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OZET

Isitme engelli okullarda okuyan makrotrombosit saptanan ¢ocuklarda MYH-9 gen

mutasyon taramast

Bu arastirmaya Istanbul 11 Milli Egitim Miidiirliigii’ne bagh isitme engelli okullarindaki
18 yas alt1 6grenciler dahil edildi. Calismaya alinan 172 hastadan 140’mma MYH9
(Miyozin Agir Zincir-9) gen taramasi yapildi.

Hastalarin oncelikle trombosit say1 ve ortalama trombosit hacim degerleri belirlendi.
Calismaya trombositopeni (PLT<150.000mm3) ve ortalama trombosit hacmi (MPV) 10
fL tzerinde saptanan 6 hasta, MPV>10fL olan 11 hasta ile MPV (8-10 fL) olan 123
hasta olmak {izere toplamda 140 hasta dahil edildi. MPV degeri 8fL altinda saptanan 32
hasta mutasyon analizine dahil edilmedi. Calismanin mutasyon analizi kisminda
polimorfik degisimler (tekli niikleotid degisimleri vb.) ve mutasyonlar, DNA

bankamizda mevcut olan saglikli kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi

Calismaya katilan 172 hastanin 80’1 kiz, 92’si erkekti. Klinik olarak hicbir hastada
kanama bulgusu veya sikayeti yoktu.

Mutasyon analizine gére Ekzon 1 S96L degisimi ve ekzon 26 A1144L polimorfizm
saptanan toplam 15 hasta (mutasyon/4 hasta, polimorfizm/11 hasta) vardi. Ortalama
trombosit sayis1 ve ortalama MPV degeri agisindan mutasyon-polimorfizm saptanan ve
saptanmayan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi. Calismada mutasyon veya
polimorfizm ¢ikma orani; MPV>10 fL {izerinde olan hastalarda %29,
PLT<150.000mm3 olan hastalarda %42,8, MPV>10fL ve PLT<150.000mm3 olan
hastalarda %50 olarak saptandi. ~ Mutasyon veya polimorfizm goriilme orani
trombositopenik olan hastalarda istatiksel olarak anlamli artmistt (p=0,005)

Trombositopenik olup MPV<10fL olan bir hastada mutasyon veya polimorfizm

saptanmadi.

Isitme kayb1 olan hastalarda trombosit sayis1 diisiik ve MPV yiiksek saptanirsa mutlaka
MYH-9 mutasyon analizi bakilmali ve pozitif saptanan olgularda bobrek fonksiyonlar
degerlendirilmesinin ve 6zellikle katarakt agisindan gdz muayene takibine alinmasinin

gerektigini diistinmekteyiz.
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ABSTRACT

MY H9 gene mutation screening in students with macrothrombocytes/
thrombocytopenia who are attending in hearing impaired schools in Istanbul

This research was carried out with students under the age of 18 who were educated in
the schools of hearing-impaired affiliated to Istanbul Provincial Directorate of National
Education. Out of a total of 172 students, MYH9(Myosin Heavy Chain-9) gene was
screened in 140 students.

Firstly, platelet(PLT) count and mean platelet volume(MPV) values of the patients were
determined. A total of 140 patients(6-patients with thrombocytopenia
(PLT<150.000mm3) and MPV>10fL, 11-patients with MPV>10fL and 123-patients
with MPV Dbetween 8-10fL) were involved in the study. Thirty-two patients with
MPV<8fL were not included in the mutation analysis. In the mutation analysis part of
the study, polymorphic changes and mutations were evaluated by comparing with the

healthy control group in our DNA bank.

Eighty of the patients involved in the study were female and 92 were male.

None of the patients had any signs or symptoms of bleeding.

According to the mutation analysis, there were 15 patients with exon 1-S96L change
and exon 26-A1144L polymorphism(mutation/4patient, polymorphism/11patient). No
significant difference was found between the groups with and without mutation-
polymorphism in terms of mean platelet count and mean MPV value. In the study, the
rate of mutation or polymorphism was determined as %29 for the patients with
MPV>10fL, 42,8% for the patients with PLT<150.000mm3 and 50% for the patients
with PLT<150,000mm3 and MPV>10fL. The rate of mutation-polymorphism was
significantly increased in patients with thrombocytopenia(p=0.005). No mutation-

polymorphism was detected in one patient with thrombocytopenia and MPV<10fL.

In the hearing-impaired patients with low thrombocyte counts and high MPV levels,
MYH-9 mutation analysis should be evaluated. We also recommend that these patients
would be followed-up for kidney functions and ophthalmological problems especially
cataracts.



1. GIRIS VE AMAC

Trombositopeniler ~ trombosit  biiylikliigline  gore  smiflandiriir  ve
makrotrombositlerin  eslik ettigi trombositopeniler en sik rastlanan gruptur.
Makrotrombositopeni  sendromlar1  otozomal dominant kalitilan hastaliklardir.
Makrotrombositopeni yaninda sensOrindral isitme kaybi, katarakt, nefrit ve

polimorfoniikleer hiicreler i¢inde goriilen Dohle cisimcikleri bu hastaliga eslik edebilir.

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji ve Onkoloji
Bilim Dal1 olarak Istanbul ili igerisinde bulunan 18 yas alt1 cocuk ve genclerin egitim
gordiigii isitme engelli okullarinda bir arastirma yaparak isitme engelli ¢ocuklarda,
isitme kaybi ile beraber trombositlerinin etkilenip etkilenmedigini ortaya koymay1
planladik. Bu grup hastalarda kanama bulgular1 ¢ok hafif olup klinik sikayete neden

olmamaktadir.

Amacimiz Oncelikle isitme engelli cocuk ve genclerimizi tarayarak, genetik
Ozelliklerini aragtirmak ve daha sonraki nesilleri uyarmaktir. Ayrica uzun doénemde
hastaligin diger bulgularinin ortaya ¢ikmasi ile olusabilecek saglik sorunlarinin ne
oldugunu konusunda birey ve aileleri bilin¢lendirerek, miimkiinse olusabilecek sekelleri
engellemek ya da profilaktik olarak ilag kullanimi ile hafifleterek yasam kalitesini

arttirmay1 hedefledik.

Tarama kapsaminda g¢ocuklardan, aileler bilgilendirilerek aydinlatilmis onam
alindiktan sonra, kan tahlili alindi. Tetkik sonuclar1 ile genetik ac¢idan pozitif bulunan
cocuklar, klinigimizce ileri donemde olusacak saglik sorunlari ile ilgili takibe alinmasi
plandi. Bu sayede isitme engelli olan hastalarin aile incelemesi ve bilgilendirilmesi

saglanacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Trombositler

Trombosit veya diger adi ile kan pulcuklari/platelet hemostaz ve trombozda rol
alan dolasimdaki en kiiglik hiicre parcaciklaridir(1). Son yillardaki arastirmalar
trombositlerin bu yonde farklilasmalarina ragmen immun direngte, enflamatuar cevapta,
yara iyilesmesinde en az hemostazdaki kadar etkin oldugu gosterilmistir. Damarda bir
hasar olustugunda dolasimdan ayrilip, hasarli bolgede bir tika¢ olusturarak damardan
kan kaybimnin olusmasini engeller. Ama bazen de aterosklerotik bir damarda pihti

olusturarak kalp krizi ya da inme nedeni olabilir (2,3).

Insan viicudunda bulunan trombositlerin 1/3’# dalakta, 2/3’{ ise dolasimdadir,
ortalama yasam siireleri 9-10 giindiir (4,5). Eriskin bir insanda her giin yaklasik 1x10"
trombosit tretilir, ihtiyag arttiginda bu tiretim 10-20 kat, ekzojen trombopoetin-mimetik
ilaglarla ilave 5-10 kat artabilir. Trombosit iiretimi hematopoetik kok hiicre ve
megakaryositer seri liretimine yonelmis oncii hiicrelerin ¢ogalmasina ve farklilasmasina,
bu hiicrelerin biiyiik, polipoid megakaryositlere olgunlagmasmna ve sonunda
sitoplazmanin  par¢alanmasma  (fragmentasyon) baghdir. Megakaryopoez ve
trombopoezde rolii olan dis etkenleri; endotelyal ve diger hiicreler, matriks
glikozaminoglikanlari, trombopoetin, kok hiicre faktorii ve stromal hiicre-kaynakli
faktor-1 gibi protein hormonlar1 ve sitokinleri igeren bir destek kemik iligi stromasi
olusturur. Bu silire¢ i¢in sitokinlerin  gerekliligi, megakaryosit olusumunda
transkripsiyon faktorlerinin kritik rolii tanimlanmis, endomitoz ve proplatelet olusumu
gibi trombopoezin en olagan dist iki yoniinii de iceren molekiiler mekanizmalar

calisilmig, trombosit iiretimini spesifik olarak modifiye eden hipotezler gelistirilmistir
(6,7).

2.1.1. Normal Megakaryopoez ve Trombopoez

Megakaryositler hematopoetik kdk ve progenitdr hiicrelerden; morfolojisi,
boyutu ve ploidisi ve yiizey fenotipi farkli ara hiicrelerin aracilifiyla meydana gelirler.
Bir bagka deyisle, megakaryositlerden trombosit iiretimi bir olgunlasma siireci
sonrasinda olur. Megakaryositlerin gelisimi  ve matliirasyonu GATA-1, EZ26

transformasyon-spesifik transkripsiyon faktorii (ETS) ailesinin iiyeleri, niikleer faktor



eritoid 2 transkripsiyon faktorii (NF-E2) ve STAT3 gibi farkli transkripsiyon faktorleri
tarafindan yonetilir. Olgunlagsma programinin sonunda megakaryositlerden, ¢ok sayida
sitoplazmik ¢ikintilar belirir, bu ¢ikintilar proplatelet olarak adlandirilir. Bir
megakaryosit 10-20 proplatelet olusturabilir, her biri kor bir ¢ikinti seklinde baslar,
zamanla incelip dallanir (6). Proplatelet uzanimi basladiginda, megakaryositler de
dramatik bir degisiklige ugrar, yuvarlak hiicre formundan proplatelet iireten ve vaskiiler
araliga uzun kollar ¢ikaran bir hiicreye doniisiir. Yapilan caligmalar hiicre iskeletinin
proplatelet olusumunda temel makine gibi fonksiyon gosterdigini kanitlamigtir(8).
Biyokimyasal olarak megakaryosit hiicre iskeleti; aktin, a-aktinin, filamin, kas-disi
miyozin (MYH9 geni {iriinii), betal-tubulin, talin ve diger aktin-baglayan proteinlerden
olusur. Megakaryositler de distan gelen uyarilara kars1 sekil degistirerek, sitoplazma
etrafindaki organelleri transport ederek ve graniil sekresyonu yaparak, trombositler gibi
cevap verebilir. Bu fonksiyonlar hiicrenin mikroflament ve mikrotiibiil sistemlerine
bagldir. Ilave olarak, mikrotiibiiller trombosit olusumunun ge¢ donemlerinde de hayati
rol oynar (Sekil-1) (4,6,9).

A B

Sentrozomal
mikrotibiler dizi

Organel ve
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Graniiller

Psodopod
/ formasyonu
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Proplatelet
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Cf 3
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uca dogru tlrmamr /

Ciplak
cekirdekler
ayrilir

Sekil-1: Megakaryosit sitoplazmasindan trombosit olusum evreleri(2)



Proplateletten  trombosit olusumu arastirilitken  “’preplatelet’  olarak
adlandirilan, trombosit iretiminde bir ara evre saptanmistir (10). Preplateletler
cekirdeksiz trombosit Oncilileridir, diskoid yapida, proplateletten daha kiigiiktiir (2-10
um), artmigs RNA igerigi ile ‘gen¢ (retikiile) trombositler’ ve Kkalitsal/edinsel
makrotobositopenilerdeki ‘biiyiik trombositler’ ile iligkili olabilir. Preplateletlerin, GFP-
betal-tubulin tagiyan proplateletlere, diger tanimlamayla ’8 figiirii’” ya da “’halter”’
sekilli olarak tanimlanan proplateletlere reversibl olarak doniisebildigi ileri stiriilmiistiir

(10,11)

Tombositler = megakaryositlerden = (MK) farklilasma ve  olgunlagsma
asamalarindan, graniiller MK’larin biyosentetik ve endositik asamalarindan gegerek
olusur. Olgunlagmanin son asamasinda MK’lar kemik iligi siniizoidlerinin damarlar
icinde yayilir, 6nce proplatetler sonrasinda da trombositler ortaya c¢ikar. Bu asamada
daha sonra trombositlerin i¢inde belli sayr ve homojenlikte yer alacak graniiller,
proplateletlerin tomurcugunda yer almalidir. Bu islem i¢in mikrotiibiillerin énemli rolii
vardir. Mikrotiibiiller bir yol acarak kinesin-iliskili graniillerin ve mitokondrilerin bu
kanal igerisinde ilerlemesinde gorev alir. Organeller proplateletlerin i¢ine girince orada
tutulup mikrotiibiil sarmal ¢evresine yerlesir. Son olarak trombosit olusumu sirasinda
organeller mikrotiibiil sarmalindan ayrilir ve trombosit i¢inde subselliiler boliime geger.
Graniil ve organellerin MK sitoplazmasindan proplatelete gegcmesinde ve mikrotiibiil
sarmalindan ayrilip trombosite ge¢mesine neden olan kontrol mekanizmaninin ne
oldugu halen anlagilamamistir. Bu sayede her trombosit i¢ine belli miktarda homojen
olarak organel ve graniil ve graniil i¢inde belli sayida faktor, protein, vb. bulunmaktadir
(12). Pertuy ve ark. yaptiklar1 calismada da miyosin IIA’nin kemik iligindeki MK ve
trombositlerin i¢inde organellerin homojen dagilmasi ile gorevli oldugu ortaya
koymustur. Miyozin ITA olmadiginda erken evre MK ve proplateletlerde aktin ve hiicre

iskelet yap1 bozuklugu olusmakta ve graniil dagilimi anormal olmaktadir (12).

Sonu¢ olarak; megakaryositler trombositlerin tek kaynagidir, trombositler
megakaryosit sitoplazmasinin parcalanmasiyla olusan hiicrelerdir. Trombosit olusum
mekanizmalar1 baslica iki faza ayrilir. Ilk faz niikleer proliferasyon ve megakaryosit
sitoplazmasinin  genislemesi, sitoplazmanin hiicre iskeleti proteinleri, trombosite
spesifik graniiller ve graniil icerikleri ve membrandz sistemle dolmasidir. Bu faz giinler

icinde tamamlanir ve megakaryosite spesifik biiylime faktorlerinin indiiksiyonuna



ihtiya¢ duyar. Prolateletler ikinci fazda olusturulur, bu faz saatler igerisinde tamamlanir

ve trombositler dolasima salinir (6).

Megakaryosit oncii hiicrelerden trombositin dolagima katilmasina kadar gecen
siire 4-7 glin arasinda degisir. Trombosit sayisi normal olan insanlarda dolasan
trombositlerin yasam siiresi ortalama 10 giindiir, bu siire orta derece trombositopenisi
olan hastalarda 7 giin, ciddi trombositopenide ise 5 giindiir. Cogu fizyolojik ve patolojik
durumda trombosit sayisi, plazma trombopoetin diizeyi ile ters orantilidir. Trombositler
“proplatelet’ olarak tanimlanan, iginde membran, organel, graniil ve soliibl
makromolekiillerin oldugu sitoplazmik komponenti igeren megakaryosit membraninin
uzantilarinin parcalanmasiyla olusur. Her bir megakaryositin, rezidiiel niikleer materyali
kemik iligi makrofajlari tarafindan ortadan kaldirilmadan 6nce, yaklagik 1000-3000 adet

trombosit tirettigi tahmin edilmektedir. (6)

2.1.2. Trombositopeni

Trombosit sayist normalde 150.000 ile 450.000/mm3 arasinda degismekle
birlikte; etnik ve cinsiyet farkliliklarmin olabilecegi bildirilmistir (13-15). Bu nedenle
ITP ¢aligma grubu, baska klinik bulgusu olmayan stirekli trombositleri 100.000/mm3
civarinda olan olgularin da normal kabul edilebilecegini belirtmislerdir. Ancak,
cocuklarda etnik ve cinsiyete gore bir referans araligi olmadigi i¢in, trombositopeni alt
sinir1 halen 150.000/mm3 olarak degerlendirilmektedir (16).

Trombositler 6zellikle hemostazin primer fazinda, yani zedelenen damarda
primer trombosit tikact olusana kadar ana aktorlerden biridir. Primer hemostazda etkin
ti¢ kritik olay trombosit adezyonu, graniil salinim reaksiyonu ve trombosit agregasyonu
olup; yaralanmayi takiben birka¢ saniye icinde glikoprotein Ia/lla araciligiyla vaskiiler
subendoteldeki kollajen fibrillere yapisir. Yapisan trombositlerin graniil igerikleri ve
tromboksan A2 yoluyla sekresyon baglatilir (17). Periferik yaymada en Onemli
ozellikleri biraraya gelme-kiimelenme yani agregasyondur. Eger yeterli sayida
trombosit mevcut ancak agregasyon yoksa hasta ya antiagregan ajan aliyodur veya
tiipten periferik yayma yapilmigsa agragasyonu dnleyen katki maddesi mevcuttur ya da
konjenital agregasyon bozukluklarini akla getirmeliyiz. Trombositopenilerin %15-20’si
yalanci trombositopenidir. Bu nedenle trombositlerin say1 ve 6zelliklerini anlayabilmek

i¢in mutlaka periferal kandan direkt yayma yapmaliyiz. Ozellikle son model kan sayim



cihazlarinin pihtiyr algilama &zellikleri oldugu i¢in hatali sonu¢ alma olasiligi daha
azdir. Kan alindiktan hemen sonra ¢alisildiginda da hatali sonug olasilig1 daha az olur.
Trombositopenik hastada periferal kanda trombositlerin hepsi aymi biiytikliikte ise
yapim azhigi disiintilebilir. Trombositler irili ufakli iseler trombosit yikimi veya

konjenital makrotombositopatilerle karsi karsiya olabiliriz (18).

Bazen anne ve babadan yapilan periferal kan yaymasinda da dev trombositleri
goriiyorsak otozomal-dominant gegisli konjenital formlar akla gelebilir (18). Ilaglar ve
etilendiamin  tetraasetik  asite  bagimli  veya soguk agliitininlere = bagh
psodotrombositopeniler akildan ¢ikarilmamalidir. Kisa siireli veya hicbir tedavi
yapilmadan diizelen trombositopenilerde ilaglarla baslatilan veya gida/renkli madde

kullanimi sonu gelisen trombositopeni diisiintilmelidir (19).

Trombositopeniler noktasal kapiller kanamalar (petesiler), petesilerin
birlesmesinden lcm c¢apa kadar olan morarmalar (purpuralar) veya purpuralarin
birlesmesinden olusan daha biiylik lezyonlar (ekimozlar) halinde seyrediyorsa yani
klinik bulgular belirginse agir trombositopeniler s6z konusudur. Trombosite karsi
alloimmunizasyon, trombosit yapim azlig1 s6z konusu olabilir. Salt trombosit sayica
azlig1 ile beraber olabilir veya klinik tabloya 16kosit azlig1 veya anormalligi ile beraber
olabilir. Anormal l6kositler bir Downey hiicresi, blast karakterinde veya sitotoksik T
lenfositi veya dogal 6ldiiriicii hiicrelerde oldugu gibi graniillii olabilir. Olay bir immun
reaksiyon mu, dissemine intravaskiiler koagiilasyonda oldugu gibi harcanan olay m1 ¢ok
1yl ayirt etmek gerekir. Bir hipersplenizm veya kemik iligi yetmezlik sendromlariyla
veya pansitopeni ile seyreden sistemik bir hastaligin, Ornegin; sistemik lupus
erimatozusun bulgusu olabilir. Daima her trombositopeni bir malignensinin habercisi
olabilir noktasindan hareketle veya tedavide steroid secenegini segeceg§imiz immun
trombositopenilerde kemik iligi aspirasyonu ile taniy1 dogrulamamiz gerekebilir. Direkt
yayma degerlendirmesinin her zaman gerek trombositler, gerekse diger hiicrelerin

morfoloji ve dagilimi yoniinden altin kural oldugu unutulmamalidir (20).

Bir¢ok tromobositopenide dikkat edilmesi gereken, trombosit sayist belli bir
esige distiigiinde veya damarsal bozukluklar eslik ettiginde klinik bulgularin
baglamasidir. Damar endoteli ve trombositlerin kendi yapist saglam olmasi1 kosuluyla
trombosit sayist 80.000/mm3’e kadar klinik bulgu yoktur. 50.000/mm3’e diisiince
yavas yavas petesi, purpura ve ekimozlar ¢ikmaya baslayabilir. 50.000/mm3 altinda



diapedez bulgular1 belirgin olabilir; klinik bulgulara mukokiitanéz kanamalar,
epistaksis, menoraji, gastrointestinal kanama, seyrek olarak intrakranyal kanama veya
hemartroz eslik edebilir. I¢ organalara veya kapal1 alanlara kanamalar damarsal yapilar,
doku, organ biitiinliigiiniin bozuldugunu gosterebilir. Her hasta kendi semptom, kilinik
ve laboratuar bulgulariyla ve kisisellestirilmis tedavi kapsaminda degerlendirilmelidir
(20).

2.1.2.1. Konjenital trombositopeni

Konjenital trombositopeniler (KT) heterojen bir grup hastaligi igeren ve
genellikle dogumdan itibaren trombosit sayisinin diisiik oldugu durumlardir. Bazi
durumlarda sadece sayir azligi degil, trombosit fonksiyonlarinda bozulma da eslik
edebilir. Kanama bulgulari, hafif-orta dereceden yasami tehdit eden ciddi agir kanama
bulgularma kadar degisebilir. Bu nedenle, hafif kanama klinigi olan olgular, genellikle
rastgele yapilan hemogramda ilimli trombositopeninin varligi ile tanmabilirler. Bu
olgularin biiyiik bir boliimii, immun trombositopeni (ITP) tanis1 alarak izlenir. Ancak

son yillarda molekiiler tanidaki gelismeleri KT tan1 olanagini arttirmistir (21).

Tablo-1: Yeni tam1 makrotrombositopeni incelerken anamnezde dikkat edilmesi
gerekenler (3)

Oykii ITP Kalitsal trombositopeni

Kanama ne zaman baslad1 Yeni Hayat boyu

Yakin zamanda var olan saglik

problemleri ve ila¢ kullanimi Evet Hayir

Kiiciik travma, adet kanamasi,
dogum yada cerrahiler sirasinda Yok Var
ekstra kanama varlig

Aile bireylerinde kanama varligi Yok Var

Da}la onceye ait normal trombosit Var Yok

deger varligi

Tedavi yanit1 (steroids, IVIG, anti- %80 yanit Degisken, hafif artis

D, splenektomi)

Trombosit siispansiyon infiizyon

Yok/cok kisa stireli | Var/ normal yagam stiresi
cevabi




Trombositopeni ile bagvuran olgularda, KT diislindiirecek temel bazi kriterler

vardir. Bu kriterlerden ilk 4’1, KT kanisina varmada ¢ok 6nemlidir;
1.Trombosit ¢api,
2.Aile Oykiisii,
3. ITP tedavisine karsin trombosit sayisinda yeterince yiikselme olmamast,
4.0lgularda fizik anomalilerin olmasi (6rnegin; Radius yoklugu).

Taniya yaklasimda 6nemli olan bu kriterleri ayrintili incelersek:

2.1.2.1.1. Trombosit Cap1

Bugiin bir¢gok hemogram cihazi trombosit ¢apini rutin Olgmektedir. Ancak,
periferik yaymada trombosit morfolojisinin incelenmesi halen altin kuraldir. Yaymada
trombosit ¢api, eritrositler ile karsilastirilir. En az eritrosit biiyiikliigiinde veya daha iri
olmasi ortalama trombosit hacminin (MPV) yiiksek oldugunu gosterir. Trombosit

capina gore KT yi su sekilde siniflandirabiliriz (Tablo-2) (22).

Tablo-2: Trombosit capina (MPV) gore kalitsal trombositopeniler (21)

Kiigiik MPV (<7fL) | Normal MPV (7-11 fL) | Biiyiik MPV (>11 fL)

WAS CAMT/TAR/CTRUS MYH9 patolojileri

XLT FDP/AML BSS

ANKRD-26 mutasyonu | VCFS

CYCS mutasyonu XLT-Diseritropoez
Paris-Trousseu/Jakobsen sendromu
TUBB-1‘e bagh

Sitosterolemia

* WAS: Wiscott Aldrich Sendromu, XLT: X’e bagli trombositopeni, BSS: Bernand Soulier sendromu,

TAR: Trombosit absent radii sendromu, CAMT: Konjenital amegakaryositik trombositopeni



2.1.2.1.2. Aile Oykiisii

Ailede trombpsitopeni varlifi veya kanama klinigi mutlaka sorgulanmalidir.
Eger akraba evliligi var ya da ailede birden fazla bireyde trombositopeni saptanmais ise,
KT’yi mutlaka diisiinmek gerekir. Kalitsal gecis siklikla otozomal dominant olmakla

birlikte X’e bagli veya otozomal resesif bir gecis de s6z konusudur (22).

2.1.2.1.3. ITP tedavisine yamitsizlik

ITP tedavisine yanitsiz olan olgularda; KT ayirici tanisi i¢in trombosit artisinin
ne kadar olmast gerektigi konusunda bir siirlama yoktur. Ancak immun
trombositopenik purpura (ITP) tedavisi sonucunda trombosit diizeyinin >30.000/mm3
cikmasi, genellikle ITP’yi diisiindiiriir (21). Trombosit diizeyinin 10.000/mm3 kalmas1
ise, hem KT hem de tedaviye yanitsiz ITP’li olgularda goriilebilir. Ayrica Wiscott
Aldrich sendromlu bazi ¢ocuklarda; steroid, intravenéz immunglobulin (IVIG) veya

splenektomi sonras1 trombositler artabilir. Bu nedenle; ITP ve KT ayirici tanisinda ¢ok
dikkat edilmelidir (22).

2.1.2.1.4. Fizik Anomalilerin varhg:

Israrli trombositopenisi olan olgularda, bazi fizik anomalilerin varligt KT yi
diistindiiriir. Bu anomaliler; radius yoklugu, radial-ulnar sinositoz, isitme kaybi, nefrit,
bifid uvula, sag aortik ark olabilir. Ayrica sik enfeksiyon ve egzemasi olan olgularda da

KT diistintilmelidir.

Son yillarda yeni molekiiler yontemlerin kulanilmasi; ozellikle ‘yeni nesil
dizileme’ ile bu konudaki fenotip-genotip iliskisi daha iyi ortaya ¢ikmaistir (22).

2.1.2.2. MYH-9 iliskili Trombositopeniler

Trombositlerin kalitsal bozukluklarindan biri trombosit say1 bozukluklaridir

(Tablo 3). Bu grupta yer alan MYHO iligkili trombosit hastaliklar1 4 adettir. Bunlar;



Tablo-3: Kalitsal trombosit hastaliklarin siniflandirilmasi (23)

I. Trombosit say1 bozukluklari

1. MHY9 iliskili Trombosit Hastaliklari
May-Hegglin anomalisi
Sebastian sendromu
Fechtner sendromu
Epstein sendromu
2. Konjenital amegakaryositik trombositopeni
3. Amegakaryositik trombositopeni ile radioulnar sinositoz
4. Trombositopeni-Radius yoklugu sendromu
5. X-Gegisli trombositopeni ile diseritropoez
6. Losemiye yatkinlk ile seyreden trombositopeni
7. Montreal trombosit sendromu
8. Akdeniz makrotrombositopenisi

II. Agir Trombosit Fonksiyon Bozukluklari

o1. Wiskott Aldrich sendromu
2. Glanzmann trombastenisi
3. Bernard Soulier sendromu

ll. Reseptdr ve Sinyal ileti Bozukluklar

¢1. Trombosit siklooksigenaz eksikligi
2. Tromboksan sentaz eksikligi
3. Tromboksan A2 reseptor eksikligi
4. Adenozin difosfat reseptor eksikligi

IV. Trombosit Granul Bozukluklari

¢A. Dense graniil bozukluklari
1. idiopatik dense granil bozukluklari
2. Hermansky-Pudlak sendromu
3. Chediak- Higashi sendromu

*B. Alfa graniil bozukluklari
1. Gri trombosit sendromu
2. Paris- Tousseau/ Jacobsen sendromu
3. diopatik alfa ve dense graniil depo havuz hastalig

V. Fosfolipid bozukluklari

e1. Scott senromu

2.1.2.2.1. May-Hegglin Anomalisi

May, 1909 yilinda hafif kanama semptomlart olan genis trombositlere sahip
birgok {iyeli bir aile tamimladi (2,3,23). Hegglin 1945°te etkilenen bireylerin
l16kositlerinde Do6hle benzeri inkliizyon cisimleri buldu (24). Bu, trombositopeni, dev
plateletler ve 1okosit inkliizyon cisimleri tgliisiinii tanimlamak i¢in May-Hegglin

anomalisi (MHA) terimine yol acti. Makrotrombositopeniler iginde May-Hegglin

1
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anomalisi bilinen ilk trombosit fonksiyon bozuklugu olan hastaliktir. Dev trombositler
ve degisen trombositopeni (siklikla orta derecede) goriiliir. Graniilosit inkliizyonlar
gortliir. Bu inkliizyon cisimleri, periferik yaymada; ig seklinde ve parlak mavi renkte
goriilmektedir. Inkliizyonlar polimorfoniikleer 16kositlerin sitoplazmasinin periferinde
oval ya da yuvarlak sekilde, spesifik graniil icermeyen amorf dansiteli ribozomal
filamentler seklindedir. Onlar riboniikleik asitten ibarettir. Esasen defektif NMMHC
protein depolaridir (25,26). Kanama genellikle hafiftir. Bu durum trombositlerin
boyutlar1 nedeniyle ve kiiciik damarlarda kollajen maruziyeti hasarli endotele adezyon
icin gerekli sekil degisiminin zorlugu nedeni iledir. Kanama esasen travma, cerrahi ya
da dis ¢ekimi nedeni ile olur. Bozuk-hatali tubulin ve biiylik hacimli trombositler

muhtemelen azalmis pihti stabilitesinden sorumludur. (26,27)

2.1.2.2.2. Epstein Sendromu

1972'de Epstein ve arkadaslari, Epstein sendromunu (EPS) sagirlik ve nefritle
iliskili dev trombositler ile karakterize edilen; ancak, MHA'nin aksine, lokosit
inkliizyon cisimleri olmayan ilk makrotrombositopenik sendrom olarak tanimladilar
(28). Sensorinoral sagirlik ve bobrek yetmezligi ile birliktedir. Katarakt goriilmez.
Trombositopeniye ilavaten adenozin difosfat ve kollajene cevapta defektif trombosit
aggregasyon ve sekresyonuna ikincil kanama ile karakterizedir (27).

2.1.2.2.3. Fechtner Sendromu

Peterson ve arkadaslar1 1985°te, interstisyel nefrit, katarakt, sagirlik (Alport'a
benzeyen bir sendrom kompleksi) ve Iokosit inkliizyon cisimleri ile karakterize
dominant kalitilan makrotrombositopenik sendrom tanimladilar ve bu hastalig1 Fechtner
sendromu (FS) olarak adlandirdilar (29). Lokositlerdeki inkliizyon cisimleri, MHA’da
gozlemlenenden c¢ok daha kiicik ve ig seklinden ziyade tipik olarak yuvarlak
seklindedir. Kanama klinik olarak hafif ile orta seklinde olup, travma, dis ¢ekimi ve
cerrahiyi takiben Onemli kanama egilimi olur. Hastalar da bdbrek yetmezligi

gelistiginde daha fazla kanarlar (25,27).

2.1.2.2.4. Sebastian Platelet sendomu

Greinacher ve arkadaslar1 1990'da, Sebastian trombosit sendromunu (SPS)

16kositlerde kiigiik inkliizyon cisimleri olan daha hafif bir varyant makrotrombositopeni
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olarak tamimlad1. ik raporda, etkilenen SPS aile iiyeleri, katarakt, bobrek yetmezligi
veya yiiksek tonlu sensorinoral isitme kaybi1 gdstermezken, bu aile 18 y1l sonra yeniden
degerlendirildiginde, baz1 etkilenen bireylerde geng yasta (45-50 yas) katarakt gelistigi
ve 50 yasindan biiyiik tiim etkilenen aile liyelerinde yiiksek tonlu isitme bozuklugu
gelistigi  bildirildi. Lokositlerde goriilen inkliizyonlar Fechtner sendromunda
gozlenenlere benzerdir (30). Mikroskopta incelediginde, dohle cisimciklerine benzer
inkliizyonlar ribzomlardan olusur ve MHA’da gozlenenden daha kiigiiktiir, filamentler
daginiktir ve bunlar1 ¢evreleyen membran yoktur. Kanama egilimi hafiften ortaya
degisir (23-27).

Tablo-4: MYH-9 iliskili hastaliklarda trombositopeni ve hematolojik olmayan
bulgularin varhgina gore sendromlar (3)

May-Hagglin | Fechtner Ebstein Sebastian

Makrotrombositopeni | + + + +

Biiyiik inkliizyon | +

cisimcigi

Kiigiik inkliizyon + +
cisimeigi

Duyma kayb1 + + +)
Nefrit + +

Katarakt + (+)

(+): bulgularin daha gec¢ yasta ¢ikmasi

1999'da bu dev trombosit bozukluklarin kalitim1 22 kromozomun kisa kolundaki
5.5 Mb’lik bolge ile iliskilendirildi (31,32). Kisa bir siire sonra iki grup, MYH9
geninde bu makrotrombositopenilerin altta yatan nedeni olarak mutasyonlart tanimladi
(33,34) MHA, EPS, FS ve SPS sendromlar1 simdi Katarakt, nefrit ve sensorineural
isitme kaybi gibi ek ozelliklerin varlig1 veya yoklugu ile fenotipik farkliliklar gosteren,
MYH-9 gen mutasyonlardan kaynaklanan birbiriyle iliskili bozukluklar oldugu kabul

edilmektedir.
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Bu nedenle bu hastaliklara MYH-9 iligkili makrotrombositopeniler olarak
adlandirilmasi 6nerilmistir. (33,35,36)

2.1.2.2.5. NMHC IIA proteini ve MYH-9 gen mutasyonu

Kromozom 22g12-13’te bulunan MYH-9 (miyozin agir zincir 9) geni, kas dis1
miyozin agir zincir tiplIA (NMMHC 11A) proteinini kodlar. Bu protein hematopoietik
hiicrelerin kontraktil olmalart i¢in gerekli olan hiicre iskelet proteinidir. NMMIIA
proteini, tizerinde ATP ve aktin igin baglanma yeri olan bas ve kuyruk kismindan

olusur. Myosin bas kismi aktin zinciri boyunca hareket eder (Sekil-2).
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Sekil-2: A:MYH-9 genomik yapisi, B: (NMMIIA)’nin sematik yapisi

NMMII, MYH-9 geninin kodladigt NMMIIA, MYH-10 geninin kodladig
NMMHIIB ve MYH-14 geninin kodladigt NMMIIC olmak {izere 3 izoformu vardir.
Trombositler sadece NMMIIA igerir. Farelerde yapilan calismalarda NMMII
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izoformlar1 birgok farkli dokularda ve birden fazla izoform olarak yer aldig:

gosterilmistir (25).

Tablo-5: Farelerde NMMII izoformlar: (25)

Fare dokusu I-A 11-B 1-C
Embriyonik karaciger odaklari ++
Embriyonik bobrek ++ + +
Embriyonik g6z ++(lens epiteli) +(retina) +(lens ve
retina)
Embriyonik damak ++ +
Embriyonik damar endoteli ++
Kil folikiilleri ++ +
Koklea ++ + 4+
Dis gelisimi ++ +
Lakrimal gland ++ +
Embriyonik ve neonatal ++ +

Santral sinir sistemi

Kalp + +/-
Embriyonik kikirdak +
Embriyonik bagirsak ++ + +
Trombosit ++

Notrofil graniilositleri ++

Eozinofil grantilositleri + +

Monositler ++

Lenfositler ++

Notrofillerde ve eozinofillerle az sayida monositlerde inkliizyon cisimcigi
saptanir. Inkliizyonlar Wright-giemsa ile parlak mavi renkte boyanir. Wright

boyasindan ziyade May-Griinwald-Giemsa ile daha iyi goriiniirler (25). Dohle cisimcigi
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olarak adlandirilir. Bu yapilarin mutasyona ugramis kasa ait olmayan miyozinin agir
zincir IIA oldugu disilintilmektedir. Bu inkliizyon cisimcigi normalde enfeksiyon
varliginda bazen de gebelikte nétrofil i¢inde saptanan inkliizyon cisimciklerine c¢ok
benzer. Ancak enfeksiyonda inkliizyon -cisimcikleri enfeksiyonun diizelmesi ile

kaybolurken, MYH-9 anomalisinde sabit olarak kalmaya devam eder (33).

NHMHC IIA’nin temel fonksiyonu hiicrenin hareketliligi, megakaryosit
kontraksiyonu ve sitoplazmik yapinin korunmasidir. Megakaryositlerde proteinin
bulunmamasi1  defektif —megakaryopoez ile trombositopeniye, trombositlerde
bulunmamasi ise sekil bozuklugu ile makrotrombosit olusumuna yol acar (37). Proteinin
farkli doku ve organlarda sentezlenememesi sonucu hematolojik olmayan bulgulardan
nefrit, sensorindral isitme kaybi ve katarakt gelisebilir (38). Ancak ¢ogu hiicre birden
fazla kas dis1 miyozin izoformu igerir ve proteindeki mutasyonlarda goriilen fonksiyon
kaybin1  kompanse edebilir. Trombositler sadece NMMIIA igerdiginden,

makrotrombositopeni her zaman goriiliir (25).

NMMIIA’1n bas kismini etkileyen mutasyonlar (exonl-16), kuyruk lokasyonlu
mutasyonlara gore ( exon 20-40) daha ciddi organ tutulumlar ile iliskilidir. Exon 16 ile
iligkili mutasyonlar renal yetmezlik, sagirlik ve katarakt gelisimi agisindan yiiksek risk
olustururken, exon 24 ile 30 bolgesindeki mutasyonlar daha hafif hematolojik olmayan

ozellikler gosterir (39).

2.1.2.2.6. Makrotrombosit olusumu

Trombosit olusumu, aktin ve tubulin de dahil olmak iizere megakaryosit hiicre
iskeleti komponentlerinin yogun olarak yeniden diizenlenmesini igerir. Ayrica olusan
trombositlerin her birinin boyutunun ayarlanmasi da Onemlidir. Ancak, trombosit
olusumunun bu yonii hakkinda bilgi ¢ok kisithdir, yine de proplateletten trombosit
olusurken uygun trombosit voliimiinii ayarlamada tubulinin 6l¢iim cihazi gibi ¢alistigt
diistinilmektedir. Trombosit olusumu bazi yollarda GATA-1, GPIb-IX kompleks,
Wiscott-Aldrich  sendromu proteini ve trombosit myozininden (NMHCIIA) de
etkilenmelidir ki her birinin gen defekti biiylik ya da kiiciik trobositlerin yapimina sebep
olmaktadir (6, 8,11,40).

Kiiltiirlenmis megakaryositler iizerine yapilan in vitro c¢alismalar, miyozin

ITA'min proplatelet olusumunu inhibe ettigini ortaya koymustur. MYH-9 mutasyonlari
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nedeniyle miyosin IIA fonksiyonunun kaybi, prolatelet olusumunu tesvik eder ve erken
ve olgunlasmamis trombosit salmimini tetikleyerek makro-trombositopeni ile
sonuglanabilir. Dev trombositler, sadece islev kaybi olan ve sitoskeletal kontraktil
yapilarin yeniden diizenlenmesine katilamayan mutant miyosin IIA'y1 eksprese eder

(41).

2.1.2.2.7. Hematolojik olmayan bulgularin olusumu:

MYH-9 iliskili trombositopenilerde kataraktin patogenezi bilinmemektedir.

Bobrek hasar1 ve isitme kayb1 mekanizmalar1 hakkinda yalnizca sinirl bilgi edinilmistir

(42).

Bobrekte NMM-IIA, podosit, mesangial, tiibiiler ve endotel hiicrelerinde yer alir.
Podosit olarak da adlandirilan glomeruler visseral epitelyal hiicreler, glomeriiler bazal
membranin dis yiizlinli kaplayan oldukca 6zellesmis hiicrelerdir. Podositlerin kapillerler
tizerinde sonlanan ayaksi ¢ikintilarinin aralarinda filtrasyon yariklar1 (yarik diafram)
bulunur. Miyosin IIA'nin, podosit ayaksi ¢ikintilarinda aktin-miyosin kasilma aparatinin
onemli bir bileseni oldugu ve kilcal damar duvar biitiinliigliniin korunmasinda rol
oynadig diistiniilmektedir. MYH9 bozukluklarinda, miyosin IIA anormal dagilir veya
mesangial hiicrelerde, tiibiiler hiicrelerde ve podositlerde azalir. Mutasyona ugradiginda
yarik diaframin yapist ve fonksiyonun bozulmasiyla, proteiniiriye, gomeruler bazal

membranda hasara ve glomeruloskleroza yol a¢tig1 diistintilmektedir ( 42-45).

Kokleada NMMHC-IIA, spiral limbus ve spiral ligamentte oldugu gibi korti
organinin  tiiyli  duyu hiicrelerinde yer aldigi fareler {izerinde yapilan
immiinolokalizasyon caligmalarinda gdsterilmistir  (46-48). NMMHCIIA tiiyli
hiicrelerde sterosilya, kutikuler tabaka, plazma membrani ve mitkondri i¢cinde bulunur.
Bu arastrmalar, MYH9 mutasyonlarinin, miyosin VI gibi myosin siiper ailesinin diger
iyelerinin mutasyonlarindan tlireyen sagirlik modellerinde gozlenenlere benzer sekilde,
stereosilyanin yapisal biitiinliigiiniin bozulmasiyla isitme kaybina yol agtig1 hipotezine

yol agmustir. (48,49).

2.1.2.2.8. Klinik

MY H-9 iligkili trombositopenilerin hepsinde makrotrombositopeni ve inkliizyon
cismi olmasina ragmen Alport sendromundakine benzer nefrit, duyma kayb1 ve katarakt

olmasina gore farkli sendromlar olusmaktadir (50). Klinik ayrim bazen ¢ok zor olabilir
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clinkii aynm1 aile iginde bile nefrit ve duyma kaybinin seyri farkli olabilir. Heniiz
kalitimin nasil gegtiginin bilinmemesi ve ¢evresel faktorlerin etkisi bunun nedeni olarak
diisiiniilmektedir. Ornegin duyma kayb1 ve katarakin MHA’da ve Sebastian
sendromunda goriilme olasiligr sirast ile %82 ve %23’diir. Hematliri, proteiniiri ve
bobrek problemleri ise Fechtner ve Ebstein sendromunda daha sik, MHA ve Sebastian
sendromunda daha nadir gorilir (51). Son yillarda bu dort farkli isimle anilan
hastaliklarin aslinda ayni hastaligin farkli klinik tablolar1 oldugu kabul edilerek
nozolojik olarak hastalara MYH-9 iliskili trombositopeniler denilmektedir (39).

Hastalik agirligi genelde en sik olarak yasla iliskili olarak bulunmaktadir.
Beklenildigi gibi yenidogan ve ¢ocuklukta bu grup hastaliklar daha agir seyrederken
yasla birlikte klinik bulgular azalmaktadir (52). Tan1 almadan yasamin1 tamamlayan
birgok MYH-9 iligkili trombositopenili olgu oldugu diisiiniilmektedir (53). Yenidogan
bebeklerde trombositopeni ¢ogunlukla hasta bebek eslik eden bulgusu oldugu igin
sepsisle birlikte saptanir. Yenidogan doneminde %S5’den az trombositopenili bebekte
kalitsal neden saptanabilir. Cocukluk ¢aginda nadir olmakla beraber Fanconi anemisi,
kalitsal kemik iligi yetersizligi gibi hastaliklarin ilk bulgusu da trombositopeni

olabilecegi bilinmelidir (53).

Tim MYH-9 iliskili trombositopenili olgularda bebeklikten itibaren
trombositopeni vardir. Fakat bazi hastalarda sensorindral sagirlik, kimisinde presenil
katarakt diger bir grupta glomerulonefrit ve bobrek yetersizligi ilerleyen donemde
izlenebilir. Isitme kayb1 veya proteiniiri gelistiginde hizli seyretme egilimi gosterir. Bu
komplikasyonlarin erken yasta baslama riski sendromlar arasinda farklilik gosterir.
Fecthner sendromlu hastalarda addlesan yasta renal hastaliklar ve isitme kayb1 baglama
riski yiiksektir. May Hagglin anomalili hastalar siklikla sadece trombositopeni ile
bagvururken, sebastian sendromlu hastalarda isitme kaybi ve katarak siklikla 50 yas
civarinda gelisir. Birgok hastada hematolojik olmayan bulgularin tahmini gelisme riski
aile Gykiisii ve mutasyonun lokalizasyonuna gore yapilir (39). Pecci ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢aligmada; 108 hastanin NMMHC-IIA motor bas kisminda mutasyon varliginda
40 yasindan Once baslayan nefrit ve sagirhigin eslik ettigini saptamiglardir. Kuyruk
bolgesinde olan mutasyonlarda bu ek bulgulara pek rastlanilmadigi gibi trombosit

degerleri de yiiksek bulunur (39).

17



Trombosit sayist genellikle 20.000-130.000 mm3 arasindadir. Ancak
trombositlerin boyutlar1 nerede ise eritrosit boyutunu gecer. Hastalarin kanama
semptomlar1 hafif ve enderdir. Kolay morarma ve hematomlar gozlenebilir. Petesi
enderdir. Bugiine kadar sadece bir kafa i¢i kanama olgusu bildirilmistir. Hastalar

genellikle izole hematolojik bulgular ile saptanirlar (25,38,54).

Hastalarin tan1 almasinin, yanlis olarak kronik ITP denilerek gereksiz yere agir
tedavi almasin1 Onlemesi agisindan 6nemi vardir (50,55). Yoksa bu grup hastalarda
hayat1 tehdit edici kanamalara sik rastlanilmaz. Ancak hastalarda trombosit fonksiyon
ya da sayisini etkileyecek ilag kullanimindan kagimilmalidir. Agir travma ya da cerrahi
varliginda nadiren trombosit slispansiyonu kullanmasi gerekebilir. Gebelikte de pek

sorun olmaz, rahatlikla normal dogum yapabilirler (56).

2.1.2.2.9. Tam

Makrotrombositopeni ve l6kositlerde Dohle cisimcigine, hematiiri, katarakt,
sensoriondral isitme kaybi bulgularmin eslik etmesi taniyr yiiksek oranda dogrular.
Kesin tan1 22q12-13 kromozomunda MYH9 geninde saptanacak mutasyonun molekiiler

yontemle saptanmasina dayanir(25,27,57).

NMM-IIA kiimelerinin immunoboyamalari ile inkliizyon cisimlerinin goriilmesi
altin standarttir. Immunoflorasan tetkik ile hastanin 16kositlerinde miyozin-9 agregat
tespiti yapilir. PFA-100 kullanarak trombosit agregometri ve trombosit fonksiyon
caligmalar1 biiyiik bir kusur gostermez. Clinkii agregasyon egrisinde tipik sekil

degisikligi yoktur. Kemik iligi muayenesi gerekmez (25,57).

2.1.2.2.10. Tedavi

Kanamay1 durdurmak ig¢in lokal kontrol saglanir. Kanama durdurulamaz ise
antifibrinolitik ajanlar ve trombosit transflizyonu gerekebilir. Desmopressin bazi
hastalarda kanama zamanint %50 kisaltabilir. Yeni lisansli trombopoietik ajanlar
arastirilmaktadir. Trombopoietin reseptdr aganistleri (eltrombopag, romiplositim)

elektif ya da major cerrahi hastalarinda kullanilabilir (27,57).

Hematolojik olmayan belirtilerden presenil katarakti veya isitme kaybini
onlemek i¢in bir tedavi mevcut degildir. Ancak, isitme kaybi1 motorprotein defekti

nedeniyle kohleada bulunan silialarin bozulmus hareketinin sonucu olustugundan,
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yiikksek ses giiriiltiisiinden (miizik konserleri, kulakliklar) kagiilmasi muhtemelen
sagirh@in  baslangicini  geciktirmeye yardimer olur. Ayrica, bdbrek yetmezliginin
Onlenmesi i¢in nedensel bir tedavi yoktur. MYH-9 ile iliskili trombosit bozuklugunda
renin-anjiyotensin sisteminin farmakolojik blokaji 4 kiside proteiniiriyi azalttig1

gosterilmistir (58).

Chen Y ve arkadaslari, yaptiklar ¢calismada miyozin II inhibitor blebbistatin ve
ROCK inhibitér Y27632’in MYH-9 iliskili trombositopeni tanili hastalarda
proplateletlerdeki  bozuklugu diizeltip, ultrastriiktiirel karakteristik bulgularin
normallestirdigini gosterdiler. Bu sayede yeni tedavi segenegi olarak aktomyosin
kasilma  degisikligi  gergeklestirilerek  hastalarin  gelecekte tedavi  edilmesi

planlanmaktadir (59).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu arastirmada Istanbul il Milli Egitim Miidiirliigii’ne bagl 18 yas alt1 cocuk ve
genglerin egitim gordiigli isitme engelli okullarindaki 6grenciler ¢alismaya alindi. Bu
kapsamda gerekli izin Istanbul il Milli Egitim Midiirliigii’nden alinarak, Halicioglu
Isitme Engelliler Okulu, Mimar Sinan Isitme Engelliler Okulu, Goztepe Isitme
Engelliler Okulu ve Tuzla Isitme Engelliler Okul’larinda 6grenim goren dgrencilerden
MYH-9 (Miyozin Agir Zincir-9) gen taramasi yapilmasi planlandi. Calismaya isitme
engelli olan 172 birey dahil edildi ve tiim bireylere ¢aligmanin olasi sonuglar1 hakkinda

bilgi verilerek goniillii olarak katildiklarina dair onam formu alindu.

Calismaya katilan goniilliilerden tam kan sayimi yapilarak, hastalarin 6ncelikle
trombosit sayr ve ortalama trombosit hacim degerleri belirlendi. Caligmaya
trombositopeni (PLT<150.000mm3) ve ortalama trombosit hacmi (MPV) 10fL tizerinde
saptanan 6 hasta, MPV>10fL olan 11 hasta ile MPV(8-10fL) olan 123 hasta olmak
tizere toplamda 140 hasta dahil edildi. MPV degeri 8fL altinda saptanan 32 hasta

mutasyon analizine dahil edilmedi.

Calismanin mutasyon analizi kisminda polimorfik degisimler (tekli niikleotid
degisimleri vb) ve mutasyonlar, DNA bankamizda mevcut olan saglikli kontrol

grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Projenin Etik Kurul Onayi Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan alindi.
Yontemler
DNA izolasyonu

Arastirmaya  katilan  bireylerden alman 9ml kan, Iml 0,5M
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) (Scharlau, Ispanya) bulunan tiiplere aktarilmistir.
Bu kan 6rnegi S0mL’lik falkon tiipe konur ve igerisinde 25ml RBC (Red Blood Cell)
lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya); 10mM Sodyum
Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya) eklenir, 20 dk
buzda bekletilir. +4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra

stipernatant dokdiliir. Tiipilin dibindeki ¢okelek iizerine tekrar RBC lizis soliisyonu ilave
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edilir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanir. Son kez siipernatant
dokiildiikten sonra dipte kalan lokositler tizerine 1000uL RBC lizis soliisyonu eklenir ve
bu karistmin 800ul’si ependorf tiipiine alinarak -20°C sicaklikta stok olarak saklanir.
Geriye kalan 200uL bir ependorf tiipline alinarak iizerine 20ug/mL olacak sekilde
Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde
%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kat1 olacak
sekilde niikleaz soliisyonu 10mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100mM Sodyum
Klorid (Merck, Almanya), 1ImM pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek bir
gece 56°C’de sicak su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilir. ikinci giin islemi
olarak proteinlerin DNA’dan uzaklastirllmast amaciyla tiiplere 1:1 oraninda
Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya), izoamilalkol
(Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk c¢alkalanir ve buz icerisinde 20 dk bekletildikten
sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki faza ayrilan karigimm iist kismi
baska bir ependorf tiipiine alinarak {izerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3M Sodyum
Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati kadar %95’lik alkol (Tekel, Tiirkiye)
eklenir. Ependorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de
bir gece bekletilir.Ugiincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA
coktiirtiliir. Siipernatant kismi dokiilerek tiipe 500uL %70’lik alkol (Tekel, Tiirkiye)
eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda alkol dokiiliir ve
tipler kurutma kagidi {iizerinde kapaklar1 acik bir sekilde kurumaya birakilir.
Kurutulduktan sonra tiip igerisine Tris-EDTA (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA)
soliisyonu eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA’nin ¢dziilmesi saglanir. Izole

edilen DNA +4°C veya -20°C’de saklanabilmektedir.

Elde edilen DNA’larin kalitesinin Olglimii ve c¢alismaya dahil edilip

edilmeyeceginin tayini i¢in iki yontem kullanilmistir:

a. Spektrofotometrik 6lgiim: izole edilen DNA &rnekleri spektrofotometrede
A260 ve A280 dalga boylarinda okunarak hem ug/ml cinsinden konsantrasyonlari
tespit edilecek hem de A260/A280 orani ile protein kontaminasyonu olup olmadig:
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonrast A260/A280 orant 1.7-1.9 olan 6rneklerle

islemlere devam edilmistir.
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b. Agaroz jel elektroforezi: Izole edilen DNA &rneklerinin biitiinliiklerinin
kontrolii amaciyla %]1°lik agaroz jel hazirlanmis ve bu jeldeki yiirtime profilleri

degerlendirilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MYH9 (Miyozin Agir Zincir-9) geninin taranmasi i¢in yapilan polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) son konsatrasyonu 10pmol/ul olacak sekilde seyreltilen primer
cifti kullanmilmistir. PCR bilesenleri; 10X Taq tampon ¢ozeltisi (Bioron, Almanya ),
25mM MgCl, (Fermentas, ABD), son konsantrasyon 2mM olacak sekilde dNTP
[(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)(Bioron, Almanya)], son konsatrasyonu 10pmol/pl
Forward ve Reverse primerler (Alpha, Kanada), Tag DNA polimeraz (Fermentas, ABD)
belirli oranlarda kullanilarak PCR sartlar1 saglanmig son hacim 50ul’e ddH,O ile

tamamlanmustir.

Polimeraz zincir reaksionu sicaklik sartlari; 95°C’de 5 dakika, bunu takip eden
34 siklusta; 94°C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika, 72°C’de 7 dakika
olarak PCR cihazinda gergeklestirilmistir (Thermal Cycle, Biometra, Almanya).

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Bio Basic Inc, ABD); kullanilacagi amaca uygun olarak belirli
yiizdelerde hazirlanir. Bu ¢alismada MYH9 genine ait 7 ekzon ve TUBB1 genine ait 4
ekozn i¢in PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde degerlendirildi. %2’°lik agaroz jel i¢in 3g
TBE 1X ( Tris-HCI, Borik asit, EDTA) soliisyonu ile 150ml’ ye tamamlandi. TBE 1X
soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH,O ile seyreltilmesiyle
hazirlanmistir. TBE 5X soliisyonunun hazirlanisi; 54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5¢g
Borik asit (AppliChem, Almanya), 20ml 0.5M pH:8 EDTA (AppliChem, Almanya) ve
deiyonize su (ddH,0) ile 1000mL’ye tamamlanarak hazirlanir. Agaroz istenilen
yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Beko, Tiirkiye) kaynatilir. Uzerine
Etidyum Bromid’in (Sigma, ABD) %35’lik stok soliisyonundan 8ul ilave edildikten
sonra iyice kanstirilir ve jel tabagina (Qwl Scientific, ABD) dokiiliir. Jel dokiilmeden
once jel tabagi uygun taraklar kullanilarak hazirlanir. Agarozun donmasi igin yaklagik
45 dk beklenir. Agaroz donduktan sonra jel tabagiyla birlikte jel elektroforez tankina
(Biometra, Almanya) yerlestirilir. Elektroforez tanki TBE 1X soliisyonu ile jelin iistiinii
kapatacak sekilde doldurulur. PCR iiriinlerinden 10ul alinarak temiz bir parafilm

(Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 5ul Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile
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karistirilir ve jellere yiiklenir. PCR f{irlinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun
istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi ¢ogalttigint gorebilmek i¢in marker (®X174 DNA-
Haelll BioLabs, ABD; ®X174 DNA-Hinfl BioLabs, ABD) PCR firiinleriyle birlikte
jele 3ul kadar yiiklenir. 90-100 V akimda 30-40 dk kadar yiiriitiiliir (Biometra, ABD).
Ultraviyole 1sikta (Spectroline, ABD) incelenir. Image Analyser’da (Alpha Imager,
ABD) fotograflanir.

PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Maksimum 50pL PCR iiriinii alinarak piirifikasyon islemi yapilmistir. Islem
ptrifikasyon kitinin 96 kuyulu 6zel plakasinda yapilir. Alinan PCR {iriintiniin 1.8 kat1
AgenCourt temizleme soliisyonu eklenir ve karigsmasi saglanir. Plaka 3 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra miknatis 6zelligindeki plaka {izerine yerlestirilir. 10 dk
bekletilir. Soliisyon igindeki miknatis 6zellikli manyetik toplarin PCR iiriinii ile birlikte
plakaya yapistig1 ve kahverengi halka olustugu gozlenir. Olusan kahverengi alan diginda
kalan kistm mikropipet yardimi ile uzaklastirilir. 200uL %70’lik etanol eklenir, 30s
sonra alkol alinir. Bu islem 2 kere tekrar edilir. Oda sicakliinda manyetik plaka
tizerinde alkoliin buharlagsmasi saglanir. Kuruma saglandiktan sonra 40uL bidistile su ile
sulandirilir. %2’lik jelde sonuclar incelenir. Bant yogunluguna goére DNA dizi

analizinde kullanilacak PCR {iriini belirlenir.
DNA Dizi Analizi

Her bir bolge i¢in birbirinden farklari tespit edilen bant profilleri, niikleotit
dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik sekans cihazi (CEQ800XL,
Beckman Coulter, ABD) kullanildi. DNA dizi analizi i¢in hazirlanan primerlerle
yapilan PCR islemi sonrasi piirifikasyon islemine tabi tutulan 6rnekler DNA dizi
analizine alind1. Bunun i¢in 0,2ml’lik, 96 tane kuyucuk i¢eren plakalar kullanilip her bir
kuyucuga 12ul premiks (2pul 10X reaksiyon tamponu, 1ul dANTP karigimi, 2ul ddUTP,
2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2pl ddATP, 1ul polimeraz enzimi), Sul temizlenmis PCR
irlinti, 20pmol primer konularak “cycle sequencing” islemi gerceklestirildi. Bunun i¢in
plaka, PCR cihazina (Biometra, Almanya) yerlestirilip 94°C’ de 5 dk ilk denatiirasyon,
30 siklus 96°C’de 20s denatiirasyon, 50°C’de 20s yapisma ve 60°C’ de 4 dk’lik uzama
evresi gergeklestirildi. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun
durdurulmast i¢in her bir kuyucugun dibine 5ul durdurma soliisyonu (1,5 M

C2H302Na, 50mM EDTA, 20 mg/ml’ lik Glikojen) pipetlendi. Orneklerin {izerine 60ul
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%095°1ik soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000rpm’de 4 dk santrifiijlenerek (Hettich,
Almanya) yikama islemi gergeklestirildi. Ustteki kisim dokiilerek %70’lik alkolden
200ul eklenip, +4°C’de 4000rpm’de 2 dk santrifiijlenerek tistteki kisim dokiildii. Bu
islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra plak 300rpm’e ¢ikana kadar ters olarak
santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi. Plate, liyofilizator cihazina (Christ, Almanya)
yerlestirilip ve yliksek vakum altinda 6rnekler kurutuldu. Kuruyan orneklerin iizerine
25ul formamid igeren soliisyondan konularak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayri
tutulmasi saglandi. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plate, DNA dizi
analizi cihazina yerlestirildi ve elde edilen sonuglar CEQ Sequencing Software
programi kullanilarak dalgalar halinde goriiniir hale getirildi. Bu islemler i¢in hizmet

alimi yapildi. (Medsantek)
Istatistiksel yontem

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS 20.0 (IBM Corporation 2011, NY)
paket programi kullanildi. Kategorik ol¢iimler say1 ve yiizde olarak, siirekli dl¢timlerse
ortalama ve standart sapma olarak 6zetlendi. Kategorik verilerin karsilastirilmasinda

Mann Whitney U testi kullanildi. p-degeri <0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Etik kurul Onay1

Calisma icin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi klinik arastirmalar
etik kurulundan 3 Ekim 2017 tarihinde 29430533-903.99-339552 sayili yaz1 ile onay

alindi.
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4. BULGULAR

Calismaya katilan 172 hastanin 80’1 kiz, 92’si erkektir. Hastalarin tam kan
sayimina gore PLT<150.000mm3 altinda 7 hasta, MPV>10fL iizerinde 17 hasta, MPV
8-10fL araliginda 123 hasta,

MPV>10fL ve PLT<150.000mm3 olan 6 hasta saptanmistir (Tablo-6). MPV
degerlerine gore dagilim yiizdeleri sekil-3’de gosterilmistir. Klinik olarak hicbir hastada
kanama bulgusu veya sikayeti yoktu.

Tablo-6: Isitme engelli 6grenciler ile ilgili sayisal veriler

n (%)
*Cinsiyet (K1z) 80 (46)
*MPV>10 17 (10)
*MPV 8-10 123 (72)
*PLT<150.000mm3 74
*MPV>10 ve
6 (3,5)
PLT<150.000mm3
10%
‘ ' m MPV>10
MPV 8-10
m MPV <8
71%

Sekil-3: MPV dagilim yiizdeleri

44 ekzona sahip MYH9 geninde literatiir arastirmast sonucu mutasyon siklig
yiiksek olan 7 bolge- Ekzon 1, Ekzon 16, Ekzon 25, Ekzon 26, Ekzon 30, Ekzon 38,
Ekzon 40 c¢alisilmistir. MYH9 geninde yapilan taramada sirasiyla ekzon 1 ve 26’da
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degisimler tespit edilmistir. Bu ekzonlarin PCR {irlin boyutlar1 sirastyla 274 ve 510
bg¢’dir.

Ekzon 1 de bulunan degisim 286.niikleotitte meydana gelen Timin’den Guanin
degisikligine neden olan heterozigot degisimdir. C>T degisiminin proteine olan etkisine
bakildiginda 96. kodonda Serin’den Losin aminoasidine doniisiime neden oldugu
saptanmistir. Bu degisimin mutasyon olup olmadiginin kontrolii amaciyla degisimin
protein iizerindeki etkisini saptamak amaciyla internet tabanli bir program olan

Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.du/pph) kullanilmistir.

Bu program dizinin evrim boyunca korunmuslugunu proteinin tahmini yapisini
g0z Oniine alarak hesaplamaktadir. Yapilan hesaplama sonucunda dizide var olan
aminosit ile degisim sonucu olusan aminosit i¢in bir skor elde edilmektedir. Bu skor
degeri 2’den biiyiikse degisimin proteini hasara ugrattigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Ayn1 zamanda karsilastirmak amaciyla NCBI e-veritabaninda yer alan ‘“’Multipl
Alignment Tool”” segenegi kullanilarak tiirler arasinda karsilastirma yapilmis
aminoasidin bulundugu konumun genin fonksiyonu agisindan énemli oldugu bu nedenle
de meydana gelen mutasyonun genin fonksiyonu {izerinde etkiye sahip oldugu sonucu
ortaya c¢ikmistir. Bu sonu¢ evrimsel siirecte aminoasidin tiirler arasinda neden
korundugunu agiklamaktadir. Bu degerlendirme ile degisimin yanlis anlamli(missense)

mutasyona neden oldugu belirlenmistir.

e
L AaQQCOoOR0 AT OCT oA

Sekil-4: MYHO9 geni, ekzon 1, p.S96L degisimi

Ekzon 26’da daha dnce Ensembl e-veritabaninda rs710181 referans numarasiyla
belirtilen bir polimorfizm saptanmistir. Bu degisim 3660.niikleotitte Timin’den Guanin

bazina homozigot degisim seklinde meydana gelmistir. Calismada 11 hastada
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saptanmistir. Proteinde  1144. pozisyonda GCT’den GCG kodonuna degiserek

Alanin’den Lizin aminoasidinin degisimine neden olmaktadir.
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Sekil-5: MYH9 geni 26.ekzonda hasta bireye ait DNA Dizi Analizi goriintiisii

L i i i L L M
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A1144L polimorfizmine neden olan T>G degisiminin gerceklestigi nokta ok ile

isaretlenmistir

Mutasyon analizine gore Ekzon 1 S96L degisimi ve ekzon 26 All144L
polimorfizm saptanan toplam 15 hastanin yas ortalamasi 11,2 yil, ortalama trombosit
sayist 276.000mm3 ve ortalama MPV degeri 9,5fL saptanmistir. Mutasyon analizi
negatif saptanan 125 hastanin yas ortalamast 12 yil, ortalama trombosit sayisi
281700mm3 ve ortalama MPV degeri 9,1fL saptanmis olup iki grup arasinda anlamli
bir fark saptanmamugtir (Tablo-7).

Tablo-7: Hastalarin trombosit sayi, MPV ve yas ortalamalari

Toplam Calisma Mutasyon(+) Mutasyon (-) *p
(n=172) n=140 n=15 n=125
PLT 289,6 (81-571) | 281,1 (81-571) | 276 (109-571) | 281,7 (81-427) | 0,693
MPV | 8,9(6,9-16,5) | 9,17 (8-16,5) 9,5 (8-12,6) 9,12 (8-16,5) 0,207
Yas 11,8 (4-18,5) 11,9 (5-18,5) 11,2 (5-17) 12 (6-18,,5) 0,418

*Mann Whitney U testi
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Mutasyon analizine gore Ekzon 1 S96L degisimi ve ekzon 26 Al1144L
polimorfizm gdsteren hastalarin yas, cinsiye, trombosit say1 ve MPV degerleri tablo-

8’te gosterilmistir.

Tablo-8: Ekzon 1 S96A degisimi ve ekzon 26 A1144L polimorfizm gosteren
hastalarin yas, cinsiyet, trombosit say1 ve MPV degerleri

PLT PLT MPV | MPV | Ekzon 1 | Ekzon 26
Hasta | Yas | Cinsiyet | X1000/mm3 | <150.000 0 g |
mm3 Degisimi
1-(8) 16 K 325 - 9,6 - + ]
2-(11) 10 E 146 + 12,6 + - +
3-(17) 17 K 301 - 8,2 - d +
4-(42) 8 E 342 - 10,7 + - +
5-(45) 12,5 K 249 4 9,7 - - +
6-(53) 12 K 256 - 8,9 . + i
7-(64) 10,5 K 109 + 10,6 + + )
8-(78) 11 E 330 - 8,5 h o i
9-(97) 135 K 125 + 10,4 + ; +
10-(102) | 145 E 180 - 11,1 + - +
11-(115) 5 E 206 - 9,2 - ; +
12-(117) | 65 E 397 - 8,5 - ; +
13-(122) | 9,5 E 281 - 8,2 - - +
14-(131) 10 E 321 - 8 - - +
15-(173) 13 K 571 - 8,7 - - +

Calismada mutasyon veya polimorfizm ¢ikma orani; MPV>10fL iizerinde olan
hastalarda %29, PLT <150.000mm3 olan hastalarda %42,8, MPV>10fL ve
PLT<150.000mm3 olan hastalarda %50 olarak saptanmistir (Tablo-3). Mutasyon veya
plimorfizim goriilme orani trombositopenik olan hastalarada istatiksel olarak anlamli
artmistir (p=0,005) (Tablo-10). Trombositopenik olup MPV <10fL olan bir hastada

mutasyon veya polimorfizm saptanmadi.
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Tablo-9: PLT, MPV degerlerine gore mutasyon veya polimorfizm goriilme

oranlari

Toplam Ekzon 1: Ekzon 26

S96A A144L Yiizde%
degisimi Degisimi

MPV>10 17 1 4 29
PLT 50-100.000 mm3 1 0 0 0
PLT 100-150.000 mm3 6 1 2 50
PLT <150.000mm3 7 1 2 42,8
PLT >150.000 mm3 133 3 9 9
MPV<10 ve 122 3 7 81
PLT>150.000mm3 '
MPV>10 ve 6 1 2 50
PLT<150.000 mm3

Tablo-10: Trombosit degerlerine gore mutasyon veya polimorfizm sikhig
karsilastirilmasi

PLT<150.000mm3 PLT>150.000mm3 *p

S96L/A1144L 3 12 0,005

*Mann Whitney U testi

Mutasyon veya polimorfizm saptanan trombositopenik olan ve olmayan hastalar
karsilagtirildiginda; MPV ortalama degerleri sirasiyla 11,2fL ve 9,1fL olarak anlamli
saptand1 (p=0,043), yas ortalamasina gore karsilastirildiginda anlamhi fark saptanmadi
(p=0,942) (Tablo-11).

Tablo-11: Mutasyon veya polimorfizm saptanan hastalarnn MPV ve yas
ortalalamasi

PLT<150.000 PLT>150.000 *p
Yas 11,3 11,2 0,942
MPV 11,2 9,1 0,043

*Mann Whitney U testi
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Tablo-12: Trombositopeni saptanan hastalarin aile hikayeleri

Ik Kardes-
Akraba [Kanama ’ Bobrek Goz |MYH-9
Cinsiyet | Yas | PLT |[MPV/| tam benzer )
evliligi | oykiisii problemi |problemi| gnalizi
(Yas) durum
Amca
1-AD K 18 | 144 | 113 | 8 + ) ) 35 yas )
(ex)
2-ZG K 15 | 140 | 10,1 | 1,5 + ) ) ) )
. Dede-
*3-IC E 10 | 146 | 126 1 ) ) +) > () |Al1144L
diyaliz
4-TK E 13 | 145 | 97 | 2 ) ) ) ) )
5-NO K [105| 109 | 10,6 | 1,5 ¢) () | Kuzen ¢) ¢) S96L
6-EG K [135| 125|104 | 1 ) ) ) ¢) () |A1144L
1,5. 2 Teyze
7-MO E 125| 81 | 11,7 1 ) ) ) )
kuzen Isitme

*Trombositopenik ve MPV yiiksek hastalardan A1144L polimorfizmi ¢ikan 3 numarali

hastanin ayn1 okulda okuyan 1 yas biiyiik kardesi de isitme engelliydi. Kardesinde,

taramada makrotrombosit saptandi ve yapilan gen analizinde mutasyon veya

polimorfizm saptanmadi.
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Tablo-13: S96L. mutasyonu pozitif saptanan hastalarin aile hikayeleri

Cinsiyet | Yas PLT MPV ilktam AE Kanama | Kardes Bobrek Goz
o problemi problemi
OyKkiisii Benzer
Durum
oYy |K 16 325 |96 |1,5yas (+) ve
anne,
Baba
HD |K 12 | 256 |89 |4 GEEES) +) () ()
NO |K 10, {109 |[10,6 | 1,5yas | (-) ) Kuzen | (-) )
5
HK |E 11 |330 |85 |15 RS Yok | () )

S96L mutasyonu saptanan hastalardan 1 tanesi makrotrombositopenik olarak

saptandi. Trombosit ve MPV degerleri normal aralikta olan diger 3 hastalardan biri tek

cocuk, diger 2’sinde ise ailede birinci derece yakinlarinda isitme kayb1 oldugu 6grenildi

(Tablo-8). Kardeslerine ve aileye yonelik genetik mutasyon analizi yapilmasi planlandi.
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5. TARTISMA

MYH9 geni kas olmayan miyozin agir zincir IIA’y1 (NMMHC-IIA) kodlar ve
kan hiicreleri, bobrek ve koklea dahil olmak {izere bir¢ok farkli dokuda eksprese edilir
(60). NMMHC-IIA, aktin baglayan, ATPaz aktivitesine sahip olan ve motor aktivitesi
icin gerekli olan hekzamerik miyozin molekiiliiniin bir bilesenidir ve bir N-terminal bas
alan1 ve sarmal-rulo ¢ubuk yapisi olusturmak i¢in homodimerizasyona maruz kalan bir
C-terminali kuyruk alanindan olusur (61). MYH9’daki mutasyonlar; nefrit, sagirlik ve
katarakt gibi degisik derecelerde Alport belirtileri ile ldkosit inkliizyon cisimleri olan
otozomal dominant dev trombosit bozukluklarina neden olur (34,62). Hastaliga neden
olan genin bulunmasindan 6nce MYH9 iliskili hastaliklara, May-Hegglin anomalisi
(MHA), Sebastian sendromu (SBS), Fechtner sendromu (FTNS) ve Epstein sendromu
(EPTS) tanmilar1 kondu. MHA ve SBS, trombosit ve 16kosit defekti olan hematolojik
hastaliklardi. Makrotrombositopeniye ek olarak, EPTS’li hastalarda isitme ve bdbrek
anomalileri (Dohle benzeri cisimler ve katarakt olmayan) bulunurken, FTNS’li hastalar
MYH-9 ile iliskili tim o&zelliklere en siddetli fenotiplere sahipti. Bununla birlikte,
MYH9 mutasyonlar1 olan hastalar tespit edildiginde, MHA, SBS ve FTNS ayirt edici
ozelliklerini yitirmistir (63). Her seyden once Dohle benzeri cisimlerin NMMHC-
IIA’nin agregatlart oldugunu bulunmasiyla, tiim MYH9 iligkili hastalarda graniilosit
inkliizyonlarinin taninmasini saglamistir (62). inkliizyon cisimleri boyutlardan bagimsiz
olarak, periferik kan yaymalarinda immunfloresan analizi kullanilarak her zaman
saptanabilir. Ustelik makrotrombosit ve trombositopeni de etkilenen tiim bireylerde
mevcuttur, ancak normal araligin alt sinirinda trombosit sayisinin bildirildigi nadir
istisnalar vardir (64). Ayrica daha 6nce MHA veya SBS olarak smiflandirilanlar da
dahil olmak tizere MYH9 mutasyonlarina sahip kisiler, yasamlar1 boyunca sensorinoral
isitme kaybi, bobrek hasar1 ve/veya katarakt gelisme riski altindadir. Son olarak biiyiik
kohort ¢aligmalari, etkilenen bireylerin %50’sinden fazlasinda karaciger enzimlerinin
artmis oldugunu tespit ederek MYH9 iligkili hastaliklarin fenotipik spektrumunu daha
da genisletmesi Onerildi (65,66). Calismamizda hastalarimiza karaciger fonksiyonlarini

calismadigimiz i¢in bu konuda yorumumuz yoktur.

MY H-9daki mutasyonlar sadece klasik dev trombosit bozukluklarina degil aym

zamanda otozomal dominant sendromik olmayan sagirliga da neden olur,
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DFNA17(OMIM 603622) (46). Sendromik olmayan sagithk prelingual sagirlikta
kalitsal isitme kaybmin %70’ini olusturur ve olduk¢a genetik olarak heterojen bir
hastalik grubudur (67). DFNA17’yi klinik ozelliklere dayanarak diger sendromik
olmayan isitme kaybindan ayirt etmek miimkiin degildir. Sendromik olmayan sagirlik
DFNA17, ekzon 16’daki MYH9 mutasyonu R705H degisimi ile olusan ayr1 bir klinik
baslik olarak bilinmektedir. DFN-17’de degistirilmis kalint1 olan R705H, ATPaz ve
hareketli aktiviteler icin kritik bir segment olan miyozin kafasindaki SH1 sarmalinda
yatar (46). Simdiye kadar, S96L, R702C ve R702H gibi ekzon 1 ve 16 tarafindan
kodlanan SH1 sarmalinin i¢inde veya yakininda bulunan ¢esitli mutasyonlar, MYH9
bozukluklarinda tarif edilmistir. Bu mutasyonlar siklikla sensorindral isitme kaybi ile
birliktedir (39,63). Eva Verver ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada DFNA17
tanili1 2 farkl ailenin 4 etkilenen bireylerinde, sensérindral isitme kaybinin yaninda
trombositopeni, dev trombositler, 16kosit inkliizyonlar1 ve karaciger enzimlerinde hafif-
orta derecede yiikselme saptanmis ve DFNA17’nin, MYH9 iligkili hastaliklarin genis
fenotipik spektrumunun pargasi olabilecegi ileri siiriilmiistiir (68). DFNA17 ekzon
16’nin bir boliimiinde oldugu icin bizim calismamizda ekzon 16’y1 detayli inceledik.
Ancak hi¢bir hastamizda DNA’nin bu bdliimiinde mutasyon ya da polimorfizm
gosteremedik. Benzer sekilde Kunishima ve arkadaslarinin 2009 yilinda 157 sendromik
olmayan isitme engelli Japon hastalarda yapmis oldugu bir ¢alismada, sik saptanan ve
isitme kaybinin bildirildigi ekzon 1,16,26 ve 30 mutasyon taramasi yapilmis ve higbir
hastada mutasyon saptanmadigi bildirilmistir (69). Calismamizda 140 isitme engelli
hastada, 44 ekzona sahip MYH9 geninde literatiir arastirmasi sonucu mutasyon sikligi
yiiksek olan 7 bolge Ekzon 1, Ekzon 16, Ekzon 25, Ekzon 26, Ekzon 30, Ekzon 38,
Ekzon 40 calisilmistir. Calismamizda MYH9 geninde yapilan taramada, sirasiyla ekzon
1 ve 26°da degisimler tespit ettik. Dort hastada ekzon 1’de S96L degisimi yanlis anlaml
(missense) mutasyon olarak degerlendirildi (Tablo-3). Literatiirdeki ¢aligmalarda 2009
yilina kadar 11 farkli ekzonda toplamda 31 mutasyon bildirilmistir. Bu mutasyonlardan
4 bireyde ekzonl de S96L saptandigi ve hastalarin 3’iinde trombositopeniye isitme ve
bobrek bozukluklar: eslik etmektedir. Ikibin dokuz yilinda Alman popiilasyonunda
S96L mutasyonu saptanan 2 kiside sadece trombositopeni varken, isitme kaybi, bobrek
yetmezligi ve katarakt olmadig belirtilmis, etkilenen hastalarin yaslar1 hakkinda bilgi
verilmemistir (70). Taramamizda bobrek fonksiyonlart veya katarak agisindan ek

degerlendirmeler yapmadik. Ancak mutasyon analizine gore Ekzon 1 S96L degisimi ve
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ekzon 26 Al1144L polimorfizim saptanan hastalara bobrek fonksiyonlar: ve katarakt

acisindan muayenelerini planlandik.

Tim genetik ¢alisma yaptigimiz isitme engelli hastalarda polimorfizm veya
mutasyon saptanma oranini %10,7(mutasyon %?2,8=4/140, polimorfizm %7,8=11/140)
olarak saptadik. Bu calismada trombositopenik olan hastalarda ekzonl S96L degisimi
ve ekzon 26’da A1144L polimorfizim ¢ikma orani %42,8 iken, trombositopenik
olmayan hastalarda %9 olarak bulduk. Isitme engelli hastalarda trombositopeni olmasi,
mutasyon Veya polimorfizm saptanma oranini istatistiksel olarak anlamli sekilde
artirmistir (p=0.005). Hem trombositopenik hem MPV>10 fL iizerinde olan
hastalarda bu oran %50 idi. Bu ¢calisma sonucunda isitme kaybi olan hastalarda
trombosit diisiik ve MPV yiiksek saptanirsa mutlaka MYH-9 mutasyon analizi
bakilmal ve bobrek ve goz muayene takibine alinmahdir sonucunu cikarttik.
Beklenildigi sekilde mutasyon veya polimorfizm saptanan olgularda trombositopenik
olanlarin, trombositopenik olmayanlara gére MPV degeri anlamli olarak yiiksek
saptadik (p=0,043). S96L mutasyonu saptadigimiz 4 hastamiz vardi. Beklemedigimiz
sekilde bu hastalarin 3’tinde MPV normaldi. Sadece birinde hem MPV yiiksek saptadik,
hem de bu hasta trombositopenikti (Tablo-13).

Literatiirde ekzon 26’da Al1144L polimorfizmin sagirlikla iliskisi net
gosterilmese de, bizim olgularimizdan makrotrombositopenik olan 2 hastada bu

polimorfizmi saptadik (71,72).

Ayrica trombositopeni veya makrotrombosit saptanmayan grupta, 3 hastada
ekzon 1‘de S96L mutasyonu ve 7 hastada A1144L polimorfizmi saptadik (%S8,1).
Boylece trombositopenik olmayan igitme engelli hastalarda da MYH9 mutasyon analizi

yapilabilecegini diistinmekteyiz (Tablo-12).

Arrondel ve arkadaslart ilk olarak 2001 yilinda, Epstein ve Fecthner sendromlu
ailelerde yaptiklari ¢alismada 2 farkli ailede S96L. mutasyonu tanimlamustir. Ailelerden
ilkinde annede isitme kaybi, makrotrombositopeni ve nefropati gelismisken, 6 yasinda
kizinda makrotrombositopeni ve isitme kaybi olmasina ragmen, heniiz hematiiri ve
proteiniiri gelismedigi bildirilmistir. Diger ailede makrotrombositopeni ve nefropati
olan ancak isitme kaybi olmayan bir kiz ¢cocugunda S96L mutasyonu saptandigi
bildirilmistir. Ayni ailede fenotipik bir 6zelligi olmayan babada ve kizda, ekzon 30°da

R1400W polimorfizm saptanmis ve S96L mutasyonunun fenotipik ifadesini
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etkileyebilecegini, daha genel olarak MYH9'un kendisinde veya MYHY ile etkilesime
giren diger genlerdeki polimorfizmler veya nadir varyantlar, MYH9 mutasyonlariin
bobrek ekspresyonunda rol oynayabilecegi ileri siiriilmistir (73). Bu nedenle
literatiirdeki tiim olgular ve bizim ¢alisma grubumuz MYH-9 iliskili klinik bulgularin
hepsini ayni anda goriilmeyebilecegini zaman i¢inde gelisebilecegini vurgulamistir.
Yine ayni aile i¢inde degisik yas dilimlerinde bulgularin ortaya c¢ikabilecegi
bilinmektedir. Bunun yaninda ayni aile iginde fenotip genotip iliskisinin ¢ok farkli
olabilecegini saptadik. Ornegin 3 nolu hastanin kardesinde de isitme kaybi olmasina
ragmen kardeslerden birinde A1144L polimorfizmi saptarken, diger olguda bu genetik
degisikligi gosteremedik.

Althaus ve arkadaglarinin 2011°de yapmis oldugu derlemede, 2 yasinda
trombositopeni nedeniyle immun trombositopenik purpura (ITP) tanist alip 31 yasinda
MYH9 ekzon 1’de S96L. mutasyonu saptanana kadar tedavi ve takip edilen bir vaka
bildirilmis. Otuz bir yasina geldiginde kanama egilimi, son donem bobrek yetmezligi,
sensoOrindral isitme kayb1 ve katarakt ile bulgu verdigi bildirilmistir. Ayni ekip
tarafindan 1990’da makrotombositopeni ve lokositlerde inkliizyon cisimcigi olan, ancak
baska organ belirtileri olmayan bircok iiyeli biiyik bir aileyi yeniden
degerlendirdiklerinde, ¢ogu bireyde gen¢ yasta (40-50 yas) katarakt ve tiim bireylerde
50 yas ve istiinde yiiksek tonlu isitme bozuklugu gelistigi saptanmistir. Eger isitme
kayb1 veya bobrek yetmezligi ¢ocuklukta gelisiyorsa (6zellikle 6 yas altinda), bulgularin
daha agir seyrettigi gozlenmistir (30, 25).

Althaus ve arkadaglarinin yaninda literatiirde de c¢ok kere vurgulandigi gibi
MYH-9 tanisiin konulmasimin énemi, bu hastaligin yanhslhkla ITP tamis1 konularak
gereksiz tetkik yapilmasi ve tedavi verilmesinin engellenmesidir. Ozellikle gocukluk
doneminde daha 6nceden hi¢ kan sayimi yapilmayan hastalarda kronik ITP tanisi
konulurken bu konuya dikkat edilmelidir. Ciinkii MYH-9 iligkili trombositopenik
hastalarda ITP hastalarina benzer sekilde kortikosteroid ve IVIG tedavisine belli dlciide
yanit alinabilir. Bizim kronik ITP diye Hematoloji polikliniginde izledigimiz ve MYH-9
iligkili oldugunu diislindiiglimiiz 7-8 hastamiz bulunmaktadir. Bu hastalarin ¢ogunda
duyma kaybr belirtilmemekte ancak sorgulandiginda farkedilmektedir ve c¢ogu

hastamizda bu sikayet 10’lu yaslardan sonra ortaya ¢ikmaktadir.
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Calismamizda S96L mutasyonu saptadigimiz ve trombosit sayist ve MPV
degerleri normal aralikta olan 3 hastanin 2’sinde ailede birinci derece yakinlarinda
isitme kayb1 oldugu 6grenildi. Kardeslerine ve aileye yonelik genetik mutasyon analizi
yapilmasmi planlandik. Bu degerlendirme bize ailede isitme Oykiisii varliginda
trombosit sayt ve MPV degisikligi olmasa da genetik taramada mutasyon ya da
polimorfizm olabilecegini diisiindiirdii. Ama eger isitme kayb1 olan hastada hematolojik
olarak trombositopeni ve MPV yiiksekse hastalarin yarisinda mutasyon-polimorfizm

saptanabilecegini calismamizda gosterdik.
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6. SONUCLAR-CIKARIMLAR

Bu arastirmada Istanbul il Milli Egitim Miidiirliigii’ne bagli 18 yas alt1 cocuk ve
genglerin egitim gordiigii isitme engelli okullarindaki 6grencilerde sik goriilen MYH-9

gen mutasyon analizi yapildi. Bu ¢aligma sonucunda;

1-MYH-9 iligkili trombosit say1 ve fonksiyon bozukluklarinin klinik olarak agir
gitmedigini saptadik. Kanama bu hastalarda ya ¢ok hafif ya da hi¢ yoktu.

2-Calismaya katilan 172 hastanin 80’1 kiz, 92’si erkekti.

3-Hastalarin tam kan sayimima goére PLT<150.000mm3 altinda 7 hasta,
MPV>10fL iizerinde 17 hasta, MPV 8-10fL araliginda 123 hasta, MPV>10fL ve
PLT<150.000mm3 olan 6 hasta saptandi.

4-Mutasyon analizine gore Ekzon 1 S96L degisimi ve ekzon 26 Al1l44L
polimorfizm saptanan toplam 15 hasta vardi (4 mutasyon, 11 polimorfizm). Tim
genetik calisma yaptigimiz isitme engelli hastalarda polimorfizm veya mutasyon
saptanma oranmni %10,7 (mutasyon %2,8=4/140, polimorfizm %7,8=11/140) olarak
saptadik.

5-Bu calismada trombositopenik olan hastalarda ekzonl S96L degisimi ve ekzon
26’da A1144L polimorfizim ¢ikma oram1  %42,8 iken, trombositopenik olmayan
hastalarda %9 olarak saptadik. Isitme engelli hastalarda trombositopeni olmasi,
mutasyon veya polimorfizm saptanma oranii istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttirmistir (p=0.005).

6-Hem trombositopenik hem MPV>10fL iizerinde olan hastalarda

mutasyon-polimorfizm saptanma oram %50 idi.

7-Beklenildigi sekilde mutasyon veya polimorfizm saptanan olgularda
trombositopenik olanlarin, trombositopenik olmayanlara gére MPV degeri anlaml

olarak yiiksek saptadik (p=0,043).

8-S96L mutasyonu saptadigimiz 4 hastamiz vardi. Beklemedigimiz sekilde bu
hastalarin 3’tinde MPV normaldi. Sadece birinde hem MPV yiiksek saptadik, hem de bu
hasta trombositopenikti.
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Cikarimlar

1-Isitme kaybi1 olan hastalarda trombosit diisik ve MPV yiiksek saptanirsa
mutlaka MYH-9 mutasyon analizi bakilmali ve pozitif saptanan olgularda bobrek
fonksiyonlart degerlendirilmeli ve gz muayene takibine alinmalidir. Aile bireyleri bu
konuda aydinlatilmali ve ileri yaslarda bulgularin oturabilecegi belirtilerek en az yilda

bir kez hayat boyu takibinin uygun oldugu belirtilmelidir.

2- Isitme engelli olan ve trombosit diisiik olmayan ve/veya MPV yiiksek
saptanmayan ancak aile dykiisiinde birinci derece yakinlarinda igitme engelli birey olan

olgularda MYH-9 mutasyon-polimorfizm analizi bakilabilecegini 6nermekteyiz.

3-Isitme kayb1 olan trombosit diisik olmayan ve/veya MPV yiiksek
saptanmayan hastalarda MYH9 iligkili hastaliklar olabilir ancak olasilik ¢ok daha
diistiktiir. Bu hastalarda da hi¢ olmazsa bir kez bdbrek fonksiyonlar1 degerlendirilmeli

ve gbz muayenesi yapilmasini da dnermekteyiz

4-MYH9 bozukluklar1 sadece iyi huylu hematolojik anormallikler degil, aynm
zamanda ciddi bobrek, i¢ kulak ve lensi etkileyen sendromik bozukluklara da neden
olabilir. Hematolojik olmayan komplikasyonlarin prognozu ve tedavisi veya sekel
gelismeden profilaktik tedavisi i¢in genetik tani zorunludur. Bununla birlikte genetik
testlerin hastalar tizerinde 6nemli psikolojik etkileri olabilecegi bilinmelidir. Bu nedenle

bu ailelere genetik danigmanlik verilmesini tavsiye etmekteyiz.

5-Tim kronik ITP olarak takip edilen hastalarin MYH-9 hastalig1 olabilecegi
diisiiniilerek aile dykiisiiniin bu konuda derinlestirilmesi ve hastanin kendisinin 6zellikle

isitme testi agisindan degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
6-Hematolojik olmayan belirtilerin yénetimi;

a-Presenil katarakti veya isitme kaybini onlemek icin bir tedavi yoktur. Ancak,
isitme kaybi1 motorprotein defekti nedeniyle kohleada bulunan silialarin bozulmus
hareketi sonucu olustugundan, ytiksek ses giiriiltlistinden (miizik konserleri, kulakliklar)
kaginilmasi, sagirligin baglangicini geciktirmeye yardimci olabilecegi hasta grubuyla

paylasilmalidir.

b-Bobrek yetmezliginin O6nlenmesi igin de kesin bir tedavi protokolii yoktur.

MYH?9 ile iligkili trombosit bozuklugunda renin-anjiyotensin sisteminin farmakolojik
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blokajinin proteiniiriyi azalttig1 bilinmektedir. Bu nedenle, MYHO ile iligkili trombosit
bozuklugu olan bireylerde bobrek yetmezliginin erken asamasinda bu tedaviye

baslamak uygun olabilir.
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