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$ P D ocCalékmamézén amacé Henoch-Schonlein Purpuradlé (HSP) -ocuklarda dolakémdaki

endotel mikropartikel (EMP) d¢zeylerinin ©l-¢Imesi ve HSP nefriti olanlarla olmayanlar

arasénda EMP d¢ zeyleri a-éséndan farklélek olup olmadégenén belirlenmesidir.

+DVWDODU YHSP<tgdngdeHdRip edilen yaklaré 2,5-10 yak arasénda dejiken 20 hasta
ve 10 sajléklé -ocuk -aléikmaya aléndé. HSPOli hastalar bCbrek tutulumu olanlar (n=9) ve
olmayanlar (n=11) olarak iki gruba ayréldé. T¢;m gruplarda trombositten fakir kanda EMP
d¢zeyleri -alékéldé. Ayné zamanda trobbositten fakir plazma ile ink¢be edilen insan umblikal

ven endotel k¢ It r ortaméndan elde edilen sévéda EMP d¢ zeyleri ©1-¢ Id¢..

% X O J XHSM U hastalarda dolakan EMP d¢zeyleri kontrol grubuna g®re anlamlé y¢ ksek
saptandé. Nefriti olanlarla olmayanlar arasénda dolakan EMP d¢zeyleri arasénda istatistiksel
farklélek saptanmadé. HSP grubunda hastalégen aktif d°neminde dolakan EMP d¢zeyleri

(CD144+EMP ve CD146+EMP) remisyon d°nemine g®re anlamlé derecede y¢ksek bulundu.

6 R Q X olBBEiW hastalarda hem aktif hemde remisyon d®neminde dolakan EMP d¢zeyleri
y¢ksek saptandé. Hastaléjén klinik ve laboratuvar bulgularé normale d®nmesine raymen
yiksek EMP dejerlerinin saptanmasé bu hastalarda subklinik inflamasyonun devam ettigini
d¢kendgrmektedir. Biz HSPOli hastalarda dolakan EMPonin  subklinik inflamasyonun

g@stergesi olarak kullanélabilecejini d¢ k¢ n¢ yoruz.

$QDKWDU N HédchRrItrokld Purpura, Endotel mikropartik¢l, Endotel fonksiyon

bozukluju, ¢ocuk
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7KH DToPinvestigate the levels of circulating EMPs in children with Henoch-Schonlein
Purpura (HSP) and determine whether or not there was different between patients with

nephritis or without nephritis.

ODWHULDO D QTvedtiHpatiknR @ith HSP aged 2 years and six month-15 years and
10 age and sex matched healthy control were enrolled in the study. The HSP group was
divided into two groups, including patients with nephritis (n=9) and without nephritis (n=11).
In all groups, circulating EMPs were numerated by flow cytometry, after staining of platelet-
free plasma with PE-conjugated anti-CD144. In parallel, human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) were incubated with platelet-free plasma of HSP patients and control group.
Then, circulating EMPs were counted in supernatant of HUVEC incubated with platelet-free
plasma of patients and control groups, after staining of supernatant of HUVEC with PE-

conjugated anti-CD146

5HV X OiMuMting EMPs were significantly higher in both active and remission period of
patient groups compared with control subjects. In patient group, there were no statistically
significant differences in the level of circulating EMPs between patients with nephritis and
without nephritis. Both CD144 and 146+EMP in patients with HSP nephritis in active period
were substantially higher than in remission (p<0, 05). CD144+EMP in active period were

substantially higher than in remission in patient without nephritis (p<0, 05).

& R Q F O X Wk Re@@dted that circulating EMPs increased in patients with HSP in both
active and remission periods. Although clinical and laboratory findings resolve in remission

period, the increased circulating EMPs may show that inflammatory process continuous as



subclinical. We think that circulating EMPs could be used as a surrogate marker for

subclinical inflammation in HSP

. H\ Z R {H8ndch-Schonlein Purpura, Endothelial microparticles, Endothelian dysfunction,

Child.
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Henoch-Sch®nlein  Purpura (HSP) nontrombositik purpura, artrit, karén ajrésé ve
glomer¢ lonefrit ile karakterize sistemik inflamatuvar bir hastaléktér (1). Hastalggen etiyolojisi
hala bilinmemektedir, ancak 1°kositler ve damar endotel araséndaki etkilekimin ©nemli olduju
ve kemokin ve sitokinlerin bu s¢re-te rol aldéye d¢k¢n¢lmektedir (2-4). Damar endoteli
anjiogenezde, kan baséncénén d¢zenlenmesinde ve homeostaziste ©nemli rol;, vardér (5,6).
Endotel proinflamatuvar sitokinler, b¢y¢me fakt©rleri, enfeksiyon ajanlaré, lipoproteinler,
oksidatif stres gibi uyarélara cevap verebilme yetenejine sahiptir. Bu uyarélara cevap olarak
endotel aktivasyonunun uzamasé veya akéré yanit vaskeler hastalgyen erken ve preklinik
komponenti olan endotel fonksiyon bozukluyuna neden olur. Ejer endotel h¢creleri

birbirinden ayrélér ise h¢,cre betenlgJ¢ kaybolur, apopitozis ve nekroz gelikir (7).

Mikropartike ller (MP) h¢cre zarindan koken alan ve k®ken aldéje hscreye gOre 0,212 Om
boyutlaré arasénda degiken inflamasyon, koagulasyon ve vaskgler fonksiyonlarda rol alan
k¢-¢k vezikgllerdir. MP olukumuna neden olan ©nemli iki h¢cresel olay aktivasyon ve
apopitozistir (8,9). Endotelyal mikropartik¢ ller (EMP) aktivasyon yada apopitozis sérasénda
endotel h¢crelerinden ayrélan endotel fonksiyon bozuklugunun gP@stergesi olarak d¢kenglen
1.5 Hndden k¢-¢k vesike llerdir.  Vascular endotelyal (VE)-cadherin (CD144) ve S-Endo 1-
ilikkili antijen (CD146) endotel h¢creleri arasénda bulunurlar ve damar endotel hasaréné
dejerlendirmede kullanélabilirler. Yapélan -alékmalarda, preeklampsi, akut koroner sendrom,
diyabet, hipertansiyon ve vask¢lit ge-iren hastalarén plazmalaréinda mikropartike |
d¢zeylerinde belirgin y¢kseklik oldugu g@sterilmiktir (10-17) Biz son zamanlarda yapélan
-alekmamézda KBY6li -ocuklarda EMP d¢ zeylerinin sajléklé -ocuklara g@re belirgin kekilde
arttégené gOsterdik (18). kimdiye kadar HSP nefriti ile EMP araséndaki ilikkiyi irdeleyen bir

-alékma yapélmaméktér. Biz bu -alékmamézda ©ncelikle HSP6li -ocuklarda dolakan EMP



d¢zeylerini belirlemeyi ve b®brek tutulumu olanlarla olmayanlar arasinda EMP d¢zeyleri

arasénda farklélégen olup olmadéyené belirlemeyi ama-ladék.
+DVWDODU YH \|QWHP

Yaklaré 2,5-15 arasénda dejiken ve ACR ©l-¢tlerine (19) g®re HSP tanésé konulan 20 -ocuk ve
10 kontrol grubu -alékmaya aléndé. T¢m hastalarén ve kontrol grubunun antropometrik
Ol-¢mleri aléndé ve kan basén-laré ©I-¢1d¢. HSPAli hastalar b®brek tulumu olanlar (n=9) ve
olmayanlar (n=11) olarak ayréldé. Aktif ve remisyon d°nemlerinde akut faz g©stergelerine

bakélde.

HSPdde remisyon semptomun olamamasé, akut faz g@stergeleri ve idrar bulgularénén normal
olmast olarak kabul edildi. Nefrit proteingrinin eklik ettiyi veya etmediji mikroskopik ve/veya
makroskopik hematri olarak kabul edildi. Proteingri 4 mg/m?/saatten fazla protein atélemé
olarak kabul edildi. B©°brek biyopsi endikasyonlaré akut b®brek yetmezliyi, nefrotik-nefritik

sendrom, devam eden hemat¢ri ve proteingri olarak belirlendi.

EMP dejerlendirmesi i-in hastaléjén aktif ve remisyon d°neminde gece a-léktan sonra 0,129
mol L™ sodyum sitrattan 0,5 cc olan t¢pe 4,5 cc kan aléndé. Trombositten fakir plazma elde
etmek i-in alénan kan ©rneji 160 g devirde 10 dakika santrifsj edildi, daha sonra 13000 g

devirde 2 dakika santrif; j daha yapéldéiktan sonra -alékma g¢,ne,ne kadar -800Code saklandg.
216$1 80%/@.$/ 9(1 (1'27(/ +h&5( .h/7h5h +89(&

7DPSRQ VOY O 0D U OKQANKES] Gnip D Ir&y® 350y olacak kekilde distile su
i-ine hazér toz formu ( Sigma-Aldrich) katélarak elde edildi ve pH metre ile pH 7.40e
ayarlandé. Fosfat buffer saline (PBS) hazér toz formundan ( Biological Industries) litreye 9,6
gram olacak kekilde distile su ile hazérlandé. Her iki tamponda 0,22 mikronluk filtrelerden

ge-irilerek steril edildi ve kullanéléncaya kadar -260Code saklandg.



%HVL \HUL KD ]MulbeocDisQ Rauifiéd Eagleés Medium (DMEM) toz formu
(HyClone, Kat. No: SH30003.03) litreye 13,4 gr olacak kekilde distile su ile hazérlandé ve pH
7.4 olarak ayarlandé. 0,22 mikronluk filtrelerden ge-irilerek steril edildi Tam k¢ It¢r besi yeri
elde etmek i-in 80 cc DMEM i-ine, 20 cc dana serumu (FCS) ve 1 cc penisilin/streptomisin

ilave edildi.

+ 89 (& Erciyes jniversitesi Gevher Nesibe Hastanesi ile Kayseri Dojum ve ¢ocuk
Hastanesi Dojum § nitesionden normal doyum veya sezeryan sonrasé g®bek kordonu alénép
Jaffe ve arkadaklaré taraféndan rapor edilen protokol temel alénarak, Hakan Cetinsaya
Deneysel Araktérmalar Merkezi H¢cre K¢ltgr Laboratuvarédnda hazérlandé. T¢m iklemlerde

mutlaka steril malzemeler kullandé.

1. Umblikal kord steril kartlarda dojum salonunda plasentadan aléndé. HANKGS tamponu
ile dolu steril kap i-erisine yerlektirildi ve iki saati ge-memek ¢ zere ikleme kadar 4° C
de tutuldu.

1. Kort incelenerek klemp izleri olan b®lgeler kesildi.

2. Umblikal venin I¢meni ucu p¢rézsez ve kent bir kélavuz yardémé ile 2 cm boyunca
kanule edildi ve steril 8 Fr beslenme sondasénén 3 cmoélik u- késmé damar I¢,menine
yerlektirilerek sabitlendi

3. Umblikal ven Igmeni 50 ml PBS ile yékanarak kanlar uzaklaktéréldé.

4. Umblikal ven i-ine %0.2 collegenase (PAAddan, Kat.no: K21-240) dan 10 ml verildi.
Umblikal kord her iki ucu kapalé olacak kekilde HANKGS tamponu i-eren petri
kutusunda 15 dakika 37 derecede bekletildi.

5. K-erisinde 10 cc tam k¢ It¢r besi yeri olan 50 mldlik falcon t¢p i-erisine kordun bir ucu
yerlektirilerek diyer u-tan umblikal ven i-ine 30 ml PBS verilerek h¢crelerin t¢p i-ine

akmasé saylandé



6. H¢creler 900 rpméde 10 dakika santrif;j edildi ve ¢stteki s¢pernatant steril pipetle
yavak-a -ekilerek atéldé. Tabanda kalan h¢creler ¢zerine tam kg ltgr besi yeri ilave
edilerek ©nce karétéréldé ve daha sonra 900 rpmide 10 dakika santrifej edildi,
s¢pernatant uzaklaktéréldé. Bu iklem iki defa daha tekrarlandé

7. Daha sonra t¢p¢n dip kéisménda biriken h¢creler ¢zerine 2-2,5 cc tam k¢ ltgr besi yeri
ilave edilerek karétéréldé ve 25 mm petri kaplaréna ekildi.

8. Petri kaplaré %5 CO, ve 37°Céde inksbe edildi. 24 saat sonra petri kaplaréndaki
h¢creler PBS ile yékandé ve besi yeri ilave edildi. H¢creler 48 saatte bir defa taze
k¢ It r vasaté tam dejiktirilerek beslendi (Resiml)

9. Birinci hafta sonunda k¢lter kabénén tabanéné doldujunun (Resim 2,3) g°r¢lmesi
¢zerine h¢creler ©nce PBS ile yékandé. Daha sonra 1-2 cc % 0.05 Tripsin/EDTA petri
kabéndaki h¢,cre ortaména konuldu ve 1-2 dakika 37°C de ink¢be edildi. H¢crelerin
tabandan kalktéje g©r¢ ld.

10. Steril pipetle, i-inde tam k¢ It¢r besi yeri olan bir t¢ pe aktaréldé ve 7., 8. ve 9. iklemler

tekrarlandé. T¢m h¢creler 2. pasajda kullanéldé

5HVLP D +89(& YDVDWOQOQ VDDW J|UesQ+*Pe E <HWH

JonQoPo
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2Q YLYR (03 oDOOUPD SURWRNRO-®

Hastalardan alénép daha ©nce hazérlanan trombositten fakir plazma Benmari i-inde 37°C dde
-9z¢ld¢kten sonra flow-sitometrik analiz i-in kullanélan ©zel t¢p i-ine 50 mikrolitre hasta
plazmasé + 10 mikrolitre monoklonal antikor(mAb) (CD 144)(Beckman Coulter) konulduktan
sonra 15 dakika karanlék ortamda bekletildi. Daha sonra 50 mikrolitre flow-count florofor
(Beckman-Coulter)+ 500 mikrolitre isoflow konulduktan sonra flowsitometride 1,5
mikrometre -apéndan k¢-¢k 20000 h¢cre ge-irildikten sonra mAb ile boyanan h¢crelerin

sayésé logaritmik olarak verildi.

2Q YLWUR (03 oDOOUGUPD SURWRNRO:

Her bir hasta i-in ayré ayré hazérlanmék flasklarda yeterince yojunluja ulakmék h¢crelere besi
yerinde %20 konsantrasyonda hasta plazmasé ( 2 cc medium + 0.5 cc trombositten fakir
plazma) ilave edildi. 24 saat beklemeyi takiben s¢pernatanén 50 mikrolitresi 10 mikrolitre
monoklonal antikor(mAb) (CD 146)(Beckman Coulter) konulduktan sonra 15 dakika karanlék
ortamda bekletildi. Daha sonra 50 mikrolitre flow-count florofor (Beckman-Coulter)+500
mikrolitre isoflow konulduktan sonra flowsitometride 1,5 mikrometre -apéndan k¢,-¢k 20000

h¢.cre ge-irildikten sonra mAD ile boyanan h¢crelerin sayésé logaritmik olarak verildi.
gVWDWLVWLNVHO DQDOL]

Calékmanén istatistiki deyerlendirmesinde SPSS Windows 15.0 kullanéldé. KIk olarak verilerin
dagelémé Shapiro-Wilk testi ile deJerlendirildi. Normal dajélan deJikkenler ortalama N
standart sapma, anormal dajtlém g©steren dejikkenler ortanca (minimum-maksimum) olarak
ifade edildi. Ortalamalar unpaired t-testi ile ortancalar Mann-Whitney U-testi ile
dejerlendirildi. Gruplar arasé oranlarén Kkarkélaktérélmasénda Ki kare testi kullanélde. HSP

grubunda aktif ve remisyon d®nemini karkélaktérmada Kruskal-Wallis-H testi yapéldé. Gruplar

11



arasénda anlamlé farlélek var ise Dunnis prosed¢r¢ kullanéldé. T¢m istatistiksel analizlerde

p<0.05 dejerleri istatistiksel olarak anlamlé kabul edildi.
6RQX00ODU

Caléikmaya alénan HSPOli olgularén tamaménda cilt tutulumu, 17 hastada eklem tutulumu, 12
hastada gastrointestinal sistem tutulumu, 9 hastada b®brek tutulumu, 2 hastada skalp ©demi ve
1 hastada skrotal tutulum saptandé. ¢alékmaya alénan hastalarén epidemiyolojik, klinik ve
laboratuar bulgularé Tablo 16de gO©sterildi. HSP nefriti olanlar ile olmayanlar arasénda
eozinofil sayésé, IgE d¢zeyleri, eritrosit sedimantasyon hézé, CRP, kompleman 3 ve 4,
hemoglobin, beyaz kire ve trombosit sayélaré a-éséndan farklélek saptanmadé (p>0.05;

Tablo 1).

Kontrol grubu ile karkélaktéréldéyenda tgm HSP olgularénda EMP sayésé anlamlé derecede
y¢ksek saptandé. CD 144+EMP sayésé aktif HSP nefritinde remisyon grubu ve kontrol
grubuna gore anlamlé y¢ksek bulundu (aktif HSP nefritinde 1772 / OL, remisyon
d°neminde 693/ OL ve kontrol grubunda 251 / OL) (Tablo 2). B®brek tutulumu olmayan
HSPoli olgularda CD 144+EMP sayésé aktif d®nemde remisyon grubuna ve kontrol
grubuna gore anlamlé y¢ksek bulundu (aktif HSP 1894 / OL, remisyon d®neminde 621/ OL
ve kontrol grubunda 251 / OL) (Tablo 2). CD144+EMP sayésé a-éséindan bPbrek tutlumu

olanlarla olmayanlar arasénda istatistik” farklélek saptanmads.

Vaskg litli olgularén plazmalarénén HUVEC ¢ zerine etkisine bakéldéyénda HSPali olgularda
kontrol grubuna gore anlamlé derecede y¢ksek CD146+EMP sayést saptandé. BCbrek
tutulumu olanlarla olmayanlar arasétnda CD146+EMP sayélaré a-éséndan anlamlé farklélék

saptanmadé (Tablo2).

12
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Bizim -alékmamézén ana bulgularé k®yle ©zetlenebilir. 1) HSPAli -ocuklarda kontrol grubuna
g°re EMP sayélaré artméktér, 2) B@brek tutulumu olanlarla olmayanlar arasénda EMP d¢ zeyleri

a-éséndan farklélek yoktur.

Damar endotel hasaré k¢ -¢k dammar vaskg litlerinin esas ©zellijidir (25). Uzamék veya abartélé
endotel aktivasyonu entotel disfonksiyonuna neden olmakta ve dolakéma EMP salénmast ile
sonu-lanmaktadér (7,21,24). Erikkin ve -ocuk vaskg litli olgularda yapélan -alékmalarda EMP
d¢zeylerinde artma saptanméktér (17,26). HSP hastalarénda EMP sayélaré ile ilgili literaterde
yayénlanan bir -alékma yoktur. Son zamanlarda yapélan -alékmalarda HSPOli hastalarén
plazmalarénén HUVEC ¢zerinde 1L-8 ¢retimini artérécé etkisinin olduju saptanméktér ( 27-29).
Biz bu -alékmamézda hem HSPOli hastalarén plazmalarénda EMPonin arttégéné, hem de HSPOli

hasta plazmalarénéin HUVEC ¢ zerine EMP sayéséné artérécé etkisi olduyunu g@sterdik

Vaskg litli hastalarda organ tutulumu, hastalék aktivitesi ve EMP sayésé araséndaki ilikkiyi
araktéran -alékmalarda Brogan ve ark. (26) orta ve k¢-¢k dammar vaskg litinde EMP sayésénén
arttégené g@stermiklerdir. Nakatani ve ark. (30) Kawasaki hastalarénda koroner arter tutulumu
olanlarda olmayanlara gore daha yi;ksek EMP sayésénén varléyené saptaméklardér. Son
zamanlarda Erdbruegger ve ark (17) erikkin ANCA ilikkili vask¢lit olgularénda EMP
sayélarénén arttéJené ve hastalék aktivitesi ile ilikkili olduyunu ©ne s¢rm¢klerdir. ¢alékmamézda
HSP olgularénda EMP sayélaré kontrole gore anlamlé derecede y¢ksekti ve hastalgyen aktif
d°neminde bu y¢kseklik daha belirgin idi. Bu y¢zden biz, y¢ksek EMP sayélarénén hastalék

aktivitesi ile ilikkili olabileceJini d¢ k¢ n¢yoruz.

Sonu- olarak dolakémdaki EMP sayésé HSP hastalarénda aktif ve iyilekme d®neminde y¢ksek
saptandé. Bu sonu-lar HSPdli olgularda endotel disfonksiyonunun varléyéné g@stermektedir.

Hastalégen iyilekme d®°neminde klinik ve laboratuar bulgularé normale d®°nmesine ragymen

13



EMP sayélarinda y¢ksekligin devam etmesi h¢cre d¢zeyinde subklinik enflamasyonu

d¢ ke nd¢ rmektedir.
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7TDEORODU

7DEOR dDOOUPD\D DOOQDQ ROJXODUOQ HSLGHPL\RORMLN
HSP bCbrek tutulumu 1 | B©Cbrek tutulumu olmayan HSP - Kontrol
akif akif ontro
10
(&9 (n=11) (@10)
Yak (yél)® 10.1N3.9 8.7N3.1 10.2 N 1.61
Cins (K/E) 5/4 5/6 5/5
Klinik
3DOSDEO SXU|SXUD? @0 11(100)
$UWULW puwubom{’d 10 (90.9)
~ ~ = 6 (66,6) 6(54,5)
.DUOQ D+UOVOD Q
1(11,1) 2(18,1)
'L+HU Q
Hb (mg/dI)? 14,1N 1,6 13,50 0,9 -
WBC /mm*? 12432N 4969 10231N3644 -
Trombosit (x10°/ mm®)® 330 N 84 330 N 84 -
Sed (mm/h)? 28 N16 26 N11 -
CRP (mg/dI)° 17 (3-54) 25 (4-139) -
Eozinofil (sayt/mm®)° 30 (1-450) 60 10-150) -
IgA (mg/dI)? 221 N6l 223N9 8 -
IgE (mg/dI)° 64(5-532) 36(17-248) -
C3 (mg/dI)® 131N35 143N62 -
C4 (mg/dI)? 29N15 26N11 -
Remisyon s¢resi(gen)? 78,8N32,5 18,3N6,2 -

% ort N standart sapma, ° ortanca (minimum-maksimum)
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7TDEOR

dDOOUPD JUXEXQXQ (03 G+]H\OHUL

Dejikkenler

CALIKMA GRUPLARI

HSP nefrit-aktif HSP nefrit-rem HSP nefrit olmayan-aktif | HSP nefrit olmayan-rem Kontrol
(n=9) (n=9) (n=11) (n=11) (n=10)
CD 144+EMP/OL
[Ortanca(min-mak)] | 1772 (893716240) *° | 693 (32371647)* | 1894 (46313843)° 621 (21412379)? 251 (1607362)
CD 146+EMP / OL**
[Ortanca(min-mak)] | 768 (4517T1313)*° 477 (2967660)% | 660 (1367958) 487 (2377742)? 291 (1021874)

* Kstatistiksel farklélék kontrolden, ® Kstatistiksel farklglek nefrit remisyondan

I1RW

%XODBDUMDNDOH UHNOLQH JHWLULOHUHN 35KHXPDWRORJ\ ,C

JJQGHULOPLG YH GH+HUOHQGLULOPH DubDPDVOQGDGOU
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