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OZET

Amagc: Calismamizin amaci Henoch-Schonlein Purpura’lh (HSP) ¢ocuklarda dolasimdaki
endotel mikropartikiil (EMP) diizeylerinin 6l¢iilmesi ve HSP nefriti olanlarla olmayanlar

arasinda EMP diizeyleri agisindan farklilik olup olmadiginin belirlenmesidir.

Hastalar ve Yontem: HSP tanisi ile takip edilen yaslar1 2,5-10 yas arasinda degisen 20 hasta
ve 10 saglikli cocuk calismaya alindi. HSP’li hastalar bobrek tutulumu olanlar (n=9) ve
olmayanlar (n=11) olarak iki gruba ayrildi. Tiim gruplarda trombositten fakir kanda EMP
diizeyleri calisildi. Ayn1 zamanda trobbositten fakir plazma ile inkiibe edilen insan umblikal

ven endotel kiiltiir ortamindan elde edilen sivida EMP diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: HSP’ 1i hastalarda dolasan EMP diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml yiiksek
saptandi. Nefriti olanlarla olmayanlar arasinda dolasan EMP diizeyleri arasinda istatistiksel
farklilik saptanmadi. HSP grubunda hastaligin aktif doneminde dolasan EMP diizeyleri

(CD144+EMP ve CD146+EMP) remisyon donemine gore anlamli derecede yiiksek bulundu.

Sonuclar: HSP’li hastalarda hem aktif hemde remisyon doneminde dolasan EMP diizeyleri
yiiksek saptandi. Hastaligin klinik ve laboratuvar bulgulari normale dénmesine ragmen
yiiksek EMP degerlerinin saptanmasi bu hastalarda subklinik inflamasyonun devam ettigini
diisiindiirmektedir. Biz HSP’li hastalarda dolasan EMP’nin subklinik inflamasyonun

gostergesi olarak kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Henoch-Schonlein Purpura, Endotel mikropartikiil, Endotel fonksiyon

bozuklugu, Cocuk



SUMMARY

The aim: To investigate 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.

Material and Methods: Twenty patients with 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

Results: Circulating 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).

Conclusions: We detected 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

Key words: Henoch-Schonlein Purpura, Endothelial microparticles, Endothelian dysfunction,

Child.



GIRIS

Henoch-Schonlein Purpura (HSP) nontrombositik purpura, artrit, karmn agris1 ve
glomeriilonefrit ile karakterize sistemik inflamatuvar bir hastaliktir (1). Hastaligin etiyolojisi
hala bilinmemektedir, ancak 16kositler ve damar endotel arasindaki etkilesimin 6nemli oldugu
ve kemokin ve sitokinlerin bu siiregte rol aldigi diisiiniilmektedir (2-4). Damar endoteli
anjiogenezde, kan basincmin diizenlenmesinde ve homeostaziste 6nemli rolii vardir (5,6).
Endotel proinflamatuvar sitokinler, biiylime faktorleri, enfeksiyon ajanlari, lipoproteinler,
oksidatif stres gibi uyarilara cevap verebilme yetenegine sahiptir. Bu uyarilara cevap olarak
endotel aktivasyonunun uzamasi veya asir1 yanit vaskiiler hastalifin erken ve preklinik
komponenti olan endotel fonksiyon bozukluguna neden olur. Eger endotel hiicreleri

birbirinden ayrilir ise hiicre biitiinliigii kaybolur, apopitozis ve nekroz gelisir (7).

Mikropartikiiller (MP) hiicre zarindan koken alan ve koken aldigi hiicreye gore 0,2-2 um
boyutlar1 arasinda degisen inflamasyon, koagulasyon ve vaskiiler fonksiyonlarda rol alan
kiiciik vezikiillerdir. MP olusumuna neden olan Onemli iki hiicresel olay aktivasyon ve
apopitozistir (8,9). Endotelyal mikropartikiiller (EMP) aktivasyon yada apopitozis sirasinda
endotel hiicrelerinden ayrilan endotel fonksiyon bozuklugunun gdstergesi olarak diistiniilen
1.5 um’den kiiciik vesikiillerdir. Vascular endotelyal (VE)-cadherin (CD144) ve S-Endo 1-
iligkili antijen (CD146) endotel hiicreleri arasinda bulunurlar ve damar endotel hasarmni
degerlendirmede kullanilabilirler. Yapilan ¢aligmalarda, preeklampsi, akut koroner sendrom,
diyabet, hipertansiyon ve vaskiilit geciren hastalarm plazmalarinda mikropartikiil
diizeylerinde belirgin yiikseklik oldugu gosterilmistir (10-17) Biz son zamanlarda yapilan
calismamizda KBY’li ¢ocuklarda EMP diizeylerinin saglikli ¢ocuklara gore belirgin sekilde
arttigin gosterdik (18). Simdiye kadar HSP nefriti ile EMP arasindaki iliskiyi irdeleyen bir

calisma yapilmamistir. Biz bu c¢alismamizda oncelikle HSP’li ¢ocuklarda dolasan EMP



diizeylerini belirlemeyi ve bdbrek tutulumu olanlarla olmayanlar arasinda EMP diizeyleri

arasinda farkliligin olup olmadigin belirlemeyi amagladik.
Hastalar ve yontem

Yaglar1 2,5-15 arasinda degisen ve ACR ol¢iitlerine (19) goére HSP tanis1 konulan 20 ¢ocuk ve
10 kontrol grubu calismaya alindi. Tiim hastalarn ve kontrol grubunun antropometrik
Olciimleri alind1 ve kan basinglar1 6lgiildi. HSP’li hastalar bobrek tulumu olanlar (n=9) ve
olmayanlar (n=11) olarak ayrildi. Aktif ve remisyon donemlerinde akut faz gdstergelerine

bakildi.

HSP’de remisyon semptomun olamamasi, akut faz gostergeleri ve idrar bulgularmin normal
olmasi olarak kabul edildi. Nefrit proteiniirinin eslik ettigi veya etmedigi mikroskopik ve/veya
makroskopik hematiiri olarak kabul edildi. Proteiniiri 4 mg/m*/saatten fazla protein atilimi
olarak kabul edildi. Bobrek biyopsi endikasyonlar1 akut bobrek yetmezligi, nefrotik-nefritik

sendrom, devam eden hematiiri ve proteiniiri olarak belirlendi.

EMP degerlendirmesi i¢in hastaligin aktif ve remisyon doneminde gece acliktan sonra 0,129
mol L sodyum sitrattan 0,5 cc olan tiipe 4,5 cc kan alindi. Trombositten fakir plazma elde
etmek i¢in alinan kan 6rnegi 160 g devirde 10 dakika santrifiij edildi, daha sonra 13000 g

devirde 2 dakika santrifiij daha yapildiktan sonra ¢alisma giiniine kadar -80°C’de sakland:.
INSAN UMBLIKAL VEN ENDOTEL HUCRE KULTURU (HUVEC)

Tampon sivilarin hazirlanmasi: HANK’S tamponu litreye 9,5 g olacak sekilde distile su
icine hazir toz formu ( Sigma-Aldrich) katilarak elde edildi ve pH metre ile pH 7.4’e
ayarlandi. Fosfat buffer saline (PBS) hazir toz formundan ( Biological Industries) litreye 9,6
gram olacak sekilde distile su ile hazirlandi. Her iki tamponda 0,22 mikronluk filtrelerden

gecirilerek steril edildi ve kullanilincaya kadar -26°C’de saklandu.



Besi yeri hazirlanmasi: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) toz formu
(HyClone, Kat. No: SH30003.03) litreye 13,4 gr olacak sekilde distile su ile hazirland1 ve pH
7.4 olarak ayarlandi. 0,22 mikronluk filtrelerden gegirilerek steril edildi Tam kiiltiir besi yeri
elde etmek i¢cin 80 cc DMEM ig¢ine, 20 cc dana serumu (FCS) ve 1 cc penisilin/streptomisin

ilave edildi.

HUVEC Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Hastanesi ile Kayseri Dogum ve Cocuk
Hastanesi Dogum Unitesi’nden normal dogum veya sezeryan sonrasi gdbek kordonu almip
Jaffe ve arkadaslar1 tarafindan rapor edilen protokol temel alinarak, Hakan Cetinsaya
Deneysel Arastirmalar Merkezi Hiicre Kiiltiir Laboratuvari’nda hazirlandi. Tiim islemlerde

mutlaka steril malzemeler kullandi.

1. Umblikal kord steril sartlarda dogum salonunda plasentadan alindi. HANK’S tamponu
ile dolu steril kap icerisine yerlestirildi ve iki saati gegmemek iizere isleme kadar 4 ° C
de tutuldu.

1. Kort incelenerek klemp izleri olan bolgeler kesildi.

2. Umblikal venin liimeni ucu piiriizsiiz ve kiint bir kilavuz yardimi ile 2 ¢cm boyunca
kanule edildi ve steril 8 Fr beslenme sondasinin 3 cm’lik u¢ kismi damar liimenine
yerlestirilerek sabitlendi

3. Umblikal ven liimeni 50 ml PBS ile yikanarak kanlar uzaklastirildi.

4. Umblikal ven i¢ine %0.2 collegenase (PAA’dan, Kat.no: K21-240) dan 10 ml verildi.
Umblikal kord her iki ucu kapali olacak sekilde HANK’S tamponu igeren petri
kutusunda 15 dakika 37 derecede bekletildi.

5. Igerisinde 10 cc tam kiiltiir besi yeri olan 50 ml’lik falcon tiip igerisine kordun bir ucu
yerlestirilerek diger ugtan umblikal ven i¢cine 30 ml PBS verilerek hiicrelerin tiip i¢ine

akmasi sagland1



6. Hiicreler 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve istteki siipernatant steril pipetle
yavasca cekilerek atildi. Tabanda kalan hiicreler {izerine tam kiiltiir besi yeri ilave
edilerek Once karistirildi ve daha sonra 900 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi,
siipernatant uzaklastirildi. Bu islem iki defa daha tekrarlandi.

7. Daha sonra tiipiin dip kisminda biriken hiicreler iizerine 2-2,5 cc tam kiiltiir besi yeri
ilave edilerek karistir1ldi ve 25 mm petri kaplarmna ekildi.

8. Petri kaplart %5 CO, ve 37°C’de inkiibe edildi. 24 saat sonra petri kaplarmndaki
hiicreler PBS ile yikandi ve besi yeri ilave edildi. Hiicreler 48 saatte bir defa taze
kiiltiir vasat1 tam degistirilerek beslendi (Resim1)

9. Birinci hafta sonunda kiiltiir kabmin tabanmni1 doldugunun (Resim 2,3) gdriilmesi
iizerine hiicreler 6nce PBS ile yikandi. Daha sonra 1-2 cc % 0.05 Tripsin/EDTA petri
kabindaki hiicre ortamma konuldu ve 1-2 dakika 37°C de inkiibe edildi. Hiicrelerin
tabandan kalktig1 goriildii.

10. Steril pipetle, i¢inde tam kiiltiir besi yeri olan bir tiipe aktarildi ve 7., 8. ve 9. islemler

tekrarlandi. Tiim hiicreler 2. pasajda kullanildi

Resim 1. (a) HUVEC vasatimin 24. saat goriiniimii (b) Yeterli yogunluga ulasti@indaki

gorunimii
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in vivo EMP ¢ahsma protokolii

Hastalardan alinip daha 6nce hazirlanan trombositten fakir plazma Benmari iginde 37°C “de
coziildiikten sonra flow-sitometrik analiz i¢in kullanilan 6zel tiip i¢cine 50 mikrolitre hasta
plazmas1 + 10 mikrolitre monoklonal antikor(mAb) (CD 144)(Beckman Coulter) konulduktan
sonra 15 dakika karanlik ortamda bekletildi. Daha sonra 50 mikrolitre flow-count florofor
(Beckman-Coulter)+ 500 mikrolitre isoflow konulduktan sonra flowsitometride 1,5
mikrometre ¢apindan kiiciik 20000 hiicre gegirildikten sonra mAb ile boyanan hiicrelerin

sayis1 logaritmik olarak verildi.

in vitro EMP calisma protoKkolii

Her bir hasta i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmig flasklarda yeterince yogunluga ulagmis hiicrelere besi
yerinde %20 konsantrasyonda hasta plazmasi ( 2 cc medium + 0.5 cc trombositten fakir
plazma) ilave edildi. 24 saat beklemeyi takiben slipernatanin 50 mikrolitresi 10 mikrolitre
monoklonal antikor(mAb) (CD 146)(Beckman Coulter) konulduktan sonra 15 dakika karanlik
ortamda bekletildi. Daha sonra 50 mikrolitre flow-count florofor (Beckman-Coulter)+500
mikrolitre isoflow konulduktan sonra flowsitometride 1,5 mikrometre ¢apindan kiigiik 20000

hiicre gecirildikten sonra mAb ile boyanan hiicrelerin sayis1 logaritmik olarak verildi.
Istatistiksel analiz

Calismanin istatistiki degerlendirmesinde SPSS Windows 15.0 kullanildi. 11k olarak verilerin
dagilimi Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilan degiskenler ortalama =+
standart sapma, anormal dagilim gosteren degiskenler ortanca (minimum-maksimum) olarak
ifade edildi. Ortalamalar unpaired t-testi ile ortancalar Mann-Whitney U-testi ile
degerlendirildi. Gruplar arasi oranlarin karsilastirilmasinda Ki kare testi kullanildi. HSP

grubunda aktif ve remisyon donemini karsilagtirmada Kruskal-Wallis-H testi yapildi. Gruplar

11



arasinda anlamli farhilik var ise Dunn’s prosediirii kullanildi. Tiim istatistiksel analizlerde

p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sonuclar

Calismaya alinan HSP’li olgularin tamaminda cilt tutulumu, 17 hastada eklem tutulumu, 12
hastada gastrointestinal sistem tutulumu, 9 hastada bobrek tutulumu, 2 hastada skalp 6demi ve
1 hastada skrotal tutulum saptandi. Caligmaya alman hastalarin epidemiyolojik, klinik ve
laboratuar bulgular1 Tablo 1’de gosterildi. HSP nefriti olanlar ile olmayanlar arasinda
eozinofil sayisi, IgE diizeyleri, eritrosit sedimantasyon hizi, CRP, kompleman 3 ve 4,
hemoglobin, beyaz kiire ve trombosit sayilar1 agisindan farklhilik saptanmadi (p>0.05;

Tablo 1).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim HSP olgularinda EMP sayis1 anlamli derecede
yiiksek saptandi. CD 144+EMP sayis1 aktif HSP nefritinde remisyon grubu ve kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (aktif HSP nefritinde 1772 / pL, remisyon
doneminde 693/ pL ve kontrol grubunda 251 / uL) (Tablo 2). Bobrek tutulumu olmayan
HSP’li olgularda CD 144+EMP sayist aktif donemde remisyon grubuna ve kontrol
grubuna gore anlamli yiiksek bulundu (aktit HSP 1894 / uL, remisyon déneminde 621/ pL
ve kontrol grubunda 251 / pL) (Tablo 2). CD144+EMP sayis1 agisindan bobrek tutlumu

olanlarla olmayanlar arasinda istatistiki farklilik saptanmadi.

Vaskiilitli olgularin plazmalarmm HUVEC iizerine etkisine bakildiginda HSP’li olgularda
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek CD146+EMP sayisi saptandi. Bobrek
tutulumu olanlarla olmayanlar arasinda CD146+EMP sayilar1 acisindan anlamli farklilik

saptanmadi (Tablo2).
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Tartisma

Bizim ¢alismamizin ana bulgular1 sdyle 6zetlenebilir. 1) HSP’li cocuklarda kontrol grubuna
gore EMP sayilar1 artmustir, 2) Bobrek tutulumu olanlarla olmayanlar arasinda EMP diizeyleri

acisindan farklilik yoktur.

Damar endotel hasar1 kii¢iik dammar vaskiilitlerinin esas 6zelligidir (25). Uzamis veya abartili
endotel aktivasyonu entotel disfonksiyonuna neden olmakta ve dolasima EMP salinmas: ile
sonug¢lanmaktadir (7,21,24). Eriskin ve ¢ocuk vaskiilitli olgularda yapilan ¢alismalarda EMP
diizeylerinde artma saptanmustir (17,26). HSP hastalarinda EMP sayilari ile ilgili literatiirde
yayinlanan bir ¢alisma yoktur. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda HSP’li hastalarin
plazmalarmimn HUVEC iizerinde IL-8 {iretimini artirict etkisinin oldugu saptanmistir ( 27-29).
Biz bu ¢alismamizda hem HSP’li hastalarin plazmalarinda EMP’nin arttigini, hem de HSP’li

hasta plazmalarinin HUVEC iizerine EMP sayisin1 artirici etkisi oldugunu gésterdik

Vaskiilitli hastalarda organ tutulumu, hastalik aktivitesi ve EMP sayis1 arasindaki iliskiyi
arastiran ¢caligmalarda Brogan ve ark. (26) orta ve kii¢ilk dammar vaskiilitinde EMP sayisinin
arttigin1 gostermislerdir. Nakatani ve ark. (30) Kawasaki hastalarinda koroner arter tutulumu
olanlarda olmayanlara gore daha yliksek EMP sayismin varligmi saptamislardir. Son
zamanlarda Erdbruegger ve ark (17) eriskin ANCA iliskili vaskiilit olgularnda EMP
sayilarmin arttigini1 ve hastalik aktivitesi ile iligkili oldugunu 6ne siirmiislerdir. Calismamizda
HSP olgularinda EMP sayilar1 kontrole gore anlamli derecede yiiksekti ve hastaligin aktif
doneminde bu ylikseklik daha belirgin idi. Bu yiizden biz, yiikksek EMP sayilarmin hastalik

aktivitesi ile iliskili olabilecegini diisiiniiyoruz.

Sonug olarak dolagimdaki EMP sayis1t HSP hastalarinda aktif ve iyilesme doneminde yiiksek
saptandi. Bu sonuglar HSP’li olgularda endotel disfonksiyonunun varligmi gostermektedir.

Hastaligin iyilesme doneminde klinik ve laboratuar bulgulari normale donmesine ragmen

13



EMP sayilarinda yiiksekligin devam etmesi hiicre diizeyinde subklinik enflamasyonu

diistindiirmektedir.
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Tablolar

Tablol. Calismaya alinan olgularin epidemiyolojik, klinik ve laboratuar bulgulan

HSP bobrek tutulumu — | Bdobrek tutulumu olmayan HSP -
. . Kontrol
aktif aktif
(n=9) (n=11) (n=10)
Yas (y1l)° 10.1+3.9 8.7 +3.1 10.2+1.61
Cins (K/E) 5/4 5/6 5/5
Klinik
Palpabl purpura, n (%) 9 (100) 11(100)
Artrit/artralji, n (%) 7C77.7) 10(90.9)
5 6 (66,6) 6(54,5)
Karin agrist, n (%)
1(11,1) 2(18,1)
Diger, n (%)
Hb (mg/dl)* 14,1+ 1,6 13,5+ 0,9 -
WBC /mm’* 124324 4969 1023143644 -
Trombosit (x10°/ mm’)* 330 + 84 330 + 84 -
Sed (mm/h)° 28 +16 26+ 11 -
CRP (mg/dl)’ 17 (3-54) 25 (4-139) -
Eozinofil (say/mm°)° 30 (1-450) 60 10-150) -
IgA (mg/dl)* 221 +61 223498 -
IgE (mg/dl)° 64(5-532) 36(17-248) -
C3 (mg/dl)* 131435 14362 -
C4 (mg/dl)* 29+15 26+11 -
Remisyon siiresi(giin)” 78,8+32,5 18,346,2 -

* ort + standart sapma, ° ortanca (minimum-maksimum)
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Tablo 2. Calisma grubunun EMP diizeyleri

Degiskenler

CALISMA GRUPLARI

HSP nefrit-aktif

(n=9)

HSP nefrit-rem

(n=9)

HSP nefrit olmayan-aktif

(n=11)

HSP nefrit olmayan-rem

(n=11)

Kontrol

(n=10)

CD 144+EMP/uL

[Ortanca(min-mak)]

1772 (893-16240) *°

693 (323-1647)*

1894 (463-3843)"

621 (214-2379)°

251 (160-362)

CD 146+EMP / pL**

[Ortanca(min-mak)]

768 (451-1313) *°

477 (296-660) *

660 (136-958)"

487 (237-742)

291 (102-874)

* Istatistiksel farklilik kontrolden, " Istatistiksel farklilik nefrit remisyondan

Not: Bu arastirma makale sekline getirilerek “Rheumatology International” adli dergiye

gonderilmis ve degerlendirilme asamasindadir.
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