immiin trombositopenik
purpurali hastalarin serum TPO seviyeleri normal veya hafif yiiksektir. Bu bulgular serum
TPO seviyelerinin trombosit sayisindan ziyade hem megakaryosit hem de trombosit kitlesiyle
iliskili oldugunu gostermistir. Bu c¢alismanin amaci, aferez islemi uygulanan saglikli
donorlerde trombosit kaybiyla iligkili olarak endojen TPO seviyelerinde degisiklik olup
olmadigini aragtirmaktir.

Calismaya ilk kez aferez islemi uygulanan 26 saglikli donor alimmistir. Serum TPO
seviyeleri ve trombosit sayilart aferez islemi 6ncesi, islemin hemen sonrasinda ve takip eden 4

giin boyunca 6l¢iilmiistiir. Serum TPO seviyeleri ELISA yontemi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Bu calismada bazal serum TPO seviyeleri 30.21+13.03 pg/ml olarak bulunmustur.

Aferez islemi sonrasi trombosit sayisindaki en belirgin azalma islem sonrasi Ol¢iimde

goriilmiis ve trombosit sayisindaki artis 1. giinden itibaren baslamistir. Ancak serum TPO
seviyelerindeki artis en belirgin olarak 4. giinde meydana gelmistir (36.58+16.36 pg/ml).

Aferez islemi sonrasi dondriin trombosit sayilarinin normalizasyonu boyunca trombosit sayisi
ile serum TPO seviyeleri arasinda anlamli bir iligki saptanamamistir (p>0.05).

Sonug olarak aferez islemi sonrast meydana gelen trombosit sayisindaki normalizasyon
ile serum TPO seviyeleri arasinda iligki yoktur. Aferez islemi sonrasi trombosit sayisindaki
normalizasyon muhtemelen trombosit depo havuzu olan dalaktan trombositlerin dolagima
salinmasiyla meydana gelmektedir. Trombopoetin bu yanitta ge¢ donemde etkili olabilir ya da
megakaryosit sayisinda azalma olmadig1 i¢cin minimal etkili olabilir.

Anabhtar kelimeler: Trombopoetin, trombositaferez, saglikli donorler



SUMMARY
ALTERED IN ENDOGENOUS THROMBOPOIETIN IN HEALTY DONORS AFTER
PLATELETPHERESIS

The collection of single donor platelet concentrates by automated plateletpheresis has
been a major advance in transfusion medicine. Although automated plateletapheresis is a
standart procedure for the collection of single donor platelet concentrates, little is known
about the regulatory mechanisms involved in the normalization of the donors’ platelet counts
after platelet collection. Recent insights into the regulation of platelet production have been
provided by the identification of thrombopoietin (TPO; also known as mpl-ligand and
megakaryocyte growth and development factor-MGDF) as a key cytokine in
megakaryocytopoiesis. The endogenous TPO levels in plasma are inversely correlated with
the platelet counts. In patients with aplastic anemia, amegakaryocytic thrombocytopenia or
after bone marrow transplantation, where thrombocytopenia is associated with
megakaryocytopenic hypoplasia, TPO levels are extremly high. In contrast, patients with
immune thrombocytopenic purpura (ITP) exhibit normal or only mildly elevated TPO levels.
This datas indicated that serum TPO levels are more correlated with the combined
megakaryocyte and platelet mass than with platelet numbers. The aim of this study was to
test whether platelet donotion is associated with changes in the serum TPO levels in healthy
donors undergoing plateletpheresis.

The study group consisted of 26 healthy donors undergoing single donor
plateletpheresis for the first time. Serum TPO levels and platelet counts were determined
before platelet collection, at the end of apheresis, and for 4 days thereafter. Serum TPO levels
were determined by a TPO specific enzyme linked immunosorbent assay.

Baseline serum TPO levels were 30.21+13.03 pg/ml in this study. There was no
significant correlation between serum TPO levels and platelet number during normalization of
the donors’ platelet counts after plateletpheresis.

In conclusion there is no correlation between serum TPO levels and normolization of
platelet counts in response to plateletpheresis. Normalization of platelet counts after
plateletapheresis may be ascribed to the release of platelets from the platelet storage pool, that
is, the rapid mobilization of platelets from the spleen into the blood. Thrombopoietin may be
affected late period in this response or may be minimally affected this response because
megakaryocyte counts don’t decrease.

Key words: Thrombopoietin, plateletapheresis, healty donors



GIRIS VE AMAC

Trombositaferez yontemiyle saglikli donorlerden trombosit toplanmasi ve trombosit
siispansiyonu hazirlanmasi transfiizyon tibbinda biiyiikk avantajlar saglamistir. Aferez
yontemi ile dondrden trombosit toplanmasi standart bir yontem olmasmna ragmen,
trombosit toplanmasi1 sonrasinda dondriin trombosit sayisinin normalizasyonunu saglayan
regiilasyon mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerimiz sinirlidir.

Megakaryositopoez ve trombosit iiretimi, cesitli hematopoetik biiyiime faktorleri
tarafindan diizenlenmektedir. Bu hematopoetik biiylime faktorleri igcinde trombosit
tiretimi ve megakaryopoezin regiilasyonunda anahtar rol oynayan sitokin,
trombopoetindir. Trombopoetin (TPO), c-mpl ligand ve megakaryosit bilyiime ve
gelistirme faktorii olarak da bilinir ve baglica karaciger ve bobrekten sentez edilir.
1980’lerden beri trombopoetin hakkinda pek cok calisma yapilmis olsa da TPO’in
klonlanabilmesi ancak 1994 yilinda miimkiin olmustur. Trombopoetin hem erken
megakaryosit gelisiminde hem de sayi, biiyiiklilk ve megakaryosit ploidisi gibi geg
megakaryosit matiirasyonunda rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda saglikli dondrlere TPO’in
verilmesiyle, periferik kandaki trombosit sayisim ve fonksiyonlarim1 da arttirdig:
gbzlenmistir. Trombopoetin etkisini mpl reseptorlerine baglanarak gostermektedir. Mpl
reseptorleri hem megakaryosit hem de trombositlerin yiizeyinde bulunmaktadir ve serum
trombopoetin diizeyi dolagimdaki trombosit sayisi ile ters orantilidir. Yani trombosit
sayist yiiksek ise dolasimdaki mpl reseptoriine baglanan trombopoetin miktar1 arttigi icin
serbest trombopoetin miktar1 azalmakta, tersine trombosit sayisi diisik oldugunda
dolagimdaki trombopoetini baglayan mpl reseptor sayisi azalmakta ve serbest
trombopoetin miktar1 artmaktadir. Kemik iligi yetmezligi olan hastalarda regiilasyon bu
mekanizma ile aciklanabilirken, ITP’li hastalarda trombosit sayis1 diisiik olmasina ragmen
serum trombopoetin diizeylerinin normal olmasi, esansiyel trombositozu olanlarda da
serum trombopoetin diizeylerinin yiiksek olmasi TPO regiilasyonunda mpl reseptorleri
tizerinden olan regiilasyona ek bagka mekanizmalarinda oldugunu gostermistir.

Bu ¢alismada, saglikli dondrlerde trombositaferez islemi sonrasinda olan trombosit
kaybiyla, endojen serum trombopoetin seviyelerindeki degisikliklerin monitorize edilmesi

amaclandi.



GENEL BIiLGILER

Megakaryopoez ve Trombosit Fizyolojisi

Trombositler, megakaryosit sitoplazmasindan, fragmantasyon yoluyla olusurlar.

Dolasimdaki trombositler ¢ekirdeksiz, ovoid, gri-mavi renkli sitoplazmaya sahip, 7.06+4.85

um3® hacminde, 3.6+0.7 um capinda hiicrelerdir. Trombositlerin elektron mikroskopik
incelemelerinde her biri farkli gorevlere sahip glikokaliks, plazma membrani, yiizeye acilan
kanalikiiler sistem, tiibiiler sistem, hiicre iskelet yapisi, cesitli graniiller, mikroperoksizomlar,
kaph vesikiiller, mitokondri ve glikojen gibi organellere sahip oldugu izlenmistir. Trombosit
yapisindaki lipidlerin %80’ini fosfolipidler olusturur. Membranda yer alan glikoproteinler pek
cok adheziv gorevden sorumludurlar. Bunlarin en bilinenleri plazma membraninin esas
reseptorii olan glikoprotein IIb/Illa ve von Willebrand faktorii ile iliskiden sorumlu olan
glikoprotein Ib-IX’dur. Trombositler kanamanin durdurulmasinda, tromboz ve pihtilasmada

rol oynayan hiicrelerdir. Trombositlerin ortalama yasam siiresi 8-10 giindiir. Her giin yetiskin
insanlarda  1x10™  trombosit iiretilir ve trombosit ihtiyacinin  arttigi  durumlarda

megakaryositler dolasan trombosit miktarmni 10 kata kadar arttirabilir. Bir hastalik sonucu
degismedigi siirece trombosit sayisi saglikl kisilerde sabittir. Normalde trombosit sayist 150
000/ul-450 000/ul arasinda degisir. Trombosit sayist 20 000-50 000/ul arasinda oldugunda
mindr spontan kanamalar ve cerrahi sonrasi kanamalar meydana gelirken, sayr 20 000/ul
altinda oldugunda daha ciddi, spontan kanamalar meydana gelir (1, 2, 3, 4 ).

Megakaryositler dolasimdaki trombositleri olusturan biiyiilk hematopoetik hiicrelerdir.
Kemik iliginde az sayida bulunan megakaryositlerin normal insanda sayisi 6.1x106/kg’d1r.
Olgunlasmamis megakaryositler biiyiik, bazofilik ve c¢ekirdek/sitoplazma orani yiiksek
hiicrelerdir. Bu hiicrelerin olgunlagmasi ile cekirdek/sitoplazma oran1 ve bazofili azalir,
sitoplazma hacmi ve niikleer lobulasyon artar ve bir megakaryositin pargalanmasiyla binlerce
trombosit olusur. Her bir megakaryositten 2000-5000 adet trombosit olusur (2).

Tanim olarak trombopoez, megakaryopoez; kemik iliginde PPP (Pluripotent progenitor)
kok hiicrelerden megakaryosit gelisimi sonrast hemostazin mutlak bir pargasi olan trombosit
tiretimine kadar giden hiicresel bir siirectir (5). Trombopoez, dolasimdaki trombositlerin say1
ve hacmine bagli olarak humoral mekanizmalar tarafindan diizenlenmektedir (2, 3). Akut,
ciddi trombositopeni durumunda, immiinolojik periferik yikim varliginda ya da tromboaferez
yapildiginda kemik iligindeki megakaryositlerin hacim,say1,ploidi (megakaryosit ¢ekirdeginin

cogalma katsayis1) ve maturasyon hizi gibi parametrelerinde artis izlenmektedir (6). Bu



parametrelerdeki artis megakaryosit ana hiicrelerinin ¢ogalma ve farklilagsmasinin
uyarilmasiyla olur. Bu da trombosit yapiminda hizlanmaya neden olur. Bu degisikliklerden,
kok hiicrelerden hematopoetik kolonilerin gelismesi icin bulunmasi1 gereken glikoprotein
yapisindaki Hematopoetik biiyiime faktorleri denen interlokin 1 (IL-1), interlokin 3 (IL-3),
interlokin 6 (IL-6), interlokin 11 (IL-11), graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF),
16semi inhibe eden faktor (LIF), stem cell faktor (SCF) ve trombopoetin (TPO) gibi sitokinler
tarafindan yonetilen bir humoral mekanizma sorumludur. Bu humoral mekanizmanin primer
olarak regiilasyonunu TPO saglar (7).

Kanda dolasan hiicreler tek bir ortak hiicreden koken almakta ve bu hiicreye
pluripotent kok hiicre adi verilmektedir. Bu hiicrelerin hem mitozla kendilerini
cogaltabilme, hem de tiim kan serilerine doniisebilme yetenekleri vardir. Kemik iligi,
hematopoetik hiicrelerin proliferasyon, kendini yenileme ve diferansiyasyonu icin bir
mikrocevre olusturur. Kemik iliginin hematopoetik mikrocevresi endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, adventisyal retikiiler hiicreler, makrofajlar ve adipositlerden olusur (8, 9).

Kok hiicre baslica; lenfoid kok hiicre (CFU-L, Colony forming unit-Lymphoid) ve
graniilosit, eritrosit, makrofaj ve megakaryosit 6n hiicresi olan CFU-GEMM (Colony forming
unit-Granulocyte, Erythrocyte, Monocyte, Macrophage) olarak adlandirilan iki farkli hiicreye
doniisebilir. Farklilagmanin devam etmesiyle CFU-GEMM’ den graniilosit makrofaj onciisii
CFU-GM (Colony forming unit-Granulocyte, macrophage), eozinofil onciisii CFU-Eo (
Colony forming unit-Eosonophil) ve eritrosit, bazofil, trombosit Onciilerini olusturan CFU-
MIKS (Colony forming unit-Miks) meydana gelir. CFU-MIKS’ den de eritrosit dnciisii BFU-
E (Blast forming unit-Erythrocyte), bazofil onciisii CFU-Bazo (Colony forming unit-
Basophil) ve trombosit 6nciisit CFU-Meg (Colony forming unit-Megakaryocyte) olusur (4, 8,
9, 10).

Normalde hematopoetik kok hiicreler ve progenitor hiicreler Go denen hiicre siklusunun
istirahat fazinda bulunurlar. Bu istirahatteki hiicreler, hiicre siklusunu baslatabilmek icin
hematopoetik biiylime faktorleri olarak adlandirilan birden fazla sitokin etkilesimine ihtiyag
duyarlar. Sitokinler, hematopoetik progenitorlerin proliferasyonunu tek basina yapabilenler (
G-CSF, M-CSF, GM-CSF, EPO, IL-3, IL-7) ve hematopoetik progenitorlerin biiyiimesini
uyarmada sinirl etkisi olan veya etkisi olmayan ancak proliferasyon indiiksiyonunda diger
sitokinlerle beraber sinerjik olarak hareket edenler (IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-13,
LIF, SCF) olmak iizere ikiye ayrilir (11). Yonelmis veya daha matiir progenitorler tek sitokine
yanit verirken, immatiir prekiirsorlerin proliferasyon i¢cin multipl faktor etkisine gereksinimi

vardir.



Sekil-1. Pluripotent kok hiicreden periferik elemanlarinin olusum asamalari

KOK HUCRE
l IL-3, GM-CSF

CFU-GEMM

CFU-MIKS / CFU-Eo CFU-GM

AN VAN

BFU- E CFU-B CFU-MK CFU-G CFU-M
l IL-5
CFU-E TPO
IL-4 IL-6, IL-11 G-CSF M-CSF
EPO
v v v v v
Eritrosit Bazofil Trombosit Eozinofil Graniilosit Monosit

( CFU-GEMM,; graniilosit, eritrosit, makrofaj ve megakaryosit oncii hiicresi, CFU-GM; graniilosit,
makrofaj oncii hiicresi, CFU-Eo; eozinofil onciisii, CFU-B; bazofil onciisii, CFU- MK; trombosit
onciisii, BFU-E ve CFU-E; eritrosit oncii hiicreleri, EPO; eritropoetin, G-CSF; graniilosit stimiile

edici faktor, M-CSF; monosit stimiile edici faktor, IL-4, 5, 6, 11; Interlokin-4, 5, 6, 11.)

Trombopoeze etki eden sitokinler ise; megakaryosit onciil proliferasyonu yapanlar (IL-
3, IL-1) ve yonelmis megakaryosit onciilleri tizerinde olgunlagsma etkisi gosterenler (IL-6, IL-
11) olmak iizere iki grupta incelenebilirler (12). Hematopoezin erken agamalarinda IL-3, SCF,
GM-CSF, IL-6, IL-11 ve IL-1 etki etmektedir. CFU-MK olustuktan sonra ise bu fakttrlerin
bir kismi etkilerine devam etmekte ancak esas etkiyi TPO gostermektedir. TPO yoklugunda
IL-3 megakaryosit gelisiminin erken donemlerini indiikleyebilirse de tam megakaryosit

matiirasyonu i¢in TPO gereklidir (8, 13).



Sekil-2. Trombopoeze etki eden faktirler

KOK HUCRE — CFU-MIiKS —»BFU-MK — CFU-MK

l

MEGAKARYOBLAST
2N, 4N, 8N, 16N, 32N, 64N

—

Erken Doénem Gec¢ Donem
IL-3 TPO
GM-CSF IL-3
IL-6 EPO
IL-1 GM-CSF
IL-11 IL-6
SCF IL-11
(LIF)

(EPO)

Megakaryosit gelisimi, olgunlasmasi ve trombosit iiretimi:

Hematopoetik kok hiicreden erken miyeloid onciil hiicre (CFU-GEMM) olusumunu
takiben megakaryosit-eritroid 6nciil hiicre (CFU-MIKS) meydana gelir. Cevresel faktorler,
sitokinler ve kemokinlerin yardimiyla iki yonlii CFU-MIKS, yiiksek derecede c¢ogalma
yetenegi olan CFU-MK’e (HPP CFU-MK) déniisiir. Sonraki basamakta ise sirastyla BFU-
MK (Burst forming unit-megakaryocytes), CFU-MK, promegakaryoblast ve megakaryoblast
olusur (4). Bu asamaya kadar mitoz yetenegi olan diploid (2N) megakaryosit ( MK ) onciilleri
(megakaryoblast) bundan sonra boliinme yetenegini kaybeder ama DNA replikasyon(
endoreduplikasyon, endomitoz) ve sitoplazmik olgunlasma yetenegi devam eder (4, 8).

Megakaryoblastdan immatiir megakaryosit, matiir megakaryosit ve trombositler

meydana gelir. Bu olgunlagma asamalart;



1-) DNA replikasyonu

2-) Sitoplazmik olgunlasma ve genisleme

3-) Sitoplazmik pargalarin dolagan trombositler olarak salinimindan olusur (4).

Megakaryoblast 15-50 um capinda, genis, oval veya atnali seklinde niikleusu olan dar
sitoplazmal1 bir hiicredir. Megakaryoblast giderek biiyiir, sitoplazmas1 genisler, graniiller
goriilmeye baglar ve promegakaryositler (immatiir megakaryosit) olusur. Bu hiicre 20-80 pm
capinda, oval veya diizensiz kenarli niikleusa sahiptir. Bu hiicrelerden matiir megakaryositler
olusur. Megakaryosit olgunlastiginda poliploid niikleus atnali seklini alir, sitoplazma genisler
ve dolasan trombositleri olusturan proplatelet cikintilara doniisiir. Trombositler
“Demarkasyon Membran Sistemi” olarak adlandirilan megakaryosit sitoplazmasi i¢indeki
adalardan olugur. Bu sistem, golgi ve endoplazmik retikulum membran yapilarinin
kendiliginden birlesmesiyle olusmaktadir (4, 14, 15). Olgunlasma siirecinde, niikleus
olgunlagmasi i¢in c¢ekirdek materyali DNA senteziyle iki katina ¢ikar ama boliinme
gerceklesmez. Bu olaya “endomitoz” denir. Sonucta 8N, 16N, 32N ve 64N kromozom igeren
poliploid niikleuslu hiicreler ortaya ¢ikar. Genel olarak ¢alismalarda 4N ve 8N ploidiye sahip
megakaryositlerin bilyiik ¢ogunlugunun immatiir oldugu ve trombosit iiretme yetenegi olan
megakaryositlerin % 95’inin en az 16-32N ploidiye sahip olmasi1 gerektigi one siiriilmektedir.
Megakaryosit ploidisi ne kadar fazla ve sitoplazma ne kadar genisse yapilan trombosit sayisi
da o kadar fazla olur. Olgunlagsma siireci insanda 5 giinde olmaktadir (15, 16, 17).
Trombositlere ihtiyacin artmasina yanit olarak megakaryosit say1 ve bilyiikliigii artar,
ortalama megakaryosit ploidisi artar ve trombosit iiretimi 11 kata kadar artabilir. Bu yanit1

diizenleyen hematopoetik biiytime faktorii TPO’dir (1).
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TROMBOPOETIN

Mpl-ligand, megapoetin veya megakaryosit biiyiime veya gelistirme faktorii (MGDF)
olarak da bilinen trombopoetin, trombosit iiretimini fizyolojik olarak diizenleyen en gii¢lii
sitokindir (18). Trombopoetin megakaryosit gelisimi i¢in primer fizyolojik biiylime
faktoriidiir. Ayn1 zamanda hematopoetik kok hiicrenin ¢ogalmast ve yasamini devam

ettirmesinde de ana rol oynar (19, 20).
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Sekil-3 Trombopoetin molekiiliiniin molekiiler yapist (Takashi K, Atsushi M, Kinya O, Tomoyuki
T, Haruhiko M, Hiroshi M. Native Thrombopoietin: Structure and Function. Stem cell 1998; 16:
322-8).

11



Trombopoetinin Tarihgesi:

Trombosit tiretiminden sorumlu humoral bir faktoriin var oldugu ilk kez 1958 yilinda
bildirildi. Trombositopenik hastalarin serumunun farelere enjekte edilmesinin trombosit
sayisinin yiikselmesine neden olabilecegi gosterildi ve bu humoral faktor eritropoetine paralel
olarak “trombopoetin” olarak adlandirildi (21, 22). Fonksiyonel olarak var oldugu bilinmesine
ragmen 1994 yilina kadar trombopoetinin klonlanmasi miimkiin olmadi. 1994 yilinda
birbirinden bagimsiz 5 grup tarafindan ii¢ degisik yontem kullanilarak klonland1 (9, 10, 23).
1986°da Paris’de Wendling ve arkadaslar1 farelerde myeloproliferatif sendroma yol acan
transforme edici bir viral kompleks tarif ettiler (24). 1990’da bu viriis klonlanarak retroviral
bir onkogen v-mpl (viral myeloproliferatif ligand) olarak tanimlanmistir (25). 1992’de viral
onkogenin insandaki hiicresel homologu olan c-mpl, insan eritrolosemi hiicrelerinden
klonlanmistir. Calismalarda elde edilen ve Cys rezidiisii ile birlikte Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser
zinciri iceren c-mpl geninin bir sitokin reseptorii kodladigi goriilmiistiir. Bu reseptorii
kullanarak  yapilan protein purifikasyon c¢alismalarinda hematopoetik  hiicrelerin
biiyiimesinden sorumlu olan benzer bir protein yapisi kodlanmistir. Eg zamanli olarak bes ayri
calisma grubu aymi molekiilii kodladiklarini belirtmislerdir. Rekombinant mpl ligandin
kullamimi ile yar1 kati besiyerinde {iretilen megakaryositik ©nciil hiicrelerin deney
hayvanlarina verilmesiyle trombositoz gelistigi goriilmiistir. Mpl ligandinin ya da
reseptoriiniin  genetik eliminasyonu ile trombositopeni gelismistir. Bu calismalar mpl
ligandimin TPO ile ayn1 oldugunu desteklemektedir (9, 10, 17, 23, 26, 27, 28, 29, 30).
Trombopoetinin Yapisi:

5 M M
L Ll

EPO-like domain carboxy-terminal domain

Sekil-4 Endojen trombopoetinin yapisal boliimleri (Kuter DJ, Begley CG. Recombinant human
thrombopoietin:basic biology and evaluation of clinical studies. Blood 2002:100; 3457-66).
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Trombopoetin, insan TPO geninin 3q26-3q27 kromozomu iizerinde yer almaktadir.
Insan TPO geni tarafindan iiretilen 6nciil protein, 21 aminoasiti sekretuvar bir sinyal peptid
olan 353 aminoasit igerir. Dolasimda bulunan TPO, bu 21 aminoasiti kaybeder ve 332
aminoasit icerir. TPO yaklagik 60-70 kilodalton agirhigindadir (4, 8, 31). Hematopoetik
biiylime faktorleri degisik memeli orneklerinde birbirine benzemektedir. Ancak aminoasit
dizileri tiire 6zgiidiir ve fare, kopek, domuz ve insanda TPO dizisinin % 71-88’1 aymdir. Bu
molekiil yapisal ve fonksiyonel olarak 2 bolgeye ayrilir. Bir ucta amino terminal reseptor
baglama bolgesi, diger ucta ise karboksi terminal bolgesi vardir. Amino terminal u¢ 153
aminoasit icerir ve insan eritropoetini ile %23 oraninda benzerlik gosterir. Amino terminal ug,
reseptor baglama, sinyal iiretimi ve hiicresel cogalma gibi in vivo ve in vitro biyolojik
aktiviteden sorumludur. Proteinin karboksi terminal ucu 179 aminoasite sahiptir ve diger
hematopoetik sitokinlerde bulunmaz. TPO’in trombopoetik etki i¢in yalnizca amino terminal
ucu gereklidir ama molekiiliin bu ucunun yar1 omrii tam proteininkinden kisadir. Molekiiliin
karboksi terminal ucu stabiliteden sorumludur ve TPO’in dolagimdaki yar Omriinii

uzatmaktadir (4, 10, 18, 31, 32).

Trombopoetin reseptorii (c-mpl):

TPO’in tanimlanmasi ve klonlanmasina yol acan anahtar calismalardan biri 1986
yilinda Wendling ve ark. tarafindan miyeloproliferatif Iosemi viriisiinin (MPVL)
tanimlanmasiydi (24). MPVL enfekte ettigi hayvanlarda tiim miyeloid seride transformasyona
sonugta da hematopoetik yetmezlige neden oldu. 1990 yilinda transforme edici bir onkogen
(v-mpl) bildirildi (25). 1992 yilinda ise insan eritro 16semi hiicrelerinde v-mpl’nin homologu
olan hiicresel bir proto-onkogen (c-mpl) klonlandi (26).

TPO reseptorii (c-mpl), hematopoetin reseptdr siiperailesinin bir iiyesidir (26). insan ve
murine c-mpl reseptorleri % 86 oraninda aym yapiya sahiptir (33). Reseptoriin 2 ana izoformu
izole edilmistir (mplP ve mplK). Reseptoriin esas fonksiyonel formu mplP’ dir ve insan
dokularinda TPO sinyal iletimini saglar. mplK, reseptoriin bu formunun kesin fonksiyonu hala
bilinmemektedir. Reseptoriin molekiiler agirlhigi yaklasik 85-92 kilodaltondur (31, 34, 35).
TPO reseptor geni, 1. kromozomun kisa kolunda yerlesmistir (1p34). Baslica hematopoetik
dokularda, hemanjioblastlarda, farklilasmanin tiim asamalarindaki megakaryositlerde ve
trombositlerde bulunur (4, 31, 36). Bu reseptor ti¢ boliimden olusan bir Tip I transmembran
proteinidir. Amino terminal ekstraselliller parca 466 aminoasit, transmembran parca 22

aminoasit, karboksi terminal intraselliiler par¢a 122 aminoasit igerir (33, 37, 38).
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Ekstraselliiller parca 2 tane sitokin reseptor modiilinden (CRM) olusur. Sitokin reseptor
modiilii, diger hematopoetik sitokin reseptor siiperailesinin iiyelerinde de bulunur. Herbir
sitokin reseptdr modiilii 2 cift sistein rezidiisii ve bir tane pentapeptid motif ( Trp-Ser-Xaa-
Trp-Ser-WSXWS ) iceren 200 aminoasitten olusur. WSXWS motifi reseptoriin transmembran
parcasina yakindir. Sitokin reseptdér modiilinden membranin distalinde olam ligand

baglanmasindan sorumludur. Ayrica sinyal iletiminde negatif regiilatuvar rol oynar.

TPO RESEPTORUNUN
(c-mpl) YAPISI

Sitokin reseptor

modiilii

Ekstraselliiler parca
WEXWS ‘ %‘%
TPO

cc
ce €C cc

e
T~

Transmembran
WS [WSXWS] [WSxws]
Intraselliiler
_— > parca
¢-Mpl ¢-Mpl homodimer

Sekil-5 Trombopoetin  reseptoriiniin  yapisi. Trombopoetin  hiicrenin  proliferasyonunu
maturasyonunu veya yasam siiresini etkileyebilen ¢oksayida sinyal iletim kaskadimin
aktivasyonuyla sonuclanan reseptor homodimerizasyonunu stimiile eder (Warren S Alexander.
Thrombopoietin and the c-Mpl receptor: insights from gene targeting. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology. 1999; 31: 1027-35).

TPO’in yoklugunda membranin proksimalindeki sitokin reseptor modiiliiniin sinyal
olusturmasina ara vermesini saglar. Sitokin reseptdr modiiliiniin membranin proksimalinde
bulunani sinyal iletiminde gorev alir. WSXWS motifi ise ekstraselliiler parcanin uygun
yapisint siirdiirmesini saglar (33, 35, 39, 40, 41). Hidrofobik transmembran par¢a kismen kisa
olup sinyal ileten parcadir. Reseptoriin bu pargasi tiirler arasinda iyi korunmus olsa da (insan
ve murinede reseptoriin bu pargasi % 91 oraninda benzer) diger bilinen proteinlerle 6nemli bir
benzerlige sahip degildir. Reseptoriin intraselliiler parcasi diger sitokin reseptorleriyle biiyiik
benzerlik gosterir. iki tane parcast vardir box-1 ve box-2 bu parcalar trombopoetin sinyali igin
gereklidir (39, 41). Diger sitokin reseptorlerinde oldugu gibi c-mpl igin de tirozin
fosforilasyonu, sinyal baslangici ve iletimi icin hayati Oneme sahiptir. Diger biiyiime

faktorlerinin aksine c-mpl’ nin intrinsik tirozin kinaz aktivitesi yoktur. Tirozin fosforilasyonu
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TPO’in reseptore baglanmasi ile gerceklesir (42, 43, 44). Cocuklarda c-mpl’'nin kongenital
yoklugu veya c-mpl geninin (kromozom 1p34 iizerinde yer alir) fonksiyonel bozuklugu ciddi
trombositopeni ile sonuglanir. Reseptoriin  (c-mpl) ekstraselliller veya eksternal
intramembrandz  parcasinin  mutasyonu  sonucu  “Kongenital = Amegakaryositik
Trombositopeni” meydana gelir (4, 45). Reseptoriin (c-mpl) transmembran parcasimdaki
aktive edici bir mutasyonun familyal esansiyel trombositemi ile iliskili olabilecegi
bildirilmistir (46). Normal kemik iligindeki megakaryositler ve trombositlerin yiizeyindeki c-
mpl reseptoriiniin azalmasi “Polistemia Vera” ve “Diger Miyeloproliferatif Hastaliklar” da
gosterilmistir. Bu hastaliklarda goriilen trombositozun, sinyal anormallikleri ve reseptoriin

sitokinlere asir1 duyarliligiyla iliskili olabilecegi bildirilmistir (4, 45).

Trombopoetin Sentezi ve Regiilasyonu

TPO, esas olarak karaciger ve bobrekte ayrica beyin, kas, kemik iligi ve dalakta da
yapilir (10, 23). In situ hibridizasyon teknikleriyle TPO mRNA’s1 karacigerin parankimal ve
sintizoidal endotelyal hiicrelerinde ve bobregin proksimal kivrimli tubuler hiicrelerinde
saptanmistir (47). TPO’in belirgin bir depo havuzu olmayip eritropoetin (EPO) gibi sentez
edilip hemen salinir.

TPO, trombosit liretiminin ana fizyolojik diizenleyicisidir. Megakaryositler iizerindeki
reseptorlerine (c-mpl) baglanir ve selektif olarak megakaryositlerin ¢ogalmasini,
olgunlagmasint ve sitoplazmasinin genislemesiyle trombositleri olusturup dolasima
salinmasini saglar (41, 48). Dolagimdaki TPO seviyesinin regiilasyonu karaciger, bobrek, kan
dolasimi ve kemik iligi arasindaki multifaktoriyel iligki ile olusur. Plazmadaki endojen TPO
seviyesi, trombosit sayisiyla ters orantilidir (49, 50, 51, 52). Trombopoetin reseptor (c-mpl)
yetmezligi olan farelerde trombosit sayisinin diisiikk oldugu ve plazmadaki trombopoetin
seviyelerinin de yiiksek oldugu bulunmustur (53). Bu farelere normal donorlerden trombosit
transfiizyonu yapildiginda, TPO seviyesi hizli bir sekilde azalmistir (54). Megakaryosit
hipoplazisi ile iligkili trombositopeninin oldugu aplastik anemi, amegakaryositik
trombositopeni ve miyelostipresyona sekonder trombositopeninin oldugu hastalarda plazma
TPO seviyesi belirgin derecede yiiksek bulunmustur (48, 52, 55, 56). Fakat trombosit
yikimmin oldugu immiin trombositopenik purpurali hastalarda ise trombositopeninin
derecesine gore beklenenin aksine plazma TPO seviyesi normal veya hafif derecede artmig
oldugu goriilmiistiir (55, 56, 57, 58, 59, 60). Homozigot NF-E2 yetmezligi olan derin

trombositopenik farelerin plazma TPO seviyeleri sasirtict olarak normal bulunmustur. Bu
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farelerin kemik iliginin, iyi gelismis demarkasyon membran sistemi olan, ama megakaryosit
sitoplazmasinin gelisip, trombosit olusturup, dolasima salinimini yapamayan ¢ok sayida
megakaryosit icerdigi gOriilmiistiir (61, 62). Biitiin bu verilerin sonucunda plazma TPO
seviyesinin trombosit sayisinin yanisira trombosit ve megakaryosit kitlesiyle de iliskili oldugu
diistiniilmiistiir (63, 64).

Giintimiizde hala trombopoetinin fizyolojik rolii ve kinetigi, trombopoetin tarafindan
trombosit iiretiminin regiilasyon mekanizmalarinda tam olarak belli olmayan noktalar vardir.
Baslangicta TPO regiilasyonu igin eritropoetine benzer bir feed-back mekanizma ileri
stiriilmiistiir. Eritropoetin iiretiminin regiilasyonu; anemi yiiziinden oksijen miktarindaki
herhangi bir azalma bobrek tubul hiicreleri tarafindan algilanir ve eritropoetin geninin
transkripsiyon hizinda artis olmasi ile saglanmir. Eritropoetinden farkli olarak, TPO
transkripsiyonel seviyede regiile edilebiliyor gibi goriinmemektedir (35). Karaciger ve
bobrekteki TPO m RNA ekspresyonu antitrombosit antikor veya radyasyonla trombositopenik
hale getirilmis farelerde artirlamamistir. Buna ragmen TPO seviyesinde anlamli bir artis
meydana gelmistir. Sonug¢ olarak TPO, transkipsiyonel olarak regiile edilmemektedir (30, 49,
50).

TPO regiilasyonunu agiklamak icin 2 model 6ne siiriilmiistiir (35).

1-) TPO regiilasyonunda Kuter-Rosenberg “Siinger” modeli

2-) NF-E2 yetmezligi olan fare modeli

TPO regiilasyonunda Kuter-Rosenberg Modeli

TPO’in trombosit aracili temizlenmesinin TPO seviyesinin regiilasyonunda ana
mekanizma oldugu ileri siiriilmektedir. Bu model De Gabriele ve Pennington tarafindan
orijinal olarak tanimlanmistir ve daha sonra Kuter ve Rosenberg tarafindan desteklenmistir
(52, 65). Bu modele gore TPO dolasima sabit bir hizda salinir ve TPO’in plazma seviyesi
trombosit ve megakaryosit ylizeyinde bulunan mpl reseptor kitlesi tarafindan belirlenir (49,
52, 66, 67). Dolasan trombositlerin sayis1 direkt olarak TPO iiretimini kontrol eder. Normal
kosullarda dolagimdaki trombositler yiizeylerinde bulunan c-mpl reseptorleri araciligiyla
TPO’i baglar ve dolasimdan uzaklastirir. Trombositopenik durumlarda periferik kandaki TPO
yikimi azalir ve trombosit diizelmesini saglayan ve megakaryopoezi yoneten serum TPO
diizeyi artar. Giiniimiizdeki kanitlarin cogu TPO iiretiminin regiilasyonunda bu mekanizmanin

onemli rol oynadigini destekler. Trombositler TPO’in plazma diizeyini azaltabilir ama
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karaciger ve bobrekteki mRNA seviyesi derin trombositopeni veya trombositoz durumlarinda
degismez (35, 43). Trombopoetin reseptoriiniin (c-mpl) haraplandigi farelerde trombosit sayist
diisitk bulunur ve plazmadaki TPO seviyesi artmistir. Normal trombosit siispansiyonu c-mpl
reseptorleri haraplanmus farelere verildiginde yiiksek olan TPO seviyesi hizla azalir (54). Hem
akut antikor aracili hemde miyelosupresif tedavinin neden oldugu trombositopeni
durumlarinda plazma TPO seviyesi, derin trombositopeninin baslangicindan 24 saat sonra
maksimum seviyeye yiikselen trombosit sayisiyla ters orantili olarak degisir (55, 68).

Sonug¢ olarak bu modele gore; TPO, karaciger ve dalak tarafindan sabit hizda
sentezlenir ve plazma TPO klirensi esas olarak, dolasimdaki trombositlerin yiizeyinde

bulunan c-mpl araciligiyla saglanir (69).

NF-E2 yetmezligi olan fare modeli

Trombositopenik durumlarda, serum TPO seviyesi trombosit sayisindan ziyade daha
cok trombosit kitlesi ve megakaryosit kitlesiyle iliskilidir. Bu teori hem NF-E2 transkripsiyon
faktorii yetmezligi olan fareler, hem de dolagimdaki TPO seviyesi normal veya diisiik
olmasina ragmen, derin trombositopenik olan immiin trombositopenik purpurali hastalarda
bildirilen ¢alismalarla desteklenmistir (55, 62, 61, 70).

NF-E2, multipotent onciil hiicreler, megakaryositik onciil hiicreler, megakaryositler, mast
hiicreleri, eritroid hiicreler iizerinde bulunan siklus kisitlayict niiklear transkripsiyon
faktoriidiir. NF-E2, trombosit iiretimi ve salinimina yol acan megakaryositlerin sitoplazmik
matiirasyonunun terminal fazinda gereklidir (35, 61, 62).

Genetik olarak NF-E2 p 45 subiiniti haraplanmis farelerde, neonatal donemde
hemorajiyle 6lmelerine neden olan derin trombositopeni ve eritroid hiicre defekti goriiliir. Bu
fareler kemik iliginde megakaryosit sayisinin yiiksek derecede olmasina ragmen,
megakaryositlerin ge¢ matiirasyonunun durmasi nedeniyle derin trombositopeniktir. Ancak
serum TPO seviyeleri, trombositopeninin derecesinden beklenildigi kadar yiiksek degildir.
NF-E2 defektif farelerin kemik iligindeki megakaryositlerinin radyoiyodinle isaretlenmis
TPO’i anlamli miktarda bagladiklar1 gosterilmistir. Bu isaretlenmis TPO’in, ayn1 zamanda
insan megakaryosit hiicre siklusu ve megakaryositleri iizerinde bulunan c-mpl reseptorlerine
de baglanabildigi gosterilmistir. Bu gozlemler sonucunda, megakaryosit kitlesinin de serum

TPO seviyesinin regiilasyonunda 6nemli oldugu ortaya ¢ikmistir (61, 62, 71).
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Megakaryosit hipoplazisi: Megakaryosit hiperplazisi:
Trombositopeni Trombositoz

Artmis TPO seviyesi Azalmig TPO seviyesi

T ¢| Kemikiligi

Trombosit iiretimi ve dolasimdaki TPO seviyesinin regiilasyonu

Sekil-6 Trombopoetin regiilasyon modeli (Kaushansky K. Thrombopoietin. N Engl J Med 1998;
339: 746).

Sonug¢ olarak TPO regiilasyonunda sadece trombosit yiizeyindeki c-mpl reseptorleri
degil, megakaryosit yiizeyindeki c-mpl reseptorleri de 6nemli rol oynar. Bu mekanizma
yikimin 6n planda oldugu trombositopenilerdeki TPO diizeyinin normal veya diisiik olmasini
kismen aciklayabilmektedir. Bu hastalarda goriilen megakaryosit hipertrofisi mevcut c-mpl
reseptor kitlesinin artmasina ve TPO’in bu reseptorlere baglanmasiyla dolasimdaki diizeyinin
azalmasina neden olmaktadir.

Trombopoetin regiilasyonunda ana komponent reseptor aracili uptake ve yikimdir. Bu
mekanizma aplastik anemi ve miyelosupresyona baglh trombositopenide goriilen yiiksek TPO
diizeylerini aciklar. Ancak yikima bagh trombositopenide goriilen normal veya diisik TPO

diizeyini kismen aciklarken, reaktif trombositozda goriilen yiiksek TPO diizeylerini
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aciklayamamaktadir. Megakaryopoez ve serum TPO seviyesinin regiilasyonunda bazi ek
mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalardan bir tanesi; Karaciger ve bobrekte TPO sentezi
sabittir fakat trombositopenik durumlarda, trombosit ihtiyacina cevapta karaciger ve bobrekte
degil ama kemik iligi stromasinda ve dalakta TPO mRNA ekspresyonunda artis meydana
gelmektedir (47, 69). Normalde kemik iligi stroma hiicreleri ¢ok az miktarda TPO mRNA
eksprese eder. Trombositopeni durumunda kemik iligi stroma hiicrelerinde TPO icin mRNA
ekspresyonu biiyilk oranda artmaktadir (47). Bu etkinin humoral ve hiicresel mediatorleri
iizerinde yogun calismalar yapilmaktadir. Bu c¢alismalardan bazilarina goére trombosit o
graniilleri i¢indeki PDGF ve PGF-2 primer insan kemik iligi stroma hiicrelerinden TPO
tiretimini artirirken, trombosit faktor-4, trombospondin ve TGF-B TPO {iretimini azaltir (72).

TPO regiilasyonundaki ek mekanizmalardan bir digeri reaktif trombositoz durumunda
meydana gelir. Reaktif trombositozda serum TPO diizeyi, trombositozun derecesinden
beklenenden cok yiiksektir. Bu durum bir akut faz reaktani olan IL-6’nin karacigerden TPO
transkripsiyonunu artirmasiyla agiklanmaktadir. In vitro ortamda goriilen bu etki in vivo
ortamda da goriilmektedir. IL-6 farelere veya kanser hastalarina verildigi zaman, karacigerde
TPO spesifik mRNA miktar1 ve kandaki TPO diizeyi artar. IL-6 verilmesinin trombopoetik
etkisi antitrombopoetin antikorlariyla nétralize edilmektedir. Sonucta TPO’in inflamasyonla
iligkili trombositozda son mediator oldugu goriilmiistiir (45, 73).

Trombosit iiretimi esas olarak, dolasimdaki serbest TPO molekiiliiniin miktar1 ile
diizenlenir. Trombositopeni durumunda dolasindaki trombosit sayisi dolayisiyla da trombosit
yiizeyindeki c-mpl reseptor sayis1 azaldigi i¢in bu reseptore baglanan TPO miktar azalir.
Boylece dolasimdaki serbest TPO miktan artar. Artan TPO, megakaryositopoezi uyararak
trombosit tiretimini artirir (52, 74). Trombosit iiretimi ve trombopoetin regiilasyonundaki ek
mekanizmalardan bir digeri, TPO’in proteolizi ile TPO aktivite seviyesinin artmasidir.
TPO’in proteolizle kisaltilmasi en azindan in vitro olarak molekiiliin biyolojik aktivitesini
artirmaktadir. Sekilde goriildiigii gibi spesifik proteolizle TPO’in kisaltilmas1 TPO aktivitesini
artirr  ve direkt olarak trombosit {iiretiminin diizenlenmesine katkida  bulunur.
Trombositopenik durumlarda artmis trombosit ihtiyacina bagli olarak dolasimdaki tam
uzunluktaki olgun TPO molekiilii proteolize ugrayarak biyolojik olarak daha aktif olan
kisaltilmis forma parcalanir. Bu parcalanma molekiiliin esas olarak biyolojik aktivitesinden
ziyade dolasimdaki yar1 Omriiniin uzamasindan sorumlu olan karbonhidrat terminal
parcasindan olmaktadir. Ama geriye kalan biyolojik olarak aktif amino terminal parganin yari

omrii ¢cok kisa oldugu i¢in hizla dolagimdan uzaklastirilir. Trombopoetinin fizyokimyasal
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analizi yapilmis olmasina ragmen, kanda ¢ok diisitkk konsantrasyonda bulundugu icin dogal

insan TPO’inin tam olarak 6zellikleri hala net olarak bilinmemektedir (74, 75, 76).

l TROMBOSITLER

l

Trombositopeni
Karaciger
Bobrek ?
Sabit TPO iiretimi
Kemik iligi Dolasim ?
TPO mRNA c-mpl kitlesi azalir Proteolitik siire¢
konsantrasyonu artar
TPO kisaltilmasi artar
TPO iiretimi artar serbest TPO artar TPO aktivitesi artar
Megakaryopoez

1

Trombosit iiretimi
Sekil-7 Trombopoetin tarafindan trombosit iiretiminin regiilasyonu (Takashi K, Atsushi M, Kinya
O, Tomoyuki T, Haruhiko M, Hiroshi M. Native Thrombopoietin: Structure and Function. Stem
cell 1998; 16: 322-8).

Trombopoetinin Hematopoetik ve Diger Etkileri

Trombopoetinin bagslangigta etkisinin esas olarak megakaryosit olgunlagsmasi ve
megakaryositlerin trombositlere par¢alanmasi oldugu diisiiniilmesine ragmen aslinda biyolojik
etkileri baslangicta diisiiniilenden oldukca genistir (45).

1- Trombopoetin, megakaryosit olusumunu saglayan tiim onciil hiicrelerin ve hematopoetik
kok hiicrelerin gelisimini destekler. Megakaryosit olgunlasmasim1 saglar ve trombosit

olusumunu aktive eden olaylar artirir (45).
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2- Trombopoetin, hematopoetik kok hiicrelerinin megakaryosit siklusuna yonelmelerini en
giiclii olarak stimiile eden faktdrdiir. Ayn1 zamanda onciil hiicrelerin ¢ogalmasini saglamak
icin eritropoetin, IL-11 ve SCF gibi diger hematopoetik sitokinlerle sinerjik etki gosterir (77).

3- Kiiltirde trombopoetin, megakaryositlerin biiylikliiklerinin, ploidisinin artmasim
sitoplazmasinin genisleyerek matiir ve immatiir trombositlere par¢alanmasina yol agan
proplatelet ¢ikintilarin olusmasin stimiile eder (78).

4- Trombopoetin, agregasyonu saglamada gerekli olan kollajen, ADP veya trombin
seviyesini azaltarak olgun trombositleri etkiler (79, 80). Ayrica trombosit adhezyonunu artirir
(81).

5- Trombopoetin hematopoetik kok hiicrelerin yasam siirelerini etkiler ve in vitro olarak
hem murine hem de insan hiicrelerinde ¢cogalmay1 saglamada IL-3 ve SCF ile sinerjik olarak
calisir (82, 83). Bu bulgular in vivo olarak da dogrulanmistir. Farelerde trombopoetinin veya
onun reseptoriiniin genetik eliminasyonu veya ¢cocuklarda c-mpl’nin konjenital yoklugu, derin
trombositopeniye yol acar ve ayrica tiim hematopoetik siklustaki o©nciil hiicrelerin ve

hematopoetik kok hiicrelerin miktar1 azalir (84, 85, 86, 87).

Normal kosullarda ve cesitli hematopoetik hastaliklarda Trombopoetin seviyeleri

Cesitli hematolojik hastaliklarda goriilen serum TPO seviyesindeki degisiklikler esas
olarak TPO’in c-mpl aracili yikilma modelindeki gibidir. Ancak sekonder trombositoz gibi

baz1 6rneklerdeki TPO seviyeleri bu modelle kolayca aciklanamaz (88).

Kemoterapi ile iligkili sitopeni ve trombopoetin seviyeleri

Insanlarda trombositopenik ve amegakaryositik durumlardaki TPO regiilasyonundaki
bilgiler standart ve yiiksek doz kemoterapi boyunca yapilan 6l¢timlerden elde edilmistir (88).
Kemoterapi sonrast serum TPO seviyelerini aragtiran Engel ve arkadaslarimin yaptigi bir

calismada serum TPO seviyesinin trombosit sayist ile ters orantili oldugu dogrulanmstir (89).

¢ Periferik kok hiicre nakli veya kemik iligi nakli ve trombopoetin seviyeleri

Allogeneik kemik iligi nakli veya yiiksek doz kemoterapi ile beraber periferik kok
hiicre nakli yapilan hastalarda da serum TPO seviyesi ile trombosit sayis1 arasindaki ters iliski

dogrulanmistir. Kemoterapi calismalarindan beklenildigi gibi, miyeloablatif tedavi
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sonrasinda, trombosit sayis1 en diisitk degerine ulastiginda, serum TPO seviyesi pik yapmistir
(90). Ilging olarak bazi hastalarda akut graft-versus-host hastaligi boyunca serum TPO
seviyeleri azalmistir. Ayrica kemik iligi nakli sonras1 hepatik veno-okluziv hastalifi olan
hastalardaki serum TPO seviyeleri, veno-okluziv hastaligi olmayan hastalardakinden anlaml
derecede daha diisiik bulunmustur. Her iki durumda da serum TPO seviyelerinin daha diisiik

olmasi, bu hastalarda mevcut olan karaciger hasariyla aciklanmistir (90, 91).

Kemik iligi yetersizligi olan klinik durumlarda trombopoetin seviyeleri

e Aplastik Anemi

Normal kisilerle karsilastirildiginda, megakaryosit kitlesinin olmadigir veya azaldigi
aplastik anemili hastalarda serum TPO seviyesinin arttig1 gosterilmistir (92). Ellidort aplastik
anemili ve 119 saglikli kisideki serum TPO seviyelerini arastiran bir calismada, trombosit
sayisiyla ters orantili olarak, aplastik anemili hastalarda serum TPO seviyesinin anlaml
olarak daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Yiiksek TPO seviyelerinin bu hastalarda komplet
remisyon saglaninca azalmistir ama yine de normal kontrollerle karsilastirildiginda serum
TPO seviyeleri anlamli olarak daha yiiksek seviyede kalmistir. Bu yiikseklik devam eden
hematolojik defekti gostermekte ve trombositlerin normal ya da normale yakin seviyede

kalmasini saglamaktadir seklinde agiklanmustir (88, 93).

e Miyelodisplastik Sendrom

Tamura ve arkadaslarinin miyelodisplastik sendromda (MDS), trombosit sayisi ile
serum TPO seviyeleri arasindaki iliskiyi arastiran bir calismalarinda, MDS’un tiim alt
gruplarinda, saglikli goniilliilerle karsilastirildiginda, serum TPO seviyelerinin anlamli olarak
artmis oldugu bulunmustur. Bu calismada serum TPO seviyeleri MDS-RA’de, MDS-RAEB
ve MDS-RAEB-t’e gore anlamli derecede daha yiiksek saptanmistir. Trombosit sayisi ile
serum TPO seviyesi arasindaki ters iligki, MDS-RA’da goriiliirken, MDS-RAEB ve MDS-
RAEB-t’de goriilmemistir. Bu durum, MDS-RAEB ve MDS-RAEB-t’de, trombosit sayisinin
azalmasiyla serum TPO seviyelerinde artmayi diizenleyen mekanizmanin bozulmus
olabilecegi ile aciklanmistir. Ayrica ilging olarak, bu alt gruplarda her trombosit bagina diisen
TPO reseptor sayisinin da azalmis oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ancak MDS’da trombosit sayisi

ile her trombosit basina diisen TPO reseptor sayisi arasinda bir iligki bulunamamaistir (94).
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Kronik Otoimmiin Trombositopeni

Kemik iligindeki megakaryositlerin yetersiz oldugu durumlarda serum TPO
seviyelerinin dzellikle yiiksek oldugu ve trombosit yikiminin oldugu vakalarda ise serum TPO
seviyelerinde orta derecede bir yiikseklik oldugu seklindeki bir iliski, ilk defa Emmons ve
arkadaglar1 tarafindan ileri siiriilmiistir (55). Hou ve arkadaslarn1 kemik iligindeki
megakaryosit sayisinin normal oldugu veya arttig1 kronik immiin trombositopenik purpurali
(ITP) 16 hastada serum TPO seviyelerini arastirdiklar bir ¢calismada, belirgin trombositopeni
(6754 x 10”) olmasina ragmen, serum TPO seviyeleri anlamli olarak yiikselmemistir (95).
Sakane ve arkadaslarinin gerceklestirdigi, 61 ITP’li hastada serum TPO seviyelerinin
degerlendirildigi bir ¢aligmada, steroide yanit1 kotii olanlarda, steroide yaniti iyi olanlara gore
serum TPO seviyesi, anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢alisma aym zamanda
steroid cevabi ile megakaryosit sayis1 arasindaki iligkiyi de gostermistir. Steroid yaniti iyi
olanlarda, kemik iligindeki megakaryosit sayis1 daha fazla ve dolayisiyla da serum TPO
seviyesi, megakaryositler iizerindeki c-mpl reseptor aracili yikim nedeniyle daha diisiiktiir
(96). Chang ve arkadaglar1 ITP’li hayvan modelinde artmis megakaryosit kitlesi ve yiiksek
trombosit turnoveri nedeniyle TPO’in reseptor aracili alim ve yikiminin arttigini, bu nedenle
de serum TPO seviyesinin trombosit yikimimin oldugu hastaliklarda, trombositopeninin

derecesinden beklenenden daha az yiiksek oldugunu gostermislerdir (97).

Miyeloproliferatif Hastaliklar

e  Kazamlmis Miyeloproliferatif hastahklar

TPO veya reseptoriiniin bozulmus regiilasyonu, cesitli hematopoetik hastaliklarda
goriilebilir. Hematopoetik kok hiicredeki anormallikler yiiziinden kandaki hiicrelerin asirt
iiretimiyle karakterize olan esansiyel trombositemi, miyeloid metaplazi, polisitemia vera,
kronik miyeloid 16semi gibi miyeloproliferatif hastaliklarin bir veya birkacinin
patogenezinden ayni1 zamanda TPO veya onun reseptorlerindeki regiilasyon bozuklugununda
sorumlu oldugu diistiniilmektedir (43). Hayvan ¢aligmalarinda mpl reseptdriiniin spontan veya
indiiklenmis mutasyonunun miyeloproliferatif hastaliklarla iligkili oldugu gosterilmistir. Buna
en iyi 6rnek TPO’in klonlanmasina neden olan onkogendir (25). Trombopoetin reseptoriiniin

iki ek mutasyonu farelerde tiimorlere ve hematopoetik hiicrelerde kontrolsiiz ¢ogalmaya
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neden olur. Li ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir ¢alismada da TPO ve onun reseptoriiniin
bozukluklarmin miyeloproliferatif durumlarin olugsmasinda rol oynayabilecegi gosterilmistir.
Normal gruptakilerin trombositleriyle karsilastirildiginda esansiyel trombositemili hastalarin
trombositlerinde, mpl ekspresyonunun belirgin derecede azaldigi gosterilmistir (98).
Miyeloproliferatif hastaliklardaki serum TPO seviyeleri hakkinda literatiirdeki bilgiler
kafa karistiricidir. Bu hastalarda serum TPO seviyeleri, ya normal ya da hafifce yiikselmistir
(99). Harrison ve arkadaslarinin yaptigt bir ¢alismada yine miyeloproliferatif hastaligi
olanlarda serum TPO seviyesinde anlamli bir artis bulunmamustir. ilging olarak Esansiyel
trombositemisi veya diger miyeloproliferatif hastalig1 olan hastalarda trombositlerdeki c-mpl
ekspresyonunda anlamli bir azalma oldugunu bulmuslardir (100). Trombopoetin reseptor
ekspresyonundaki azalmanin, miyeloproliferatif hastaliklardaki yiiksek trombosit sayisi
varliginda, normal veya yiikselmis olan serum TPO seviyelerinin bir kismindan sorumlu
olabilecegi diistiniilmektedir (100). Bu hastaliklarda bulunan trombosit yiizeyindeki c-mpl
reseptor sayisinin azalmastyla serum TPO seviyesinin normal veya hafif yiikselmis olmasi
aciklanmaktadir. Aym1 zamanda trombosit yiizeyindeki c-mpl reseptor sayisi az olmasina
ragmen, sinyal anormallikleri ve sitokinlere asir1 duyarliligin trombositozla iliskili olabilecegi
diisiiniilmektedir (45). Yine polisitemia verali hastalarin trombositlerinde TPO reseptorlerinde
glikolizasyon defekti oldugu gosterilmistir (101). In vitro olarak esansiyel trombositemili ve
idyopatik miyelofibrozlu hastalarda kontrolsiiz megakaryosit biiylimesi tanimlanmasina
ragmen, bu vakalarda c-mpl mutasyonu veya mpl ligandin otokrin sitiimiilasyonu

gosterilememistir (102).

Familyal Trombositemi

Familyal trombositemi nadir goriilen bir hastaliktir. Bu hastalarin tamaminda serum
TPO seviyeleri yiiksek bulunmustur. TPO, 3q26-3q27 kromozomlan iizerinde lokalizedir. Bu
kromozomal lokusdaki inversiyon veya delesyon anormallikleri, trombositozun oldugu
miyeloid 16semi ve diger miyeloproliferatif hastaliklarda bulunmustur (103). TPO geninin
regiilatuvar bolgelerindeki mutasyonlar, 6zellikle c-mpl reseptoriiniin transmembran pargasi
icindeki aktive edici bir mutasyon, TPO’in asirn ekspresyonuyla sonuglanir ve dolagimdaki

TPO’in regiilasyonu bozulur. Bu da familyal trombositemiye yol acar (45, 104).
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Hematolojik olmayan hastaliklardaki serum TPO seviyeleri

Sekonder (reaktif) trombositoz

Reaktif trombositoz , inflamatuvar siirecin sik goriillen bir komplikasyonudur. Bu
vakalarda dolagimdaki trombopoetin seviyesi ve trombosit sayist arasindaki ters iliski
kaybolmustur (31). Reaktif trombositozu olan vakalarin serumlarinda IL-6 ve CRP
diizeylerinde belirgin derecede artig vardir (105). Hsu ve arkadaslarinin yaptig: bir calismada
sekonder trombositozu olan hastalarda kontrol grubu ve klonal trombositozu olanlara gore,
serum IL-6 diizeyi ve serum TPO seviyeleri anlaml olarak yiiksek bulunmustur. Ancak bu
bulgu sekonder ve klonal trombositozu birbirinden ayiramamaktadir. Ayrica bu bulgu, plazma
TPO seviyelerinin reseptor aracili yikimi ile diizenlendigi varsayimi ile de celismektedir
(106). in vitro olarak IL-6, hepatik TPO mRNA ekspresyonunu artirmaktadir. Ayrica IL-6
direkt olarak kemik iligindeki megakaryosit Onciil hiicrelerin biiylimesini de uyarmaktadir

(107).

= Trombositler

Interlokin-6

Trombopoetin
&
O ot

Karaciger

Sekil-8 inflamasyon ve infeksiyondaki reaktif trombositozun olusum mekanizmasi. IL-6 megakaryositleri
direkt olarak ve karacigerden TPO iiretimini artirmak suretiyle indirekt olarak uyarwr (Wolber EM,
Jelkman W. Thrombopoietin: The Novel Hepatic Hormone. News Physiol. Sci. Vol: 17, 6-10,
2002).
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[lerlemis kanserli hastalarda da trombositoz goriilen bir bulgudur. Bu bulgu artmis serum IL-6
seviyesine baglanmaktadir (105). Sasaki ve arkadaglari ilerlemis kanseri olan hastalarda
serum TPO seviyelerinin yam sira cesitli timor hiicrelerinin TPO mRNA ekspresyonunu
aragtirdilar (108). Buna gore kanser hiicrelerinin ¢ogunda fonksiyonel TPO mRNA
ekspresyonu bulunmaktadir. Bu da kanserli hastalarda goriilen sekonder trombositoza IL-6
yaninda timor hiicrelerinde TPO mRNA ekspresyonununda katkida bulundugunu

gostermektedir (108).
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MATERYAL VE METOD

Bu ¢alisma Nisan 2006 ve Haziran 2006 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Ana Bilim Dali Hematoloji Bilim Dali kliniginde yatmakta olan,
kemik iligi baskilanmasi veya kemik iligi hipofonksiyonu nedeniyle trombositopenisi olup,
trombosit siispansiyonu verilmesi gereken hastalara, goniillii olarak kan vermek isteyen ve bu
nedenle Uludag Universitesi Kan Merkezine basvuran 26 saglikli erkek vericide
gerceklestirildi. Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurul komisyonu tarafindan onaylanan
protokole gore, goniillii vericiler ¢calismanin icerigi hakkinda bilgilendirildi ve yazili olarak
izinleri alind1.

Calismaya alinan hepsi erkek, saglikli, goniillii vericilere oncelikli olarak verici olmaya
uygun olup olmadiklarinin saptanmasi i¢in 1okosit, hemoglobin, hemotokrit, tombosit
sayilarin1 iceren tam kan sayimi yapildi. Lokosit sayisi 4000/mm’, hemoglobin diizeyleri
12mg/dl, trombosit diizeyleri 150000/mm® iizerinde olanlara bulasici hastalik agisindan
taranmak tizere HbsAg, Anti-HCV, VDRL, Anti-HIV testleri yapildi. Tam kan sayimlar
uygun olanlar ve bulasici hastalik riski tasimayan vericiler calismaya dahil edildi. Vericilerin
hepsi trombosit-aferez islemine baslanmadan 6nce yandags hastalik, son bir hafta i¢inde aspirin
veya non steroid anti inflamatuvar ila¢ kullamimlar1 ve infeksiyon bulgular1 agisindan
sorgulandi. Vericilerin hepsinde islemin ilk kez yapiliyor olmasina dikkat edildi.

Trombositaferez islemine baslamadan once tiim vericilerden bazal trombopoetin diizeyi
calisilmasi i¢in kuru tiipe 10cc kan alindi. Trombositaferez islemi tamamlandiktan hemen
sonra ve islemi takiben 1., 2., 3., 4., giinlerde tam kan sayimi i¢in EDTA’] tiipe 2 cc ve
trombopoetin diizeyi calisiimas icin kuru tiipe 10 cc kan alindi. Islemden 6nce, hemen sonra
ve igslemi takiben 1., 2., 3., 4., giinlerde bakilan 16kosit, hemoglobin, hematokrit, trombosit,

MPYV (ortalama trombosit hacmi), trombopoetin diizeyleri kaydedildi.
Tam kan sayimminin 6l¢iimii:
Tam kan sayiminin 6l¢iimii icin EDTA’l tiipe 2cc kan, islem Oncesi, islemden hemen

sonra, 1.,2.,3., ve 4. giinler alindi. Kan ornekleri bekletilmeden hemen UUTF Merkez

Laboratuvarina ulastirild1 ve otomatik kan sayim cihazinda c¢alisildi.
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Serum Trombopoetin diizeyinin 6l¢iimii:

Serum trombopoetin diizeyi i¢in kuru tiipe 10 cc kan islem oncesi, islemden hemen
sonra, 1.,2.,3., ve 4. giinler alindi. Kan ornekleri 30 dakika bekletildikten sonra santrifiij
cihazinda 1000 devirde 15 dakika boyunca cevirilerek serumlart ayristirildi ve ayristirilan
serum Ornekleri -80°C’de ELISA analizinin yapilacag giine kadar bekletildi. Serum
trombopoetin diizeyleri ticari ELISA kitleri (Quantikine™ Human TPO Immunoassay; R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA) kullanilarak ol¢iildii.

Deneyin Prosediirii:

Kantitatif ELISA yonteminde, mikroplate test kuyucuklar1 6nceden trombopoetin icin
spesifik monoklonal antikorla kaplanmistir. Calisilacak Orneklerde trombopoetin varsa
immobilize antikor ile baglanir. Baglanan trombopoetin miktarinin spektrofotometrik olarak
Ol¢iimii ile trombopoetin seviyesi saptanir.

Tiim serum Ornekleri isleme baslamadan 6nce oda sicakligina getirildi. Tiim reaktifler
ve calisma standartlar1 prospektiise gére hazirlandi. Her kuyucuga 50 pl assay-diliient RD1-20
eklenmesini takiben 200 pl serum 6rnegi konuldu. Yeterince karisim i¢in mikroplate hafifce
ileri geri hareket ettirildikten sonra kuyucuklarin iizeri seffaf bir yapiskan strip ile kapatildi ve
oda sicakliginda 3 saat inkiibe edildi. Daha sonra her bir kuyucuk aspire edildi ve otomatik
yikama cihaz1 yardimiyla yikama tamponu kullanilarak yikandi. Bu islem 4 kez tekrar edildi.
Bu islemlerin ardindan 200 pl trombopoetin konjugati her bir kuyucuga eklendi ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Tekrar her bir kuyucuk aspire edildi ve otomatik yikama
cihaz1 yardimiyla yikama tamponu kullanilarak yikandi. Her bir kuyucuga 200 pl substrat
soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan her bir kuyucuga 50
ul stop soliisyonu eklendi ve renk degisiminin homojen olmasi icin mikroplate hafifce
salland1. Daha sonra 30 dakika i¢inde spektrofotometrede 450 nm’de her bir kuyucugun optik
dansitesi Olgiildi ve 540 nm’de sonuclarin dogrulanmasi igin Olgiim tekrarlandi.
Trombopoetin standardi ile hazirlanan egriden trombopoetin miktar1 hesaplanarak sonuclar
pg/ml olarak verildi ( Quantikine® Human Tpo Immunoassay Catolog Number DTPOOB For the

quantitative determination of human Thrombopoietin (Tpo) concentrations in cell culture

supernates, serum and plasma ).
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Istatistik Degerlendirme:

[statistiksel degerlendirme, Shopiro Wiks testi ile normal dagilimin test edilmesi
sonrasinda eslestirilmis T testi ve Wilcoxan testiyle yapildi. Degiskenler arasindaki iliskilerin
incelenmesinde ise Pearson iligski analizi kullanildi. Yapilan istatistiksel karsilagtirmalarda
baseline ile sonraki Sl¢iimler karsilagtirildi. Degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesinde
baseline degerlere gore % degisimler hesaplanarak degisimler arasindaki iligkiler incelendi.

Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak alind.
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BULGULAR

Calismaya 26 saglikli donor dahil edildi. Bu dondrlerin ortalama yagslar1 27.57+3.12,
ortalama 16kosit sayilari 6365+1302/mm”, ortalama hemoglobin diizeyleri 14.8+0.99 mg/dl,
ortalama trombosit sayilari 242692+39544/mm”, ortalama mpv degerleri 8.8+0.57, ortalama
serum trombopoetin seviyeleri 30.21£13.03 pg/ml idi.

Sekil-1 de trombosit toplanmasi 6ncesi, sonrasi ve 4 giinliik periyot boyunca elde edilen
ortalama trombosit sayilar1 gosterilmistir. Sekil-2 de ise donérler arasindaki trombosit
sayilarindaki degiskenlik goz Oniinde bulunduruldugu icin aferez oncesi deger % 100 olarak
kabul edilip bu degere gore aferez sonrasi ve 4 giinliik periyot boyunca olan degisimler %
olarak gosterilmistir. Trombosit sayisi, aferez oncesi degerine gore aferez sonrasi ortalama
olarak en diisiik % 65.74+1.2 saptandi.

Trombosit sayisindaki belirgin artig, aferez sonrasi 1. giinde meydana geldi ama dolasimdaki
trombositlerin normale donmesi gecikti.

Sekil-1 Ortalama trombosit sayilart

TROMBOSIT / mm3
300000

(52 ]

e 250000 -
'§ 150000 1
2 100000
o 50000 -
-

0 +—
GUNLER
—e— TROMBOSIT / mm3 |242692,3|159538,5|189153,8|197538,5| 204000 |206576,9
| ——TROMBOSIT / mm3

Aferez igslemi sonrasi trombosit sayisindaki degisimle beraber elde edilen serum trombopoetin
konsantrasyonundaki degisimler Sekil-3 de gosterildi. Sekil-4 de ise serum trombopoetin
diizeyinin aferez oncesi ortalama degerine gore islemden hemen sonra ve 4 giin boyunca olan
yiizde degisimleri gosterildi. Bu calismada bazal serum trombopoetin seviyesi ortalama
30.21£13.03 pg/ml olarak bulundu. Serum trombopoetin seviyelerinde aferez isleminden
hemen sonra anlamli bir degisiklik yoktu. Aferez isleminden sonraki ortalama serum
trombopoetin diizeyi 23.01+13.39 pg/ml idi. Serum trombopoetin diizeylerinde bazal degere

gbre artis, trombosit sayisindaki artis 1. giinden itibaren baslamasina ragmen 4. giinde
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meydana geldi. Trombosit sayisindaki artis ile serum trombopoetin diizeyindeki artig arasinda
bir iligki saptanmadi. Sekil-5 de serum trombopoetin seviyelerindeki ortalama degisiklikler ile
ortalama trombosit sayilarindaki degisiklikler arasindaki iliski gosterildi.

Sekil-2 Ortalama trombosit saylarinin yiizde degisimleri

TROMBOSIT DEGISIM YUZDESI

150,00
100,00 | ‘\-—-—"/f —
50,00 -
0,00 -
GUNLER
—e— TROMBOSIT DEGISIM| 100,00 65,74 77,94 81,39 84,06 85,12
YUZDESI

—e— TROMBOSIT DEGISIM YUZDESI

Sekil-3  Ortalama trombopoetin diizeyleri

TROMBOPOETIN (pg/ml)

3 40,00
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£
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Sekil-4 Ortalama trombopoetin diizeylerinin yiizde degisimleri

TROMBOPOETIN DEGISIM YUZDESI
= 150,00
7]
© 100,00 - \’\//
[a]
a 50,00 1
5
2 0,00 -—

GUNLER

—e_TROMBOPOETIN | 10000 | 7618 | 8026 | 6418 | 7443 | 121,06
DEGISIM YUZDESI
—e— TROMBOPOETIN DEGISIM YUZDESI
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Sekil-5 Ortalama trombosit sayilari ile trombopoetin diizeyleri arasindaki iliski

TROMBOSIT & TROMBOPOETIN

(E 300

£ 250 - "
= 200 - ° & ¢ *
‘» 150 -

-8 100 A

g 50 -

= o — — - P ﬂ"—/'

30,22 23,02 24,26 19,40 22,49 36,58

Trombopoetin ( Pg/ml)

—— TROMBOSIT / mm3 —=— TROMBOPOETIN ( pg/ ml) ‘

¢ Islemden hemen sonra ve 4 giin boyunca trombosit sayilari ile serum
trombopoetin seviyeleri arasindaki iliskinin p degerleri tabloda gosterildi ve istatistiksel
olarak trombosit sayis1 ile serum trombopoetin diizeyleri arasinda p>0.05 oldugu i¢in anlaml

fark saptanmadh.

Tablo-1

Trombosit say1s1-TPO seviyesi P degeri
1§lem sonrasi 0,94
1.glin 0,31
2.giin 0,86
3.glin 0,88
4.giin 0,53

® Bazal serum trombopoetin degerine gore islem sonrasi ve 4 giin boyunca serum
trombopoetin seviyelerinde p>0,05 oldugu i¢in trombosit sayisindaki azalma sonucu beklenen

anlamli bir artig goriilmedi.

Tablo-2

Bazal TPO degerine gore TPO degerleri P degeri
Islem sonras1 0,12
1.giin 0,15
2.giin 0,05
3.giin 0,96
4.giin 0,56
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e Bazal trombosit sayisina gore islem sonrasi ve 4 giin boyunca trombosit sayilarinda

p<0,05 oldugu i¢in, beklenildigi gibi anlamh bir azalma goriildii.

Tablo-3

Bazal trombosit sayisina gore trombosit | P degeri
sayilari

Islem sonrasi 0,00
1.glin 0,00
2.giin 0,00
3.glin 0,00
4.giin 0,00

e Bazal mpv degerine gore islem sonrast ve 4 giin boyunca mpv degerlerinde p>0,05

oldugu i¢in beklenildigi gibi anlamli bir artig goriilmedi.

Tablo-4

Bazal mpv degerine gore mpv degerleri P degeri
Islem sonras1 0,97
1.giin 0,35
2.giin 0,13
3.giin 0,58
4.giin 0,55
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TARTISMA

Trombopoez, dolasan trombositlerin say1 yada hacmine gore trombosit yapim hizinin
ayarlandigi bir humoral mekanizma ile diizenlenir (2). Megakaryosit ve trombosit gelisiminde
degisik sitokinlerin (IL-1, IL-3, IL-6, IL-11, LIF, GM-CSF, EPO) rol aldig yillardir
bilinmektedir. Bu sitokinler hematopoetik onciil hiicrelerin artisin1 desteklemelerine ve koloni
yapan unit-megakaryositin (CFU-MK) koloni olusturmasimt tesvik etmesine ragmen sivi
kemik iligi kiiltiirii, kemik iligi koloni oOl¢iimleri ve in vivo arastirmalar bu biiyiime
faktorlerinin hi¢birisinin megakaryosit sistemine 6zgiil olmadigim gostermislerdir (29, 115).

Trombositopeni kemik iligi megakaryositlerinde hacim, ploidi ve matiirasyon hiz1 gibi
parametrelerde degisikliklere sebep olur. Bu degisikliklerden bir humoral mekanizmanin
sorumlu oldugunun kaniti, trombositopeni olusturulmasini takiben bu hayvanlarin
plazmasinda trombopoetin adi verilen bir trombopoez uyarici aktivitenin goriilmesidir (7, 52).
Gen yok etme teknigi ile trombopoetin eksikligi olusturulan hayvanlarda trombosit ve
megakaryosit sayilarinin %80’den fazla azalmasi bu biiylime faktoriiniin trombosit {iretimini
diizenleyen baglica etken oldugunu isaret etmistir. Trombopoetin sozciigii ilk kez yaklasik 40
yil Once telaffuz edilmesine ragmen, molekiiliin tanimlanmasi ancak 1994 yilinda olmustur.
Kanda ve diger viicut sivilarinda diizeylerinin ¢ok diisiik olmasi ayristirilabilmesi i¢in
tekniklerin yeterli olmamas1 nedeniyle molekiiliin tanimlanmasi1 gecikmistir.

Trombopoetin diizeyini 6lgen 6zgiil ELISA yonteminin kisa bir siire 6nce uygulamaya
girmesiyle cesitli hastaliklarda trombopoetin diizeylerini ve trombopoetin sekresyonunun
regiilasyon mekanizmasini arastirmak miimkiin olmustur.

Bu caligmanin amaci, saglikli donorlerde trombosit aferez islemi sonrasinda serum
trombopoetin  seviyelerindeki olas1  degisiklikleri degerlendirmektir. Trombopoetin,
megakaryopoezdeki anahtar sitokin olarak bilinmektedir (28, 110). Serum trombopoetin
seviyelerinin regiilasyonunda ©nemli rol oynayan ana mekanizma, trombosit sayisinin
azalmasiyla mpl reseptorii aracilifiyla olan trombopoetinin klirensinin azalmasi1 sonucunda,
serum trombopoetin seviyesinin artmasidir. Daha onceki calismalarda trombosit aferez islemi
boyunca meydana gelen trombosit kaybma ge¢ici kompansatuvar bir yanit olarak serum
trombopoetin seviyelerinde bir artis oldugu gosterilmistir (110, 111). Bu ¢alismanin sonuglari,
Dettke ve arkadaslar1 ve Weisbach ve arkadaslarimin gerceklestirdigi calismalardaki
bulgularla bazi farkliliklar gostermektedir. Bizim ¢alismamizda ve diger 2 calismada da
calismaya dahil edilenler saglikli donérlerdir. Dettke’nin ¢alismasinda 11 erkek ve 12 kadin

olmak {iizere toplam 23 ve Weisbach’in calismasinda da 21 saglikli donor ¢alismaya dahil
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edilmistir. Her 3 ¢alismada da serum trombopoetin diizeyleri ELISA yontemiyle ve R&D
Systems Minneapolis MN adindaki aymi ticari kit kullamilarak calisilmistir. Yine her 3
calismada da serum trombopoetin diizeylerini calismak i¢cin 10 ml kan kuru tiipe alinmus,
pihtilagsmasi i¢in bekletildikten sonra santrifiij edilip serum Srnekleri bizim calismamizda
-80°C ve diger 2 ¢alismada ise -70°C’de saklanmistir. Dolayisiyla her 3 calismada oSlgiilen
bazal serum trombopoetin diizeylerindeki farkliliklar uygulanan metod ve yontemdeki
farklilik yiiziinden degildir.

Islem 6ncesi bazal trombopoetin seviyeleri, Dettke ve arkadaslarmin gerceklestirdigi
calismadaki bulgulara gore biiyiik farklilik gosterirken (30.21+13.03 pg/ml vs. 69.2+7.1
pg/ml), Weisbach ve arkadaslarinin gerceklestirdigi c¢alismadaki bulgulara benzer
bulunmustur ( 30.22+13.03 pg/ml vs. 49.5+25.5 pg/ml).

Her 3 calismada da trombosit aferez islemi sonrasindaki trombosit sayisindaki azalma
benzerdi (Bizim ¢aligmamizda yaklasik %24, Dettke’'nin calismasinda %28, Weisbach’in
calismasinda %31 oraninda trombosit sayilart azalmistir). Islem sonrasinda trombosit
sayllarindaki azalma ve takip eden giinlerdeki artislar benzer olmasina ragmen serum
trombopoetin diizeylerindeki degisiklikler benzer degildi. Dettke ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, trombosit aferez isleminden hemen sonra serum trombopoetin seviyelerinde kisa
donemde herhangi bir degisiklik yokken, serum trombopoetin seviyesi trombosit sayisinin

azalmasiyla beraber 1. giinde artmaya baslamis ve 2. giinde pik yapmistir (bazal serum TPO
seviyesi 69.2+7.1 pg/ml ve 2. giin serum TPO seviyesi 117+6.8 pg/ml p<0.05). Islem sonras1
3. ve 4. giinde ise trombosit sayisinin artmasiyla beraber serum trombopoetin seviyelerinde
bir azalma meydana gelmistir. Weisbach ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarda da benzer
sekilde trombosit aferez islemi sonrasi, serum TPO seviyesi 1. giinde pik yapmistir (bazal
serum TPO seviyesi 49.5#25.5 pg/ml ve 1. giin serum TPO seviyesi 56.9+26.7 pg/ml
p=0.01). Bu calismada ise, diger ¢alismalarla benzer sekilde islem sonrasinda trombosit sayisi
azalmasina ragmen, serum trombopoetin seviyelerinde anlamli derecede bir artis meydana

gelmemigstir (bazal serum TPO seviyesi 30.22+13.03 pg/ml, 1. giin serum TPO seviyesi

24.26+14.92 pg/ml ve 2. giin serum TPO seviyesi 19.40+10.26 pg/ml p>0.05). Dettke ve
arkadaslann ve Weisbach ve arkadaslarinin yaptiklan caligmalarda trombosit aferez islemi
sonrast 1. ve 2. giinlerde goriilen serum TPO seviyelerindeki anlamli derecedeki artis, islem
sonrast trombosit sayisimnin azalmasina cevap olarak gecici kompansatuvar bir yanit olarak

degerlendirilmistir.
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Giintimiizde trombopoetin salinmminin nasil diizenlendigi heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Serum trombopoetin seviyelerinin regiilasyonundaki esas mekanizma olan
c-mpl reseptor aracili yilkim mekanizmasina gore; serum TPO seviyeleri trombosit ve/veya
megakaryosit ylizeyinde bulunan c-mpl reseptorii araciligiyla TPO’in alim ve yikim
tarafindan diizenlenmektedir(52). Dolasimdaki trombosit sayis1 fazla oldugunda trombositlere
c-mpl reseptorleri aracilifiyla baglanan TPO miktar1 artacagi i¢in serum TPO seviyeleri
diiserken, dolasimdaki trombosit sayis1 diisiik oldugunda ise trombosit yiizeyine c-mpl
reseptorleri araciliyla baglanan TPO miktarn azaldigi i¢cin serum TPO seviyeleri artmaktadir.
Dettke ve arkadaslar1 ve Weisbach ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmalarda elde ettikleri
bulguyu, bu sonuca baglamislardir. Kemoterapi, radyasyon ve anti trombosit antikorlarla
olusturulan deneysel trombositopeni ile ilgili caligmalarda dolasan trombosit kitlesi ile serum
trombopoetin seviyeleri arasinda ters bir iliski oldugu gosterilmistir (52, 112). Buna karsin
insanlarda yapilan bagka gozlemler megakaryosit kitlesinin serum trombopoetin seviyelerinin
esas diizenleyicisi olabilecegi yoniindedir (113). Bu uyusmazligi anlamak i¢in iki farkl
mekanizma ile esit derecede trombositopeni olusmus olan aplastik anemili ve idiopatik
trombositopenik purpurali hastalarda serum trombopoetin seviyeleri ol¢iilmiis ve aplastik
anemili hastalarda serum trombopoetin seviyelerinin normalin 3-19 kati1 yiiksek oldugu,
trombosit yikimindan dolay1 akut trombositopenisi olan hastalarda ise serum trombopoetin
diizeylerinin tespit edilemeyecek kadar diisiik oldugu gozlenmistir.

Trombosit sayisi esit olmasina ragmen idiopatik trombositopenik purpurali hastalardaki
serum trombopoetin seviyeleri ile aplastik anemili hastalardaki serum trombopoetin
seviyelerinin 6nemli oranda farkli oldugu bulunmustur (55). Bu calismada megakaryosit
kitlesi, trombosit turnoveri veya megakaryositik fonksiyonlarin bazi parametrelerinin serum
trombopoetin seviyelerinin ana diizenleyicisi oldugu goriilmektedir. Yine von den Borne’nin
idiyopatik trombositopenik purpurali hastalarda yaptigi ve trombopoetin diizeyleri ile
trombosit sayilar1 arasinda iligki kuramadigi calisma da serum trombopoetin diizeyinin
regiilasyonunda trombosit kitlesi yaninda megakaryosit kitlesininde 6nemli oldugunu
desteklemistir. Bu arastirici da ITP’I1 hastalarda trombopoetin diizeyleri ile trombosit sayisi
arasinda bir iliski bulunmamasin bu olgularda artmis olan megakaryosit sayisina baglamigtir
(114). Bu bilgiler 15181 altinda trombosit sayisinin dolasimda azaldigi durumlarda
megakaryosit sayisinin arttifi ve Olciilebilen serbest serum trombopoetin diizeylerinin
artmamasinin artmi§ megakaryosit sayisina bagli oldugu diisiiniilebilir. Dolayisiyla bizim

yaptigimiz calismada, trombosit aferez islemi sonrasi trombosit sayisi azalmistir ancak
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viicuttaki megakaryosit kitlesi azalmadigi icin serum trombopoetin diizeylerinde trombosit
sayisinin azalmasiyla beraber bir artis goriilmemis olabilir.

MPV degerlerinde de islem sonrasinda ve takip siirecinde farkli sonuclar elde
edilmistir. Weisbach ve arkadaslarinin yaptigi calismada islem sonrasi ve takip siiresince
MPV diizeylerinde anlamli bir artis saptanmistir. MPV’deki bu artisin trombosit kaybina en
erken hematopoetik cevab1 yansitabilecegini ileri siirmiislerdir. MPV diizeylerindeki bu
anlamli artis bizim calismamizda ve Dettke ve arkadaglarinin yaptigt c¢alismada da
saptanmamistir.

Bizim caligmamizda trombosit aferez islemi sonrasinda ve takip siiresi boyunca
trombosit sayisi ile serum trombopoetin diizeyleri arasinda anlamli bir iliski gosterilemedi.
Islem sonras1 ve takip siiresi boyunca dolagimdaki trombositlerin sayisindaki en belirgin artis
1. giinde meydana geldi. Ancak bu donemde serum trombopoetin diizeyinde artis gézlenmedi.
Takip eden giinlerde de trombosit sayisinda artis olmasina ragmen serum trombopoetin
diizeylerinde artis gézlenmedi. Bu durum erken dénemde trombosit sayisindaki artisin kemik
iligi kaynakli degil, trombosit depo havuzu olan dalaktan trombositlerin dolagima hizl
mobilizasyonuna bagli olabilir. Trombosit aferez islemi sonrasinda intervallerin artmasiyla
ilerleyen giinlerde trombosit iiretimine trombopoetin aracili stimiilasyonun kismi katkis1 Snem
kazanabilir. Bu varsayimla uyumlu olarak saglikli, goniilli donérlere rekombinant
trombopoetin  verilmesi sonrasinda dolasimdaki trombositlerde gecikmis bir artig
goriilmektedir. Saglikli aferez donorlerine tek doz rekombinant trombopoetin injeksiyonu
sonrasinda trombosit sayisindaki maksimum artis 10-14. giinler arasinda meydana gelmistir
(116, 117, 118). Kemoterapi oncesi tek doz rekombinant trombopoetin verilmesiyle hastalarin
cogunda dolagimdaki trombosit sayisinda artisin 4. giinde baslayip 12. giinde pik yaptig
gozlenmistir. Dolagimdaki trombosit sayisindaki bu artisa kemik iligindeki megakaryositlerde
de 4 katlik bir artis eslik etmistir (119).

Sonug¢ olarak bizim c¢alismamizda trombosit aferez islemi sonrasinda dolagimdaki
trombosit sayisi ile serum trombopoetin diizeyleri arasinda anlaml bir iliski gozlenmedi. Biz
islemle ilgili trombosit kaybini yerine koymak icin gereken kompansatuvar yanitin erken
donemde trombosit depo havuzu olan dalaktan dolasima trombositlerin hizli salinimina bagh
oldugunu, trombopoetinin ise daha ge¢ donemde bu yanitta etkili olabilecegini yada
megakaryosit kitlesinde azalma olmadigi i¢in bu yanitta ¢ok az etkili olabilecegini

diisiinmekteyiz.
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