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OZET

Trombositler ortalama 2-3um c¢apinda kiigiik, disk sekilli hiicrelerdir.
Megakaryositlerin sitoplazmik parcalanmalar1 ile olugsurlar. Ortalama 7-10 giinliik
Oomdiirleri vardir. Cok sayida sitokin (trombopoietin ve digerleri) megakaryosit gelisiminden
ve trombosit olusumundan sorumludur. Trombositlerin iki formu vardir biri normal
dolasimda bulunan dinlenme evresindeki trombosit digeri ise aktif trombosittir. Damar
zedelenmesi oldugu zaman trombositler hizla aktive olur ve damar duvarinda sizintiyi

onlemek amaciyla tikag olugturmak i¢in bir araya gelirler.

Ya diisiik sayida (trombositopeni) ya da fazla sayida (trombositozis) olabilen
trombositlerdeki bir anormallik ya da bozukluk, trombositopati olarak adlandirilir. Bu
calismada Ozellikle trombositopeni ile birlikte anilan dev trombosit sendromlu hastalar
caligildi. Birlikte anilmalarindan dolayr makrotrombositopeni olarak da isimlendirilir.
Makrotrombositopeni anormal dev trombositlerle karakterize edilir. Bu ¢alismanin
konusunu Myosin Heavy Chain 9, Nonmuscle (MYHY) iliskili makrotrombositopeni
olusturmustur. Kromozom 22q12-13’te bulunan MYH9 geni kas dis1 miyozin agir zincir
tip I[I-A’y1 (NMMHC 1I-A) kodlar. Bu gendeki mutasyon May-Hegglin anomalisi,
Sebastian, Fechtner ve Epstein sendromlarindan sorumlu olmaktadir. Bu dort otozomal
dominant bozukluk farkli laboratuar ve kliniksel belirtilerle birbirinden ayrilmaktadir.

(sensonoral isitme kaybi, katarakt, bobrek bozuklugu ve Dohle benzeri cisimcikler gibi)

Dolayisiyla bu calismada 122 dev trombositli hastada mutasyon tarama yoluyla
MYH9 genindeki olas1 olabilecek bir mutasyonun bu hastaliklarla olan iligkisinin
arastirilmast amaglanmistir. 122 dev trombositli hastada MYH9 geni, tek iplikgikli
konformasyon polimorfizmi (SSCP) ve MYH9 geninin DNA dizi analizi yapilarak
incelendi. Calismaya dahil edilen hastalardaki mutasyon taramasi sonucunda bir bireyde
ekzon 1 de sessiz mutasyona neden olan tekli bir baz degisimi (c.366C>T, p.45Ser>Ser)

saptanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Makrotrombositopeni, Kas dis1 Miyozin Agir Zincir 9 (MYH?9)
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ABSTRACT

Platelets are small, disk-shaped cells with an average diameter of 2 to 3um. They
are derived from cytoplasmic fragmentation of megakaryocytes. Their mean life-span is 7—
10 days. Lots of cytokines (thrombopoietin and others) are responsible for megakaryocyte
development and platelet formation. Platelets have two forms; one is resting platelet which
is circulating during normal circulation and the other is active platelet. When the vascular
injury occurs, platelets are rapidly activated and aggregate with each other to form a plug

on the vessel wall that prevents vascular leakage.

An abnormality or disease of the platelets is called a thrombocytopathy which could
be either a decrease (thrombocytopenia) or an increase in the number of (thrombocytosis).
In this study patients with giant platelet syndrome which is usually accompanied by
thrombocytopenia were analyzed. Hence, it is also called macrotrombocytopenia.
Macrotrombocytopenia is characterized by the presence of abnormally large platelets this
dissertation is focused on the analysis of Myosin Heavy Chain 9, Nonmuscle (MYH9)-
related mactrombositopenia. MYHY gene, located on chromosome 22q12-13, encodes for a
non muscle myosin heavy chain type I[I-A (NMMHC II-A). Mutations in this gene are
responsible for May-Hegglin anomaly, Sebastian, Fechtner and Epstein syndromes. These
four diseases are autosomal dominant macrotrombocytopenias distinguished by different
combinations of clinical and laboratory signs (such as sensorineural hearing loss, cataract,

nephritis, and Dohle-like bodies).

Consequently, we aimed to investigate the relationship between a possible mutation
in MYH9 gene and the diseases via mutation scanning of patients with
macrotrombositopenia. 122 patients with macrotrombositopenia were examined by SSCP
and DNA sequencing of the MYH9 gene. After mutation scanning of all patients, a single base
alteration (c.366C>T, p.45Ser>Ser) which causing a silent mutation in exon | in an

affected individual.

Key Words: Macrotrombocytopenia, Myosin Heavy Chain 9, Nonmuscle (MYH9)
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1. GIRIS ve AMAC

Miyozinler, filogenetik olarak 17 sinifta gruplandirilmis olan proteinlerin biiyiik bir
tist familyasindan meydana gelmektedir. 2. siif, sarkomerik miyozinleri, diiz kas
miyozinleri ve kas dist miyozinlerini icermektedir. Memelilerde, kas dis1 miyozin agir
zincirin (NMHC) ti¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar NMHC-IIA, NMHC-IIB ve
NMHCH-IIC olup sirastyla MYH9, MYH10 ve MYH14 genleri tarafindan sifrelenmektedir.

NMHC II-A, hiicre yayilmasinda, hareketinde, hiicre morfolojisinin korunmasinda
ve sitokinezde Onemli fonksiyonlara sahiptir. Kromozom 22ql12-13’te bulunan MYH9
genindeki mutasyon May-Hegglin anomalisi, Sebastian, Fechtner ve Epstein
sendromlarindan sorumlu olmaktadir. Bu dort otozomal dominant bozukluk farkl
laboratuar ve kliniksel belirtilerle birbirinden ayrilmaktadir. (sensondral isitme kaybi,

katarakt, bobrek bozuklugu ve Ddhle benzeri cisimcikler gibi)

Bu c¢alismada 122 dev trombositli hastada MYH9 geni, DNA ekstraksiyonu,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), tek iplik¢ikli konformasyon polimorfizmi (SSCP) ve
DNA dizi analizi yapilarak, mutasyon analizi gerceklestirilerek mutasyonlarin bu

hastaliklarla olan iliskisinin arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. TROMBOSITLER

Trombositler kiigiik, disk sekilli, c¢ekirdeksiz, 2-3 pm ¢apinda hiicrelerdir.
Megakaryositlerin sitoplazmik pargalanmalar1 ile olusup kan dolasimina girerler ve 7-9
giinliik bir 6mre sahiptirler. Megakaryosit gelisimi ve trombosit olusumu trombopoietin ve
diger sitokinler tarafindan diizenlenir. Trombositler, kemik iligindeki bosluklarda yer alan
endotelyal hiicreler boyunca megakaryositlerin sitoplazmik biiyiime ve bdliinme asamalari
ile yayildig1 bugiin genel olarak var sayilmaktadir. Fakat bu basamakta hangi sayida ve

boyutta ka¢ trombositin kontrol edildigi bilinmemektedir (Hartwig and Italiano 2003).
2.1.1. Trombositin Yapisi
Basit goriinen trombositlerin fonksiyonlar1 karmasiktir. Dinlenme evresindeki

trombositlerin yapt ve fonksiyonu, anatomik olarak dort bolgeye ayrilarak c¢ok iyi

anlagilmistir (White 1987)

mikrotibdil

o T oo sistem
yogun cisimcik - / T /
/// : ..‘ S

L glikojen

yogun tiibller
sistem

membran alti
filamentler

mitekondri
acik kanalikiiler sistem
alfa graniil

Sekil 2.1. Trombositin yapisi.



2.1.1.1. Periferal (¢cevresel) bolge

Bu bolge acik kanalikiiler sistemi olusturan bir membran ve bunun i¢e dogru olan
kivrimlarindan olugsmaktadir. Burasi {i¢ farkli bolgeye boliinebilir: dis tabaka, membran ve

membran alt1 bolge (Nurden and Caen 1978).

2.1.1.1.1. D1s tabaka

10-20 nm kalinhiginda glikokaliks ve glikoproteince zengin bir bolgedir. Temel
olarak hiicre-hiicre, hiicre-damar duvart etkilesimi i¢in reseptdor olarak islev
gormektedirler. Trombosit yapismast ve kiimelenmesi hakkinda bu reseptdrler detaylica

tartisilmistir (Nurden and Caen 1978).

2.1.1.1.2. Trombosit membrani

Bir ¢ok yonden trombosit membrani diger kan hiicrelerinin membranlar ile benzerdir:

1- Fosfolipit bakimindan zengin ¢ift tabakali lipitten olugsmasi

2- Hiicre i¢i ve hiicre dis1 islemler arasinda fizikokimyasal ayirim saglamasi

3- Anyon ve katyon pompalarmi icermesi (NA'/K'-ATPaz gibi) zardan gecen
iyonlarin dengelenmesinde kritiktir. Trombosit membrani1 pihtilasma i¢in 6nemli

bir katalizordiir (Tracy 1988).

2.1.1.1.3. Membran alt1 bolge

Anatomik ve fonksiyonel olarak membran glikoproteinleri ve yaygin sitoplazmik
filament sistemi ile iligkilendirilmis farkli mikrofilament aglarini igerir (Zucker-Franklin

1970).

2.1.1.2. Sol —Jel bolge

Sitoplazmanin matriksine sol-jel bolge denir ve polimerizasyonun degiskenlik
gosteren durumlarinda iki fiber sisteminden meydana gelir. Alt membranin hemen altinda
dinlenme evresindeki trombositin seklini korumaya yardim eden sikica kivrilmis

(helezonlasmig) mikrotubiiller bulunur. Aktivasyon ile mikrotiibiiller, merkezde



kiimelenmis organellerin etrafinda sik halkalar halinde daralirlar. Bu kasilma olay: i¢in

hareketi saglayan kuvvet sitoplazmik filamentler tarafindan olusturulur (White 1968).

Sol-jel ig¢indeki ikinci grup fiberler aktin mikrofilamentleridir. Dinlenme
evresindeki trombositte aktinin sadece % 30-40’1 filamentlere polimerize olur (Fox, Boyles
et al. 1984). Aktivasyonla polimerizasyonda bir artig olur. Yeni filamentler hiicrenin dis

yiizeyinde (periferinde) ve gelisen filopedia iginde goriinmeye baglar (Fox 1993).

2.1.1.3. Organel bolgesi

Bu bolge farkli bir bolge olarak ¢ok iyi ayirt edilebilen bir yer degildir ancak
sitoplazma boyunca dagilmis depo graniilleri, yogun cisimcikleri, peroksizomlari,
lizozomlar1 ve mitokondrileri igerir. Aslinda bu bolge belli basli metabolik islemlerle
ilgilidir ve ayn1 zamanda yaygin degiskenlik gosteren proteinler, kalsiyum, serotonin,

adenin niikleotidi ve enzimler icin bir depo yeri gibi rol alir (White 1973; White 1974).

2.1.1.4. Membran sistemi

Membran sistemi dordiincii ve son bolgeyi olusturur. Plazma membrani ayni
zamanda trombosit i¢indeki derinlere giden ¢ok sayida kivrimlar igerir. Genellikle “acik
kanalikdiler sistem” olarak isimlendirilen bu kanallar hiicresel transport i¢in genis bir ylizey
alant olustururken devam eden reaksiyon siiresince ve sekil degisikligi ile trombosit

aktivasyonunu tamamiyla stirdiiriir (White 1973; White 1974).

Yogun tiibiiler sistem ikinci bir membran sistemi olusturur ve hiicrenin i¢ kisminda yer
alir. Ata hiicrenin endoplazmik retikulumundan tiiremis olan yogun tiibiiler sistem hem
kalsiyum i¢in hem de prostoglandin senteziyle iliskili enzimler icin bir depo yeri olarak rol
oynar. Bu iki membran sistemi birbirleriyle dogrudan iliski i¢indedirler ve igeriklerinin

degis tokus edilmesine izin verirler (Cutler, Rodan et al. 1978).



St N e -
‘e W g [ B = . & - —
VS L ! w, Ry r 3 {
|:' ! { F ;’L L \
e =% ; - ) .
.-; 5 & s b 3 \
e il N 1 \
o |
Sekil 2.2. Dinlenme evresindeki trombosit. Sekil 2.3. Aktif trombosit.

2.1.2. Trombosit Fonksiyonu

Normal kosullar altinda trombositler diger trombositlerle ya da damar endoteli ile
etkilesmeden serbest¢e kan damarinda dolasirlar. Endotelde zedelenme olmasi durumunda
piht1 olusumuna neden olan bir olaylar zinciri tetiklenir. Bu olaylar dizisi karmagik birgok
biyokimyasal ve hiicresel siireglerin oldugu dort genel kategoriye boliinerek agiklanmigtir:

adezyon, aktivasyon, agregasyon ve sekresyon (Weiss 1975).

2.1.2.1. Trombosit adezyonu

Trombositler zarar gormiis, bozulmus ya da fonksiyonunu yitirmis endotelyuma
baglanma egilimi gosterir. Zarar goren bolge, spesifik membran glikoproteinleri olarak
tanimlanmis olan adeziv proteinler araciligi ile trombositler tarafindan ortiiliir. Fonksiyonel
olarak ortiisen ¢ok sayidaki resOptor ayni liganda baglanabilir ve spesifik bir reseptor
birden fazla liganda yanit verebilir. Reseptorler bir de integrinler ve integrin olmayanlar
olarak gruplandirilabilir. integrinler a- ve B- altbirimlerinden olusan heterodimerik hiicre
yiizey mellekiilleridir. Integrinlerin genellikle diisiik ve yiiksek olmak iizere iki afinite
seviyesi vardir. Afiniteleri sitoplazmik domainlerinin fosforilasyonu ve sitoplazmik
sinyallerle degistirilir. Trombositler, f1,82 ve B3 alt birimleri ile toplamda alt1 farkli
integrin igerirler (a2B1, a5p1, a6p1, alB2, allbp3, ve avp3) (Bouvard, Brakebusch et al.
2001).



Degisik ylizey membran glikoproteinleri ve ligandlar1 asagidaki tabloda

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.1: Degisik yiizey membran glikoproteinleri ve ligandlari.

b croix  fowr - Ademon

Kollajen
F1br1n0J en

GPIIb/Ia Flbronektln ollbP3 Agregasyon
Vltronektln

GPIV Trombospondm, kollajen Adezyon
GPVI Kollajen

. . - Vitronektin,

VLA-6 AGp1

Adezyonu baslatan olay temastir. Siire¢, dolasimda dinlenme evresinde bulunan
trombositin “durmas1” ve zarar géormiis damara “yapismasidir”.Bu 6nemli olay trombosit
glikoproteini Ib-IX kompleksi ile damar endoteliyal hiicreler tarafindan sentezlenen biiyiik
bir protein olan von Willebrand (vWF) arasindaki etkilesimle ger¢ceklesmektedir (Roth
1992).

2.1.2.2. Trombosit aktivasyonu

Aktivasyon ¢ok cesitli biyokimyasal ve mekanik uyarilarla tetiklenebilir. Bu
biyokimyasal agonistlerin ¢ogu, damar duvarina yapismis olan trombositler tarafindan

iretilir ya da salgilanir. Trombosit aktivasyonunun ii¢ asamada gerceklestigi kabul edilir:

1) Uyart: Genellikle agonistlerin ortaya c¢ikmasina yol acarak trombosit
aktivasyonuna neden olan bir olay vardir. Agonistlerin trombositlere
baglanmasi bu hiicrenin aktivasyonunu baglatir.

2) Hiicre icindeki ikincil mesajcilarin uyariy1 iletmeleri.



3) Cevap: Trombosit iskelet yapisinin degismesi (trombositin sekil degistirmesi),
trombositlerin fibrinojen araciligi ile yapisip kiime olusturmalari ve graniil

sekresyondur (Koca 2007).

Trombosit aktivasyonunu baglatan agonistler zayif ve gii¢lii olarak siniflandirilirlar.
Giglii agonistler (kollajen, trombin vb.) agregasyonun engellendigi sartlarda dahi graniil
sekresyonunu uyarabilirler. Zayif agonistler (ADP, epinefrin vb.) ise yalniz baslarina
graniil sekresyonunu uyaramazlar; ancak agregasyonu uyarabilirler. Agregasyon

neticesinde sekresyon gergeklesebilir (Koca 2007).

Trombosit agonist reseptorleri cogunlukla transmembran uzantilar1 da olan plazma
membran proteinleridir. Tam anlamiyla karakterize edilebilen reseptorlerin cogu "G
proteinleri ile iligkili olan reseptorler" gurubundandir. Bu reseptorlerin ortak ozellikleri
yedi adet transmembran kivrimi olan tek bir polipeptid yapisinda olmalar1 ve
olusturduklar1 uyariy1 ikincil mesajcilara ileten, G proteinleri olarak adlandirilan adaptor

proteinler kullanmalaridir (Koca 2007).

Sirastyla G proteini tarafindan tetiklenen birbirini takip eden iki tane hiicre ici
uyarilma yolu vardir. Fosfoinozitid hidroliz yolu, G proteini tarafindan fosfolipaz C’nin
aktivasyonu ile baglar. Fosfatidilinositol-4-5-bifosfat (PIP,) iki ikincil mesajciya
parcgalanir (inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) ve diacilgliserol) (Berridge 1987). IP; yogun tiibiiler
sistemden kalsiyum salinmasini uyarir. Bu olay fizyolojik trombosit cevaplarindan sorumlu

hiicre i¢i enzimlerin aktivasyonu i¢in gereklidir (Rink and Sage 1990).

Sitoplazmada serbest kalsiyum diizeyinin artisiyla ikinci hiicre i¢i uyarilma yolu
olan eikozanoid yol aktive olur. Kalsiyum diizeyinin artis1 ile uyarilan sitoplazmik
fosfolipaz A, yogun tiibiiler sistem membranindan ve belki de sitoplazma zarindan
arasidonik asit ayrilmasini saglar. Arasidonik asit sitoplazmada baglica tromboksan A2'ye
(TxA2) metabolize edilir. Hiicre digina salinan TxA?2, civardaki trombositleri de uyararak

trombosit aktivasyonunun amplifiye olmasini saglar (Koca 2007).



2.1.2.3. Trombosit sekresyonu

Trombosit aktivasyonu, hiicre dis1 sinyallere, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmelerine, membran birlesmelerine ve trombositlerde bulunan ti¢ farkli graniil (o-
graniiller, yogun cisimcikler ve lizozomlar) iceriginin disar1 ¢ikarilmasina (sekresyona)
cevap olusturan bir komplekstir. a-graniillerin birbirleriyle ve plazma membranin yaptigi
ice dogru olusan derin kivrimlarla (acik kanalikiiler sistem) birlesmesi kanitlanmistir
(Ginsberg, Taylor et al. 1980; Stenberg, Shuman et al. 1984). Lizozomlar ¢ok sayida asit
hidrolaz (proteinazlardan ketepsinler) icermektedirler. Lizozom sekresyonu, a-graniiller ve

yogun cisimciklerin sekresyonundan daha yavas olmaktadir (Holmsen and Day 1970).

ADP’nin reseptoriine baglanmasin1 takip eden olaylar; kalsiyumun hizla
sitoplazmaya akmasi, hiicre i¢i kalsiyum depolarinin hareketi, sekil degisikligi, adenil
siklazin inhibisyonu, IP3 olusumunun uyarilimi, yiizey GPIIb/I1la ifadesi, fosfolipaz A,’nin
uyarilimi, yogun graniillerin ve alfa graniillerinin igeriklerinin salgilanmasi seklinde rapor

edilmistir (Nurden, Savi et al. 1995).

2.1.2.4. Trombosit agregasyonu

Trombosit aktivasyonu ile GPIIb/IIla, konformasyonal bir degisime ugrar. Bunu
genelde protein ligandlariyla, kismen de fibrinojenle uygun bir baglanma yapabilmek igin
yapar. GPIIb/IIIa, oy, B3 alt birimlerini igerir. a-alt birimi bir agir zincir ve bir hafif zincir
icerir. Agir zincir tamamen hiicre disindayken hafif zincir trombosit membran

acikliklarinda bulunur ve kisa bir hiicre dis1 domainle sonlanir (Poncz, Eisman et al. 1987).

GPIIb/IlIa-  fibrinojen  kompleksinin  elektron mikroskopi  ¢aligmalarinda
GPIIb/IIIa’nin globiiler bas bolgesi fibrinojen molekiiliiniin distal ucu ile etkilesim halinde
oldugu ve kuyruklarin fibrojen molekiiline 90%lik ac1 yapacak sekilde lateral olarak
uzatilmis halde oldugu goriilmiistiir. Dolayisi ile GPIIb/IIla, bir fibrinojen molekiiliiniin
ucuna dogru baglanirken, kuyruklar zit yone dogru yonelir, bu da yakin trombositlerin

arasinda “koprii” olusturmaya imkan saglar (Weisel, Nagaswami et al. 1992).

In vivo ortamda kanin subendoteliyal dokuya temasma neden olan bir damar

zedelenmesi neticesinde trombositler diger hiicreler ve ekstraselliiler matriks molekiillerine



(immobilize vWF, kollajen, laminin, fibronektin) yapisirlar (adezyon). Adezyonu takiben,
trombositler subendoteliyal matriks lizerinde bir¢ok yeni reseptor-substrat baglanmasi ile
sik1 bir sekilde yayilirlar. Kollajen, adenozin difosfat (ADP), epinefrin, trombin gibi
herhangi bir agonist trombosit yiizeyindeki reseptoriine yapistigr zaman hiicrede belirgin
biyokimyasal degisikliklere neden olur (aktivasyon). Aktive olmasi neticesinde trombositin
sekli degisir ve diger hiicrelerle etkilesimleri uyarilir. In vitro sartlarda aktivasyonu takiben
trombositin kiiresel bir sekil kazandigi ve bircok filopodial uzantilarin ortaya c¢iktigi
izlenir. Aktin iskeleti tarafindan meydana getirilen bu sekil degisimi ile hiicre ylizeyi ve
trombositlerin birbirleri ile temas alanlar1 artar. Iste, sekil degisiminin ve trombosit
aktivasyonu neticesinde GPIIb/IIla reseptoriinde meydana gelen konfigiirasyon
degisikliginin avantajiyla trombositler bu reseptoriin ligandi olan fibrinojeni baglamak
suretiyle kiimelesirler (agregasyon). Agregasyonun ilk asamasi tersinebilir. Takiben, yogun
ve granill icerikleri salgilanir (sekresyon) ve bu graniillerin yapisinda bulunan agonistlerin
de katkisiyla agregasyon tersinemez hale gelir. Son olarak, damar kesisi bdlgesinde
trombositlerin de katkilariyla olusan pihtinin deney tiiplinde oldugu gibi biiziiserek yara
dudaklarinmi birbirlerine yaklastirdigi kabul edilmektedir (retraksiyon). Piht1 bliziismesinde
trombosit aktin iskeletinin gorev yaptig1 ve bu siirecte integrin GPIIb/Illa'nin diizenleyici

rolii oldugu diistintilmektedir (Koca 2007).



Cizelge 2.2: Trombosit graniilleri ve icerikleri.

Trombosit graniilleri ve icerikleri
Yogun cisimcikler

ATP

ADP

serotonin
kalsiyum

fosfat

guanin niikleotid

Alfa graniilleri

*Enzimler

*Adezyon proteinleri

*Blyume faktorleri

*Sitokin benzeri proteinler

*Koagllasyon faktorleri

Lizozomlar

o lantitripsin

a 2 makroglobulin

a 2 antiplazmin
Cl-esteraz inhibitorii

Fibrinojen
Fibronektin
vWF
Trombospondin
Vitronektin

GP IIbIIIa
P-Selektin

PDGF (Platelet Derivated Growth Factor)
TGFP (Transforming Growth Factor )
Epidermal Growth Factor

Endotelial Growth Factor

IL1

CD 40 Ligand

PF4 (Trombosit faktor 4)
B-Tromboglobulin (BTG)

HMWK
Plazminojen
PAI-1
Faktor V
Faktor XI
Fibrinojen
Pr. S

B Galaktosidaz

B Glukuronidaz

a arabinosid

N-asetil glukozamidaz
Elastaz

Kollejenaz

Katepsin
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2.1.3. Trombosit Olusumu

Kan pulcuklarinin  olusum mekanizmasi iizerine yaklasitk 100  yildir
calisilmaktadir.1906 da James Homer Wright Massachussetts General Hospital da
trombositlerin dev Onciilleri olan megakaryositlerden nasil olustugunun detayli bir
analizini yaparak ilk adimi atmigtir. Yillar boyunca trombositlerin megakaryositlerden
nasil olustugunu aciklayan ¢ok sayida teori Onerilmistir. Demarkasyon membran sistemi
(DMS) 1957 de Yamada tarafindan detaylica tanimlanmistir. Baglangicta megakaryosit

13

sitoplazmasi i¢inde smnirlar1 Onceden sekillendirilmis trombosit alanlar1” olarak
Onerilmisti (Yamada 1957). Mikroskop uzmanlar1 gelisen megakaryositlerin membran ve
trombosit organelleriyle dolmaya basladigini tanimlamiglardir. Bu membranlarda
tanimlanilan alanlarin, gelisen trombositler i¢in bir sistem olusturdugunu Onermislerdir
(Shaklai and Tavassoli 1978). Serbest kalan trombositlerin, megakaryosit plazmasindaki
bu alanlar arasinda bulunan DMS kirilma ¢izgileri boyunca biiyiik bir parcalanma ile
olustugu oOnerilmistir. DMS modeli trombositlerin ayrintili olarak hazirlanmis bir i¢

membranin yeniden organizasyon silireci boyunca olustugunu ifade etmektedir (Kosaki

2005) .

Megakaryosit plazma membraninin i¢e dogru kivrilmasiyla meydana gelen tiibiiler
membranlarin, her yerde siirekli bir iletisim ag1 olusturmak i¢in birbirine baglandig1 ve
kollara ayrildig1 tahmin edilmistir. Yakin tiibiillerin kaynagsmasi, son asamada olusan bir
trombositin sitoplazmasinin ¢evresinde olan bir diiz membran olusturmak igin bir
mekanizma olarak kabul edilmistir. Modellerde, megakaryosit sitoplazmasinin trombosit
seviyesinde hacimlere nasil boliindiigiinii ve kendi membraninin trombositi nasil sardigini
aciklamak i¢in hep kullanilmis olan DMS c¢ok sayidaki tutarsiz gézlemlerden dolay1 giiven
kaybetmistir. Ornegin eger trombositler megakaryosit sitoplazmasi iginde DMS tarafindan
aciklaniyorsa, o zaman trombosit alanlar1 dinlenme evresindeki trombositle ayni1 yapisal
Ozellikleri gostermeliydi ancak boyle bir durum s6z konusu degildi (Radley and Hartshorn
1987). Megakaryosit i¢indeki trombosit alanlarinin marjinal mikrotiiblil sarmallarindan
yoksun olmasi, dinlenme evresindeki trombosit yapisinin en secici 6zelliklerinden biriydi.
Yine dogrudan trombosit alanlarmin patlayarak c¢atlamasi ya da paramparga olarak
fonksiyonel trombosite olgunlagmasini gosteren canli megakaryositler {izerinde yapilmis
bir ¢calismanin bulunmamasidir. Aksine mikrotiibiil depolimerizasyon ajanlar1 tarafindan

uyarilan protrombosit biiziilmesinin Oncesi ve sonrasinda megakaryositlerin DMS’si
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lizerine odaklanilan ¢aligmalar, protrombositlerin kapsamli biliylimeleri i¢in 6zellesmis bu
membran sisteminin i¢e kivrilarak (evajinasyon) plazma membrani1 saglamak amaciyla
oncelikle membran rezervuari olarak islevsel olabilecegi ortaya atilmisti. Radley ve Haller
DMS’nin belki de yanlig adlandirilmis olabilecegini belirtmis ve bu membrandz agi
tanimlamak i¢in “invajinasyon membran sistemi” ni daha uygun bir isim olarak One

stirmislerdir (Radley and Haller 1982).

Toplanan o6nemli kanitlar trombosit olusumundaki protrombosit modelini
desteklemistir. Protrombosit terimi genellikle megakaryositten ¢ikan dar stoplazmik
uzantilarda blytlikliigii (milmetreye kadar) tanimlamak icin kullanilir (Becker and De
Bruyn 1976). Bu uzantilar dar stoplazmik kopriilerle birbirine baglanmis cesitli boncuk
boyutundaki trombositler ile karakterize edilir ve magakaryositten trombosite doniisiim
sirasindaki ara yapilart temsil ettigi disiiniiliir. Bu yalanct ayak benzeri yapilardan
trombositlerin ~ olusumundaki  asil  kavram  Wright tarafindan  trombositlerin
megakaryositlerden koken aldigmi tamimlamasi ve disk benzeri parcalar ya da
megakaryositten ¢ikan yalanci ayaklardan gelen segmentleri agiklamasiyla olusmustur

(Wright 1906).

Trombosit olusumu sirasinda megakaryositlerden gelisen bu sitoplazmik olaylari
Thiery, Bessis ve Behnke daha sonradan detaylica agiklamistir (Thiery and Bessis 1956;
Behnke 1969). Klasik protrombosit teorisi, megakaryositlerin uzun yalanct ayak benzeri
yapilart olusturup ardindan trombosit olusturmak i¢in parcalandiklarini ortaya atan Becker
ve De Bruyn tarafindan tanimlanmistir (Becker and De Bruyn 1976). Bu modelde DMS
hala megakaryosit sitoplazmasini trombosit alanlarina boldiigii 6ngoriiliiyordu. Radley ve
Haller daha sonra trombositlerin, yalnizca birlesmis protrombosit ekseni boyunca baglanan
boncuk boyutundaki trombositlerden koken aldigi kabul edilen “akis Modeli’ni
gelistirmislerdir. DMS’nin trombosit alanlarini agiklamak i¢in fonksiyonel olmadigini daha
ziyade bir rezervuar olarak protrombosit olusumu sirasinda membran yiizeyini ters
cevirdigini (tersyiiz ettigini) ileri slirmiislerdir. Gelisen trombositlerin, yalnizca
protrombosit olusturan plazma membrani ile sarildiklar1 varsayilmistir (Radley and Haller

1982).

Bugilin deneysel bulgularin ¢ogu trombosit olusumu ile ilgili olarak modifiye

edilmis bir protrombosit modelini savunmaktadir. Protrombositlerin {iriinleri olan yapisal
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ve fonksiyonel olarak kan trombositleri ile benzer olan trombositlerin olgunlagsmasinda
hem in vivo hem de in vitroda protrombositler gézlenmistir (Choi, Nichol et al. 1995;
Cramer, Norol et al. 1997). Bu gozlemler siganlari, kopekleri, inekleri ve insanlar
kapsayan memeli tiirlerinin genis bir araliginda yapilmistir (Leven 1987). Kemik iliginden
biiyiiyen megakaryositler, dolagima katildiklar1 varsayilan kan damarin1 kaplayan endotel
baglant1 bolgeleri boyunca trombosit olusturmak i¢in ilave par¢alanmalara maruz kalirlar
(Tavassoli and Aoki 1989). Farelerde iki farkli hematopoietik transkripsiyon (Niikleer
faktor eritroid 2 (NF-E2), transkripsiyon faktor GATA-1) faktoriiniin olmayisindan dolay1
bu olaylar gerceklesmez. Bu fareler in vitro da protrombosit olusturamazlar ve siddetli
trombositopeni gosterirler. Esas aliman bu bulgular protrombosit yapiminin trombosit

olusumunda 6nemli bir rol oldugunu destekler (Lecine, Villeval et al. 1998).

asinmanin oldugu
kutup

megakaryosit
hiicre gekirdedgi

Q\_\

protrombositler

Sekil 2.4. Megakaryositlerden trombosit olusumu.

Trombopoietinin kesfedilmesi ve trombosit olusumunun in vitroda yeniden
diizenlendigi megakaryosit kiiltiirlerinin gelistirilmesi, protrombosit olusturma eylemini
yapan megakaryositleri ¢alismak icin sistemler saglamistir. Megakaryosit sitoplazmasinin
iceriginin nerdeyse tamaminin protrombosit uzantilarina ve son basamakta ince
sitoplazmik iplerle baglanan boncuklar olarak goziiken partikiil boyutlu trombositlere
dontismektedir. Donilistim 5- 10 saatte ger¢eklesmektedir ve megakaryosit sitoplazmasinda

bir kutuptaki aginma ile baslar. Once kalin yalanci ayaklar olusur sonra uzayarak capi 2—4
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um de degismeyen ince tiiplere doniisiir. Bu ince tiibiiller sirasiyla dinamik bir kivrilma ve
dallanma islemleri gec¢irir ve uzunlugu boyunca yogunlagirlar. En sonunda
megakaryositten geriye yalin bir ¢ekirdek kalir ve etrafi karmakarigik bir protrombosit agi
ile gevrelenir. Hiicre govdesinin protrombosit parcaciklarina pargalanmaya basladigr anda
megakaryosit olgunlagsmasi sona erer. Partikiil boyutlu trombositlerin arasindaki
sitoplazmik kopriilerin kopmasiyla her bir yapmin dolasgima bir trombosit verdigine

inanilmaktadir (Italiano, Lecine et al. 1999).

2.1.4. Trombosit Olusumu ve Megakaryosit Gelisiminin Diizenlenmesi

Megakaryosit gelisimi ve trombosit olusumu ¢esitli asamalarda ¢ok sayida sitokin
tarafindan diizenlenmektedir (Kaushansky 2003).Bu mekanizmalar normal trombosit
sayisini korumak igin yaklasik olarak 3 basamakta diizenlemektedir. Interlokin-3,
interlokin-6, interlokin-11, interlokin-12, GM-CSF (Graniilosit Makrofa; Koloni Uyarici
Faktor) ve eritropoietin gibi 6zel sitokinler megakaryosit onciillerinin ¢cogalmasini diizenler

(Segal, Stueve et al. 1988).

Losemi inhibitor faktdr (LIF) ve interlokin-lo sitokinleri megakaryosit gelisimini
ve trombosit salinimi diizenler. Trombopoietin (TPO) 1995 yilinda bes farkli grupta
saflagtirilip kopyalanmig bir sitokindir ve trombosit olusumunun temel diizenleyicisidir
(Kaushansky 2006). Trombopoietin, hematopoietik kok hiicre basamagindan sitoplazmik
olgunlagsmaya kadar megakaryosit gelisiminin biitiin basamaklarinda diizenleyicidir. Kit
ligand (KL) (kok hiicre faktorii, steel faktor, mast hiicresi biiylime faktorii olarak da bilinir)
bir sitokin olup hem membrana bagli hem de serbest halde bulunur. ilkin hematopoietik
hiicreleri etkiler. Interlokin—6, interlokin-11 ve KL aym zamanda megakaryosit
gelisiminin her basamaginda diizenleyici olsa da yalmizca TPO ya da interldkin-3 ile
birlikte islevsel goriinmektedir. Ilging olan ise in vitro da TPO ve yukarda bahsi gegen
sitokinlerin trombosit olusumunun (protrombosit ve trombosit iiretiminde) son basamagi

i¢cin gerekli olmayisidir (Ito, Ishida et al. 1996).
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2.1.5. Trombosit Biyogenezi ve Apoptoz

Trombosit olusumundaki olaylarda megakaryositler, hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi, membran yogunlasmasi ve bilizlismesini igeren apoptozla ilgili bazi
Ozellikler gosterir. Bu benzerliklerden dolayr apoptozun protrombosit olusumunda ve
trombosit saliniminda bir mekanizma olup olmadigini belirlemeye yonelik ek arastirmalar
yapilmistir. Apoptoz ya da programlanmis hiicre o6liimii, yaslanan megakaryositlerdeki

cekirdek yikimindan sorumludur (Ito, Ishida et al. 1996).

Sadece ozellestirilmis bir apoptotik olayin trombosit {iretimi ve salinimina neden
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Hem proapoptotik hem de antiapoptotik ¢ok sayida apoptotik
faktor megakaryositlerde tanimlanmistir (Kaluzhny and Ravid 2004). Bcl-2 ve Bcel-x;. gibi
apoptoz inhibitdr edici proteinler ilkin megakaryositlerde ifade edilir. Megakaryositlerde
asir1 ifade olduklar1 zaman her iki faktor protrombosit olusumunu engeller. Bcl-2 olgun
kan trombositlerinde, Bcl-xy ise yaslanmis megakaryositlerde bulunmaz (Sanz, Benet et al.

2001).

Programli hiicre dliimiine yol agan enzimlerden kaspazlar ve nitrik oksidi (NO)
igeren proapoptotik faktorler de megakarysitlerde ifade olmaktadir. Bulgular kaspazlarin
trombosit toplanmasinda giiclii bir rolii oldugunu gostermistir. Kaspaz aktivitesinin
protrombosit olusumu i¢in gerekli oldugu belirlenmistir. Kaspaz 3 ve 9 olgun
megakaryositlerde aktiftir ve bu kaspazlarin inhibisyonu protrombosit olusumunu engeller

(De Botton, Sabri et al. 2002).

Nitrik oksit partikiil boyutlu trombositlerin salinimina karismaktadir ve trombosit
saliimi artirmak i¢in trombopoietin ile birlikte ¢aligabilir (Battinelli and Loscalzo 2000).
Magakaryositlerde ifade olan diger proapoptotik faktorler ise trombosit olusumundan
sorumludur (Kim, Jung et al. 2002). Ayrica kaspaz 3 ve 9 son asamada farklilagsmis
megakaryositlerde de aktiftir. Fakat sadece kaspaz 3 trombositlerde bol miktarda
bulunurken kaspaz 9 bulunmaz (Clarke, Savill et al. 2003). Benzer sekilde kaspaz 12 de

megakaryositlerde varken trombositlerde yoktur (Kerrigan, Gaur et al. 2004).
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2.2. KALITSAL TROMBOSITOPENILER

Burada kalitsal trombositopeniler trombosit boyutuna gore siniflandirilmis olup

bozukluklardan kisaca bahsedilmistir.

Cizelge 2.3: Kalitsal trombositopenilerin trombosit boyutuna gore siniflandiriimasi.

Kalitsal Trombositopeni

Wiskott-Aldrich Sendromu

Kisa Adi

WAS

On line Mendelian
inheritance in man

(OMIM)

301000

Sendromik
)
Sendromik
Degil (SD)

S

X’e bagl Trombositopeni

XLT

313900

SD

Kalitim
Bigimi

X’e bagh

Gen

WAS

Gendeki Yeri

KUCUK TROMBOSITLER

Xpll

NORMAL TROMBOSITLER

Akut Miyeloid Losemil Otozomal

Egilimli Ailesel Trombosit FPD/AML 601399 S . CBFA2 21q22
< Dominant

Bozuklugu

Amegakaryositik CAMT 604498 SD Otozomal c-mpl 1p34

trombositopeni Resesif

Radioulnar sinostozlu Otozomal

Amegakaryositik CTRUS 605432 S . HOXAI1 Tpl5-14
. . Dominant

Trombositopeni

Eksik Radius’lu Otozomal

Trombositopeni TAR 274000 S Resesif

. . . Otozomal 10p12
Diger Trombositopeniler THC2 188000 SD Dominant Heterojenlik

BUYUK TROMBOSITLER

Otozomal GPIba 17p13
Bernard-Soulier Sendromu BSS 231200 SD Douﬁinant GPIbp 22ql1
GPIX 3q21
Ot 1 (Bitisik Gen
Velocardiofacial Sendromu VCFS 192430 S ozoma Sendromu)
Dominant GPIbp
22ql11
Trombosit Tip ya da Yalanct Otozomal
von Willebrand Bozuklugu PTVWD 177820 SD Dominant GPIbo 17p12
Iyi Huylu Akdeniz Otozomal
Makrotrombositopeni 153670 SD Dominant
X’e Bagh Trombositopeni 300367
ve Anemili ya da Anemisiz XLTT S X’e bagh GATA-1 Xpll
L h 314050
Diseritropoiez
Paris- Trgussea}l Tip TCPT 188025/600588 (Bitisik Gen
Trombositopeni S Otozomal Sendromu)
Jacobsen Sendromu JBS 147791 Dominant g;:ll
MHA 155100 SD
Sebastian Sendromu SBS
605249 SD Otozgmal MYH9 22q12-13
FINS Dominant
Fechtner Sendromu 153640 S
Epstein sendromu EPTS 153650 S
Gri Trombosit Sendromu GPS 139090 SD Otozomal
Dominant
Montreal trombosit MPS sD Otozqmal
Sendromu Dominant
Glikoforin A’nin Ifadesi ile
Otozomal
Olusan S Dominant
Makrotrombositopeni
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2.2.1.Wiskott-Aldrich Sendromu (WAS) ve X’e Bagh Trombositopeni (XLT)

WAS ve XLT, X’e bagl bozukluklar olup kii¢iik trombosit ve trombositopeni ile
karakterize edilirler. WAS az rastlanilan bir hastaliktir. Avrupa’da goriilme siklig1 250.000
de 1 dir. WAS ve XLT, X kromozomunun kisa kolunda bulunan 502 amino asitlik bir

protein kodlayan gendeki mutasyonlardan kaynaklanir (Villa, Notarangelo et al. 1995).

2.2.2. Akut Miyeloid Losemi Egilimli Ailesel Trombosit Bozuklugu (FPD/AML)

FPD/AML otozomal dominant bozukluk olup uzun siire kanamali trombositopeni
ve akut miyeloid l6semi egilimiyle karakterize edilir (AML) (Dowton, Beardsley et al.
1985).

2.2.3. Amegakaryositik Trombositopeni

Kalitsal trombositopeninin bu grubu defektif megakaryositik farkliliklardan
tiiretilerek lic form igermektedir. Bunlar konjenital amegakaryositik trombositopenia
(CAMT), eksik radi’li trombositopeni ve radioulnar sinostozlu konjenital amegakaryositik
trombositopenidir. (CTRUS) Bu bozukluklarin molekiiler temelleri, ya trombopoietin
(TPO) sinyal yolundaki anormallikler ya da homeobox genlerindeki fonksiyon
bozukluklariyla iligkilidir. Trombopoietin ve reseptorii c-mpl megakaryosit ve trombosit

olusum reaksiyonlarinin tamamini dogrudan diizenlemektedir (Wendling 1999).
In vivo ¢alismalar, hayvanlarda TPO’nun &nemli derecede trombosit sayisinda

artisa neden oldugunu TPO bakimindan islevsiz (knock-out) farelerde agir trombositopeni

ortaya ciktigini gosterdi (Gurney and de Sauvage 1996).
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2.2.4. Konjenital Amegakaryositik Trombositopeni (CAMT)

CAMT otozomal resesif bir kemik iligi bozukluk sendromudur. Molekiiler nedeni
ifadedeki eksiklik ya da trombopoietin reseptorii c-mpl’nin fonksiyonudur. c-mpl geninde
cerceve kaymasi ya da anlamsiz mutasyonlarin (nonesense) yaninda yanlis anlam

mutasyonlar1 (missense) tanimlanmistir (Ballmaier, Germeshausen et al. 2001).

2.2.5. Radioulnar Sinostozlu Konjenital Amegakaryositik Trombositopeni (CTRUS)

Konjenital amegakaryositik trombositopeni, aplastik anemi, proksimal radyal unlar
sinostoz, klinodaktili (Parmaklarin kivrik kalmasi), sindaktili (yapisik parmaklilik), hip
displazi, sensonoral isitme kaybi ile karakterize olan CTRUS otozomal dominant bir

bozukluktur (Thompson, Woodruff et al. 2001).

Akraba olmayan hastalar, kesilmis Hoxall proteini ile sonuglanan tek bir baz ¢ifti
delesyonu bakimindan heterozigot bulunmustur. Hoxall geni, kemik morfolojisinde,
hematopoietik farklilasma ve ¢ogalmada merkezi diizenleyici proteinleri kodlayan
homeobox genleri ailesindendir. Farelerde Hox genlerin temel etkilerinin iskelet sisteminin

gelisimi tizerine oldugu yayinlanmistir (Davis, Witte et al. 1995).
2.2.6. Eksik Radius’lu Trombositopeni (TAR)

TAR sendromu hipomegakaryositik trombositopeni ve bilateral radyal aplazi ile
karakterize olan otozomal resesif bir bozukluktur. En yaygin amegakaryositik
trombositopenidir (Balduini, Iolascon et al. 2002).

2.2.7. Normal Boyuttaki Diger Trombositopeniler

Buradaki sorumlu gen THC?2 olup kromozom 10p12.1 de yer almaktadir (Savoia,
Del Vecchio et al. 1999).
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2.2.8. Bernard-Soulier Sendromu (BSS)

Bernard-Soulier sendromu (BSS) dev trombosit, trombosit azlifi, uzun siireli
kanama zamani ile karakterize edilen bir otozomal resesif kanama bozuklugudur. Bernard
ve Soulier tarafindan 1948 ‘de tanimlanmistir (Bernard and Soulier 1948). BSS, von
Willebrand faktor igin trombosit reseptdrii olan glikoprotein (GP)Ib/IX/V kompleksindeki
sayilabilir ya da Olgtilebilir anormalliklerden dolay1 olusur (Lopez, Andrews et al. 1998).
Trombosit membranindaki GPIb/IX/V kompleksinin eksikligi sonucunda trombosit hasar
gérmiis damar duvarina yapisamaz ve bu ylizden hasta kan kaybeder. Merkezi sitoplazmik
domainde GPIb aktin capraz baglantili protein filamin A ile iligkilidir. Dolayist ile
GPIb/IX/V ve hiicre iskeleti arasindaki defektli baglanti dev trombositlerin molekiiler

nedenini One siirer (Saito, Matsushita et al. 2005).

BSS klasik olarak resesif bir bozukluk olarak tanimlanmis olsa da literatiir
dikkatlice tarandiginda bir beyaz irka mensup soy agacinda hafif formdaki BSS’nin
aktariminin otozomal dominant oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak GPlba’nin
heterozigot yanlis anlam mutasyonu hafif bir otozomal dominant makrotrombositopeni

gosteren ailelerde saptanmistir (Balduini, Iolascon et al. 2002).

2.2.9. Velocardiofacial Sendromu (VCES)

Hemizigos 22q11 delesyonu ile iligkili konjenital bir bozukluktur. Yarik damak,
kalp anormallikleri, tipik beniz ve 6grenme bozuklugu ile karakterizedir (Shprintzen,

Goldberg et al. 1981).

2.2.10. Trombosit Tip ya da Yalanci von Willebrand Bozuklugu (PTvWD)
PTvWD nadir bir otozomal dominant trombosit bozuklugudur. von Willebrand tip

2B bozukluklarinin tiimiiyle benzer laboratuar ve kliniksel 6zellikler gdsteren bir kanama

egilimi ve makrotrombositopeni ile karakterize edilir (Miller, Cunningham et al. 1991).
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2.2.11. iyi Huylu Akdeniz Makrotrombositopeni

Literatiir de tanimlanmis ¢ok sayida nedeni bilinmeyen otozomal dominant ve
trombosit olusumuna etkisi olmayan ¢ok sayida makrotrombositopeni bulunmaktadir. 1975
von Behrens trombosit sayis1 ve ortalama trombosit hacmini (MVP) saglikli goriinen italya
ve Balkan yarimadasindan 145 hasta incelemistir. Bu hastalarin ¢ogu nedeni bilinmeyen
makrotrombositopeni bakimindan etkilenmis olup Kuzey Avrupa’daki kontrollerde
gozlenmemistir. Bu durum Akdeniz Makrotrombositopeni olarak adlandirilmistir (Behrens

1975).

2.2.12. X’e Bagh Trombositopeni ve Anemili ya da Anemisiz Diseritropoiez

1977°de Thompson ve arkadaslar1 talasemili X’e bagli trombositopeni gosteren bir
aile tanimlamislardir. Bu aile bireyleri, dalak biiylimesi, nokta bi¢ciminde deri kanamalar1
olan petesi, trombositin fonksiyon bozuklugundan dolayr uzayan kanama siiresi, kanda
retikiilosit ¢ogalmasi, P-talasemi benzeri dengesiz (hemo)globin zincir sentezi gibi

bozukluklara sahiptiler (Thompson, Wood et al. 1977).

Bazi kadinlarda daha kiiclik defektler (retikiilosit ¢ogalmasi, dengesiz globin
sentezi) bulundu. Bu ailede transkripsiyon faktoriinin DNA baglanma bolgesine olan
etkilesimini azaltan, Xp11-12 de lokalize GATA—-I geninde bir R216Q mutasyonu tespit
edilmistir (Raskind, Niakan et al. 2000).

2.2.13. Paris- Trousseau Tip Trombositopeni (TCPT) ve Jacobsen Sendromu (JBS)

Ets transkripsiyon faktor ailesi ¢ok sayida fizyolojik ve patolojik olaylari igine
almaktadir. Proto onkogen olan iki tiyesi Fli-1 ve Ets—1, kan damar1 olusumunda ve kan
olusumunda ayr1 ve/veya Ortlisen fonksiyonlar sergilerler. Kromozom 11’in uzun kolunda
yer alirlar. JBS ve TCPT’li hastalarda 11q23.3-11q24.2 delesyon kesim noktalar tipiktir ve
iki makrotrombositopenik sendrom otozomal dominant olarak kalitilir (Balduini, Iolascon

et al. 2002).
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2.2.14. Gri trombosit sendrumu (GPS)

Nadir kalitsal trombositopenidir. Trombositler bliyiikk ve igerigi artirilmis o-
graniillerine sahiptir. Sorumlu gen bilinmemektedir (Raccuglia 1971). May-Griinwald-
Giemsa (MGQG) ile boyanan trombositler a-graniillerindeki anormalliklerden dolayr gri
goriinlir (Cramer, Vainchenker et al. 1985). Bu sendromda trombositlerde normalde o-
graniillerinde bulunan vWF, fibronektin, trombosit faktor 4 (PF 4), trombosit kokenli
bliylime hormonu, trombospondin ve B-tromboglobulin gibi maddeler bulunmamaktadir

(Levy-Toledano, Caen et al. 1981).

2.2.15. Montreal Trombosit Sendromu (MPS)

Bu sendromun ayiric1  6zelligi in vitroda trombositlerin kendiliginden
toplanmasidir. Ik kez 1963 yilinda bir soy agacinda otozomal dominant olarak kalitildig
gosterilmistir. Bulgularda trombosit sayisinin ¢ok diisiik, biiylikliiglinlin ise artmis oldugu
gbzlenmistir (Balduini, Iolascon et al. 2002).

2.2.16. Glikoforin A’nin ifadesi ile Olusan Makrotrombositopeni

Glikoforin A, eritroid 6zgiil proteindir ve ifadesinin, magakaryosit olusumunu ve
olgunlagsmamis trombosit salinimi birlikte etkileyebilecegi one siiriilmektedir (Balduini,

Iolascon et al. 2002).

2.2.17. MYH? iliskili Bozuklar

May-Hegglin anomalisi (MHA), Sebastian sendromu (SBS), Fechtner sendromu
(FTNS) ve Epstein sendromu (EPTS) otozomal dominant dev trombosit hastaligi olup,
isitme kaybi, katarakt, bobrek iltihab1 (bunlar Alport belirtileri olup bozukluk tipine gore
degisen kombinasyonlarinin olup-olmamasina gore ayirim) ve parcali ¢ekirdek gosteren
dohle benzeri cisimcikler gibi kliniksel ve laboratuar bulgularin farkli kombinasyonlari ile

birbirlerinden ayrilirlar (Seri, Pecci et al. 2003).
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2.2.17.1. May-Hagglin anomalisi (MHA)
Kisa Tarihi

May-Hegglin anomalisi nadir bir otozomal dominant bozukluk olup,
trombositopeni, dev trombosit, kendine 06zgli l6kosit inklliizyon cisimcikleri ile
karakterizedir. 1909 yilinda Alman tip¢ci Richard May “Iokosit inkliizyonu”
(Leukocyteneinschliisse) adli bir makale yayinladi. 24 yasinda bir bayan ayagindaki
bilateral 6ddemden dolay1 kendisine yoOnlendirilmisti. Fiziksel incelemeler ates, dalak
biiyiimesi ya da lenf bezi hastalig1 olmadigini gosterdi ancak hasta hafif anemiye sahipti.
May, kan yaymasinda eosin-metilenblue ile boyanmis soluk mavi ikiden {ige ya da dorde
kadar inkliizyon cisimlerini iceren ¢ok sayida lokosit (nétrofil, eozinofil, bazofil)
gozlemlemisti. Daha sonra bu sitoplazmik inkliizyonlarin dogasini aydinlatmak icin
degisik boyama teknikleri uygulamisti. Dolayisiyla her bir boyama metoduyla inkliizyon
cisimciklerin nasil boyandig1 hakkinda detayli bilgi vermis olan May, kan hiicrelerinin
morfolojisine yogun bir ilgi gostererek degisik boyama teknikleri gelistirmisti. May-
Griinwald boyasinmi icat etmistir. May, inceledigi diger 100 hastada benzer inkliizyon
cisimciklerini bulamamisti. Cok sayida trombosit bulunmasina karsin nadir olarak dev
trombositler not edilmisti. Birka¢ hafta i¢inde hastanin semptomlar1 ge¢mis ve hasta
caligabilir duruma gelmisti. Hastanin kan tablosu 4 aylik bir gézlemde degismemisti. Aile
caligmalar1 tamamlanmamisti. Hasta sehirden ayrilmisti takip etmek olanaksiz olmustu.
May, inkliizyon cisimciklerinin parazit ya da fagositozdan dolay1 olusabilecegi tahmininde
bulunmustur. Bu bozuklugu ilk olarak acikladig1 ve karakteristik 16kosit inkliizyonlarini ile
dev trombositleri tanimladig1 i¢in hastalik May’ e atfedilmistir (Saito and Kunishima

2008).

Daha sonralar1 Isvigre’nin {inlii tipgis1 Robert Hegglin yaptigi arastirmada Déhle
benzeri cisimcikleri ve dev trombositleri tanimlamistir. Hegglin, bozukluk hakkindaki
kendi 6zet yayinda May’ in makalesinde belirtmedigi {ic yeni noktay1 agik¢a not etmistir.
Birincisi, kan hiicrelerinin iki farkli neslinde (I6kositler ve trombositlerde) anormalliklerin
varhigint vurgulamistir. ikincisi, trombositopeniyi tanimlamustir. Ugiinciisii ise bozuklugun
ailesel dogasii agiklamistir ve bozuklugun tek bir gen mutasyonu ile dominant olarak
aktarildigt yorumunu yapmistir. Hegglin, May’in 1909 yilindaki makalesinden soz
etmemistir ve bu bozuklugun kan hiicrelerinin iki soyunda da sitoplazmik olgunlasmanin

durdurulmasi ile olusabilecegi tahmininde bulunmustur (Saito and Kunishima 2008).
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Bozuklugun nedeni baglanti analizleriyle kromozom 22q12.3-22q13.2 de
haritalanincaya kadar bilinmiyordu. Bozukluktan sorumlu olan gen pozisyonel aday gen
yaklasimu ile belirlendi. Buna gore sorumlu gen biiyiik bir sitoplazmik protein olan kas dis1
miyozin agir zincir tip I[IA’ y1 (NMMHC-IIA) kodlayan MYH9 olarak belirlendi (Saito and
Kunishima 2008).

Bugiin May-Hagglin anomalisindeki 16kosit inkliizyonlarmin anormal kas dis1
miyozin tip I[IA’nin (NMMHCA) kiimelenmesiyle olustugu kabul edilmektedir. Anormal
NMMHCA kiimelenir ve nétrofil sitoplazmasinda birikir ve bu anormal NMMHCA nin
hiicre alt1 lokalizasyonu her MYH9 mutasyonlu bireyin nétrofilinde bulunmaktadir (Saito

and Kunishima 2008).

MYHY9 bozukluklarindaki NMMHCA nin nétrofildeki lokalizasyon diizeni flérasan
isaretli NMMHCA graniillerinin sayisi, sekli ve biiyiikliigline gore iic grup icinde
siiflandirilabilir: tip I, II ve III. Tip 1 de NMMHCA bir ya da iki biiylik ve yogun lekeli
sitoplazmik odak (foci) big¢iminde. Tip II nétrofiller ¢ok sayida daireselden ovale
sitoplazmik leke icermektedir. Tip III ya da benekli leke, Wright ya da May-Griinwald-
Giemsa (MGQG) boyali inkliizyon cisimciklerinin hi¢ tanimlanmadigi, izole edilmis
makrotrombositopeni ve Epstein sendromlu (EPS) hastalarda saptanildi (Kunishima,

Matsushita et al. 2003).

2.2.17.2. MYHO9 iliskili Hastahklarin Ayiriminda Kullanilan Alport Sendromu:

Ilk kez Dr. Arthur Cecil Alport tarafindan 1927 yilinda tanimlanmustir (Alport
1927) . Bazal membran tip IV kollajen yapiminda bozukluk ile karakterizedirler. Erken
cocukluk doneminde hematiiri ataklari ile ortaya ¢ikan ve 6zellikle erkeklerde son donem
bobrek yetmezligine yol acan, genetik bir hastaliktir. Isitme kayb1 ve gdz lezyonlar1 da

belirtileri arasinda yer alir(Grunfeld, Grateau et al. 1987).
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2.2.17.3. Sebastian Sendromu (SBS), Fechtner Sendromu (FTNS) ve Epstein
Sendromu (EPTS)

1990 yilinda Greinacher ve arkadasalar1 Sebastian sendromunu, May-Hegglin
anomalili, Chediak-Higashi sendromlu ve Dohle cisimciklerinin bulundugu sepsisli
hastalardan farkli olarak nétrofil inkliizyonlu otozomal dominant makrotrombositopeninin
yeni bir vayanti olarak tanimlamistir. Cok cekirdekli 16kositlerdeki inkliizyonlar Fetchner
sendromlu hastalarda bulunanlarla benzerdir (OMIM 605249). Epstein sendromu da
otozomal dominant bir bozukluk olup, maktrombositopeni, bobrek iltihabi, sensorindral

isitme kaybu ile karakterize edilir (Seri, Savino et al. 2002).

Fechtner sendromu, Alport sendromunun bir varyanti olarak rapor edilmistir.
Alport sendromu ile bobrek iltihabi, sensorindral isitme kaybi ve goz anormalliklerinin
ticlii grubunu paylagsmaktadir ve makrotormbositopeni ve déhle benzeri cisimcikler denen
cok cekirdekli 16kosit inkliizyonlarinin ek o6zelliklerini sunmaktadir. Epstein sendromu,
katarakt ve graniilositte Dohle benzeri cisimciklerin olmamasi ile fetchner sendromundan

ayrilir (Seri, Pecci et al. 2003).

Fetchner sendromu gibi may hagglin anomalisi ve sebastian sendromunun her ikisi
de trombosit azlig1, dev trombosit ve l6kosit inkliizyonu ile karakterizedir. Ultrastriiktiirel
caligmalara dayanilarak bu iki bozukluk birbirinden ayrilmistir. May-Hegglin anomalisinde
Doéhle benzeri cisimcikler, paralel mikrofilamentler boyunca yonelmis ribozom kiimelerini
iceren sekilsiz bir sitoplazmadan olusurken Sebastian sendromunda yiiksek derecede
dagilmig filamentlerden ve ¢ok az sayida ribozomdan olusmaktadir (Seri, Pecci et al.

2003).

24



Cizelge 2.4: MYH9 genindeki mutasyon sonucu olusan 4 otozomal dominant
makrotrombositopeninin kliniksel ve laboratuar 6zellikleri.

Kliniksel 6zellik May-Hegglin || Sebastian Fechtner Epstein
Anomalisi Sendromu sendromu Sendromu

Makrotrombositopeni

Lokosit Inkliizyonu || Var
(Dohle benzeri || (Paralel
cisimcikler) filamentler )

Isitme Sorunu

Katarakt

Bobrek iltihab

2.3. KAS DISI MiYOZIN II’NIiN YAPISI ve FONKSIYONU (Non Muscle Myosin
II, NM II, NMHC II, NMMHC II)

Miyozinler, filogenetik olarak 17 siifta gruplandirilmis olan proteinlerin biiyiik bir
tist familyasindan meydana gelmektedir. 2. siif, sarkomerik miyozinleri, diiz kas
miyozinleri ve kas dis1 miyozinlerini igermektedir (Hodge and Cope 2000). Memelilerde,
kas dis1t miyozin agir zincirin (NMHC) {i¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Bunlar NMHC-
ITA, NMHC-IIB ve NMHC-IIC olup sirastyla MYH9, MYHI0 ve MYHI4 genleri
tarafindan sifrelenmektedir (Golomb, Ma et al. 2004).
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Sekil 2.5. Kas dist miyozin II'nin genel yapisi
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Sekil 2.6. Kas dis1 miyozin II’nin genomik yapisi ve mutasyon spektrumu.
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Her kas dis1 miyozin agir zinciri (230 kDa) bir homodimer ve bagl iki ¢ift hafif
zincirden olusur. Ciftlerden biri genellikle diizenleyici hafif zincir (20kDa) olarak digeri

ise temel hafif zincir (17kDa) olarak adlandirilir (Golomb, Ma et al. 2004).

Kas dist miyozin II molekiilii, amino terminal ucunda globiiler bas bolgesi ve
helikal olmayan karboksi terminal ucu ile sonlanan ¢ift kivrimli koldan olusur. Miyozin
molekiilii aktine baglanarak MgATP hidrolizleyen ve filament olusumundan sorumlu
cubuk bolgesine baglanabilen iki amino terminal globiiler motor bdlge icermesi nedeniyle

iki islevlidir (Verkhovsky, Svitkina et al. 1995).

Iki globiiler bas, cift sarmalli a-helikal olarak diizenlenmis bir birinin etrafinda
sarilmis ¢ubuk fragmentini takip eder. Cubuk kisimdaki amino asit sekansi, yan yana iki a-
heliksin arasinda olusan hidrofobik etkilesimler ile tekrar eden yedi rezidii ile
karakterizedir. Straussman ve arkadaslart bu yan yana bolgelerden birindeki mutasyonu
tanimlayarak Glu ya da Leu degil de Asp’nin mutasyon olan bolgeyle iliskili ¢ift sarmalli

cubukta nasil esnek dolagma yaptigini gostermistir (Straussman, Ben-Ya'acov et al. 2007).

Helikal olmayan kuyruk boélgesi her ii¢ kas dist miyozin izoformunda da gift
sarmall1 gubuk kismini takip eder. Bu bolge li¢ izoform arasinda degisik amino asit sekansi
gostermesinden dolay1 ilgi ¢ekmektedir. Dolayisiyla da kas dist miyozin izoformlari
arasinda ayirt edilebilen 6zgiil antikorlar iiretmek i¢in antijen iizerinde bulunan antikorun
baglandig1 essiz bolgeler (epitop) saglar. Helikal olmayan kuyruk bolgesi ayn1 zamanda
protein kinaz C (PKC) ve kazein kinaz II tarafindan kas dist miyozin agir zincir
fosforilasyonu i¢in ¢ok sayida bolge igerir. Kas dis1 miyozin II°nin aktivitesini aktiflestiren
kritik basamak 20kDa miyozin hafif zincir (MLC,o) iizerindeki Ser'” fosforilasyonudur. Bu
ilk olarak saflastirilmis trombosit kas digi miyozin II kullanilarak NM II-A ig¢in in vitro da
tanimlanmistir (Adelstein and Conti 1975).

Ser'® fosforilasyonu aktin aktive edilmis MgATPaz aktivitesi, filament toplanmasi
ve in vitroda hareket icin gereklidir. ilave Th'® fosforilasyonu, MgATPaz aktivitesinde ve
filament toplanmasinda artisla sonuglanirken in vitroda hareketlilikte bir degisiklik

olmamaktadir (Ikebe, Koretz et al. 1988).
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Miyozin aktivasyonuna neden olan ¢ok sayida kinaz ile MLCy tizerindeki Ser'’
fosforile edilebilir. Bunlar iginde en iyi tammlanmis olan Ca-kalmodulin bagimh
miyozin hafif zincir kinaz (MLCK) ve Rho aktive edici kinazdir (Matsumura 2005; Zhao
and Manser 2005).

Rho kinaz miyozin fosfatazin miyozin baglayici alt birimini igeren ¢ok sayida
substrat1 fosforile edebilsede MLCK, MLCy i¢in 6zgiil goriinmektedir (Kimura, Ito et al.
1996).

2.4. MOLEKULER TEKNIiKLER

2.4.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA’lar, kan 6rneklerinden, fenol / kloroform yontemiyle izole edilmis ve etanol

ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir (Sambrook 1989).

2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, hedef DNA dizilerinin in-vitro kosullarda ¢ogaltilmasidir. Bu yontem bir polimeraz
enzimiyle gerceklestirildigi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu adini almaktadir. ilk kez 1985

yilinda Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir (Akar 1999).

PCR yontemi, hizli ve az miktarda DNA 6rnegi ile calismaya olanak sagladigi igin
molekiiler biyolojide, adli tipta, evrim ¢alismalarinda ve pek c¢ok alanda en 6nemli
tekniklerden biri haline gelmistir. Yontemin temeli, cogaltilmasi hedeflenen DNA
bolgesinin iki ucunu 6zgiil olarak taniyip baglanabilen sentetik oligoniikleotit primerler

kullanilarak istenilen bolgenin ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir (Akar 1999).

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢ asamadan olugmaktadir. Bunlar, DNA’nin yiiksek
1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya
baglanmasi (hibridizasyon), son olarak zincirin uzamasi (polimerizasyon)’dur. Bu fi¢
asamaya bir PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak iiriin miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina

baglidir. Bu dongii sayis1 genellikle 30-40’dir. Bir PCR igleminde “n” dongii sonunda kalip
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DNA’nin istenilen bir bolgesi yaklasik 2" kez cogaltilmis olur. ilk adimda, cift zincirli
DNA 90-95°C’de yaklasik 5-10 dk siireyle tek zincirli hale gelinceye kadar isitilir.
Ardindan sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiiriilir ve DNA’nin ug¢ kisimlarina
komplementer olan oligoniikleotidlerin tek zincirli DNA'ya 6zgiil olarak baglanmasi
saglanir. Bu oligoniikleotidler kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangic noktast olarak gorev
yaparlar. DNA sentezi 70-75°C arasindaki sicakliklarda gergeklestirilir. Polimeraz enzimi,
niikleotidleri 5° ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef

DNA'nm iki zincirli kopyasini olusturur (Oner 2002).

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan DNA polimeraz enzimi Thermus aquaticus’dan
izole edilen 1s1ya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi ¢alismasi

ve hizli DNA sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir (Akar 1999).

PCR’ dan iyi sonug alinabilmesi degisik faktorlere bagli olarak degisir. Taq DNA
polimerazin 1iyi ¢aligsabilmesi i¢in en etkin oldugu pH’in tiim uygulama boyunca
korunabilmesi en 6nemli faktorlerdendir. Bu amagla reaksiyonlarda son konsantrasyon
10Mm olacak sekilde Tris.HCl pH:8.4 tampon olarak kullanilmaktadir. PCR karigiminda
50-60mM diizeyinde potasyum ve 100 pg/ml jelatin bulunmasinin ¢ogalmayr onemli
miktarda artirdigi saptanmistir. Magnezyum (Mg) +2 degerlikli olup DNA polimeraz’in
caligmasini saglayan en onemli faktordiir. Sahip oldugu pozitif yiik sayesinde negatif yiikli
DNA molekiilleri arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiillerine baglanmasini
kolaylastirir. DNA, dNTP ve proteinlerin tiimii magnezyum(Mg) iyonlarina baglandig: igin
her PCR reaksiyonunda Mg konsantrasyonu deneysel olarak ayarlanmalidir. Fazla Mg
miktar1 Taqg DNA polimeraz enziminin spesifikligini azaltirken, az miktarda olmasi enzim

aktivitesini diisliriir ve enzim inaktivasyonuna yol acar (Akar 1999).

PCR reaksiyonunda diger bir 6nemli faktor deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP)dir
ve bunlar son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde kullanilmalidir. Reaksiyon sirasinda
ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi gereklidir. Kullanilan her bir
deoksiniikleotid trifosfatin (dNTP) konsantrasyonunun esit olmasi dogru firiin elde
edilmesi agisindan Onemlidir. dNTP’nin az miktarda kullanimi olugsan PCR iiriiniiniin
miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi ise yanlis oligoniikleotid eslesmesi sonucu

hedef DNA disindaki bolgelerin ¢ogalmasina neden olur (Akar 1999).
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PCR spesifikliginde oligoniikleotidlerin uzunlugu o6nemli yer tutar. Optimal
uzunluk yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir. Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma sicaklig
kabaca Tm: 4(GC)+2(AT) formiiliiyle hesaplanir. Bu deger oligoniikleotidlerin niikleotid
konsantrasyonlarina baghdir ve hesaplanan uygun sicaklik degeri PCR spesifikligini
arttirmaktadir. Kullanilan oligoniikleotidlerin niikleotid igerikleri rastgele ancak orantili
olmalidir. Tekrarlayan diziler igermemeli, guanin sitozin oram1 % 50i ge¢cmemelidir.
Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA bdlgesi i¢cinde sadece bir kez
bulunmasina dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ¢iftinin u¢ bolgelerinde
ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmamalidir; aksi takdirde
oligoniikleotidin ug¢ bolgeleri birbiri lizerine kivrilarak ya da uygunluk gosteren bolgeler

birbirine baglanarak PCR’ in olumsuz etkilenmesine neden olur (Akar 1999).

2.4.3. Tek Iplik¢ikli Konformasyon Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism) (SSCP)

Mutasyon taramasi i¢in bir¢ok molekiiler teknik gelistirilmistir. Bu yontemlerden
biri de tek iplik¢ikli uygunluk polimorfizmi (SSCP) dir. Bu yontem ile niikleotit dizisinde
mutasyon ya da polimorfizm sonucu olugsmus tek baz degisikliklerini belirlemek

miimkiindiir (Akar 1999).

Tek zincirli DNA parcacig bazi kosullarda niikleotit dizisine bagl olarak belirli bir
sekil alir. Bir baz degisimi DNA pargaciginin konformasyonunun ve dolayisi ile

elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur (Oner 2002).

SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi dnce
PCR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden tek iplikli
hale getirilip, elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel elektroforezinde gd¢ hizlarina
bakilarak sonuglar degerlendirilir. Tek iplikli DNA’nin farkli bantlar gostermesi;
mutasyonu isaret etmektedir (Akar 1999).

SSCP teknigi aym1 anda bir¢cok Ornekte diisiik maliyette mutasyon taramasini
sagladigindan molekiiler genetik caligmalarina hiz kazandirmaktadir. Ydntemden 1yi
sekilde sonu¢ alabilmek i¢in, kullanilan PCR {iriiniiniin 200 bg¢ civarinda olmasi

gerekmektedir (Akar 1999).
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Teorik olarak SSCP ile 200 bg lik bir dizide mutasyon belirleme orani % 90; 400 bg
lik bir dizide mutasyon belirleme oran1 % 80 dir. Incelenen dizinin uzunlugu arttikca
SSCP’ nin mutasyon belirleme yetenegi azalir. Ancak SSCP tekniginin mutasyon
belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’ nin olusturdugu konformasyonu ve
elektroforetik hareketini nasil etkiledigine bagli oldugundan incelenecek dizinin ve
mutasyonun 6zelliklerine bagl olarak duyarlilikta ¢cok biiylik degisiklikler gozlemlenmistir

(Oner 2002).

2.4.4. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi DNA'in niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelmektedir.
Niikleotid dizilerinin saptanmasinda Maxam-Gilbert kimyasal degredasyon yontemi ve
Sanger dideoksi enzimatik yontemi olmak {izere iki temel teknik gelistirilmistir. Her iki
yonteminde dizi analizi yapilacak DNA’nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yliksek volta;j jel

elektroforezi olmak iizere ii¢ ana asamas1 bulunmaktadir (Oner 2002).

Fred Sanger ve arkadaglarinin gelistirdigi yontemde ise, belirli bir bazda sonlanan

bir DNA zinciri sentezi gerceklestirilmektedir (Oner 2002).

Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in kalip olarak
kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz ile kataliz edilir. Tepkime karigiminda; dizisi
belirlenecek DNA 6rnegi, polimeraz enzimi, oligoniikleotid, dort farkli ANTP, dort farkl
ddNTP ile enzimin ¢alismasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da
oldugu gibi denatiirasyon, yapisma, uzama sikluslarinin belirli sayida tekrarlanmasiyla
gerceklestirilir [88]. Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu
bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH
grubu tasimadigi i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir
DNA parcacigi elde edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon
karisimi kalip DNA zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az
miktarda ddNTP’den sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde
farkli bir ddNTP bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile
goriintiilenir. Bu bantlar yukaridan asagiya dogru okunarak dizi saptanir (Akar 1999; Oner

2002).
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Giliniimiizde dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif
izotoplar yerine de floresan boyalar kullanilmaktadir. Sistem, iizerindeki lazer 15181 ile
farkl 6zellikteki floresan boyalar1 algilar, her niikleotid icin ayr1 renkte bir pik olusturarak

niikleotid dizisini belirler (Oner 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1.HASTA GRUBUNUN OLUSTURULMASI

Bu ¢alisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali; Pediatrik  Molekiiler Patoloji  ve Genetik Bilim Dali  Laboratuarinda
gerceklestirilmistir. Calismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatri Klinigi
Hematoloji laboratuarina verilen tam kan ornekleri ve periferik yaymalar degerlendirildi.
Yapilan degerlendirmede:

1-Tam kan sayiminda MPV degeri >12 fl bulunun olgular,

2-MPV degerinin normal olmasina karsin periferik yaymada agirlikli olarak iri
trombositlerin goriildiigii olgular ¢alismaya dahil edildi. Calismanin yapildigi donemde
belirtilen kriterlere uygun 122 06rnek tespit edildi ve degerlendirmeye alindi. Yas
ortalamas1 13.6 olan olgularda cinsiyetler arasinda farklilik bulunmamaktaydi. Olgulardan
2, 2 ve 1 tanesi ayn ailelerden gelmekte olup hem bu olgularda hem de diger olgularda
bilinen sendromik bir hastalik bulunmamaktaydi. Calismaya katilan tiim hastlardan
katildiklarina dair onam formu alinmistir. Sekil 3.1 de calisilan ailenin soy agact
gosterilmistir.

r—1—

ok md od
e

Sekil 3.1: Calisilan ailenin soy agaci.
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3.2.YONTEM

Yaptigimiz calismada dev trombositli 122 hasta DNA’s1 tarandi. Taramalarda
SSCP teknigi kullanildi. Ug aileden ¢alisilan olgularin DNA’s1, dogrudan DNA dizi analizi

yapilarak incelenmistir.

3.2.1. DNA izolasyonu

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0.5M Etilendiamintetraasetikasitli
(EDTA) (Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9 ml kan 6rnegi alinir. Alinan kan 6rnegi 50
ml.lik falkon tiip icerisinde 25 ml RBC( Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM
Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya) 10mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya);
0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)]eklenir, calkalanarak 20 dk buzda bekletilir.
Sogutmal1 santrifiijde (Hettich, Almanya) +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatant dokiilerek, ¢okelek tizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu
eklenir. Bu islem tiim eritrositler giderilene kadar tekrarlanir. Son kez siipernatant
dokiildiikten sonra dipte kalan 16kositler tizerine 1000 pL RBC lizis soliisyonu eklenir ve
bu karistmin 800 pL’si ependorf tiipiine alinarak -20°C’de stok olarak saklanir. Geriye
kalan 200 pL bir ependorf tiipline alinarak iizerine 20 pg/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 kati1 olacak sekilde
niikleaz soltisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM Sodyum Klorid
(Merck, Almanya), 1 mM pH: 8.0 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek bir gece
56°C*de sicak su banyosunda (Memmert, Almanya) bekletilir.

Ikinci giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya),
Kloroform(Merck, Almanya), izoamil alkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk calkalanir
ve buz icerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilir. iki
faza ayrilan karisimin iist kismi bagka bir eppendorf tiipiine alinarak iizerine toplam
hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %
95’lik alkol (Tiirkiye) eklenir. Eppendorf tiipii ters diiz edilerek DNA goriiniir hale
getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.
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Uciincii giin tiipler +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir.
Stipernatant kismi dokiilerek tiipe 500 pL % 70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000 rpm’de
20dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dokiiliir ve tiipler kurutma kagidi iizerinde
kapaklar1 agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan sonra tiiplerin 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 saklanmistir.

3.2.2. MYH9Y Geni Uzerindeki Uygulamalar

MYH9 geni {lizerinde yaptiZimiz incelemelerde kullanilan polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in yapilan PCR karigimi igerigi 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 8.3); 15
mM MgCI2 olarak ayarlanir. Baz1 tamponlarda BSA (Bovine Serum Albumine), gliserol,
betain, DMSO (Dimetil siilfoksit) de bulunabilir. dNTP (Fermentas, Litvanya)
karisimindan 10 mM stok hazirlanir. Primerler (ABD) liyofilize olarak alinir, 100 pM

olacak sekilde stok hazirlanir.
3.2.3. MYH9 Geni icin PCR Kosullar1

MYHY9 geninde ekzon 1, ekzon 16, ekzon 30 ve ekzon 40’ta mutasyon taramasi
yaptik. Ekzon 1 ve ekzon 16 ATP hidrolizinin oldugu aktinin baglandig1 miyozin bas
bolgesinde, ekzon 30 ve ekzon 40 ise filament olusumundan sorumlu miyozinin gubuk
kisminda bulunmasindan dolay: se¢ilmistir. Bu ekzonlar i¢in uygun primerler daha once

yayinlanmis olan bir makaleden alinmistir*.

Cizelge 3.1: Primerler. *Buradaki primerler daha 6nce kullanilmistir (Dong, Li et al.
2005).

Ekzon S’primer 3’primer Uzunluk Primerin
(be) baglanma
sicakhigi

tgccaagaagetggtatgg J| taacgctecttgaggttgtg 55.9°C

tgttctaggcatgttctaggcea || ttctacatggatggaggacg 55.9°C
ggaaactgctgaggaggtga || agaggaaatgeaaaggatgg 55.9 °C
tgcttetttctggtgggag acagcagtcccaagaaggtg 55.9°C
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Polimeraz zincir reaksiyon kosullar1 ise su sekildedir: 95 °C’ de 5 dk, 35 dogii ile
94 °C de 0,5 dk, 55,9 °C 0,5 dk ve 72 °C 0,5 dk tekrarlanir. Son asamada 4 °C de 5 dk
bekletilir. PCR iirtlinleri % 2’lik agaroz jele 10 pl yliklenmistir.

Ekzon 1

TGCCAAGAAGCTGGTATGGGTGCCTTCCGACAAGAGTGGCTTTGAGCCAGCCA
GCCTCAAGGAGGAGGTGGGCGAAGAGGCCATCGTGGAGCTGGTGGAGAATGG
GAAGAAGGTGAAGGTGAACAAGGATGACATCCAGAAGATGAACCCGCCCAAG
TTCTCCAAGGTGGAGGACATGGCAGAGCTCACGTGCCTCAACGAAGCCTCGGT
GCTG CACAACCTCAAGGAGCGTTA

Dizi 3.1: Ekzon 1 i¢in i¢cin PCR ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alti ¢izili olarak
gosterilmistir.

Ekzon 16

TGTTCTAGGCACGGAAGTGAGACCGCATGCATGTGTTTTCTTCTCCAGGCCGGC
AAGCTGGACCCGCATCTCGTGCTGGACCAGCTGCGCTGCAACGGTGTTCTCGA
GGGCATCCGTATCTGCCGCCAGGGCTTCCCCAACAGGGTGGTCTTCCAGGAGT
TTCGGCAGAGGTGAGCCAGGGCCCGGAGCCCGCTTCTCCTGGGCCCTGCTGTG
CGTGCAGTGAGTCCCAGAGGTGGGCTGCTGCTCCCTGGCAGGATCCTGTCGTG
AGGGAGCGACGTCCTCCATCCATGTAGAA

Dizi 3.2: Ekzon 16 i¢in PCR ile ¢cogaltilmis dizi. Primerler alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.

Ekzon 30

GGAAACTGCTGAGGAGGTGAAGAGGAAGCTCCAGAAGGACCTGGAGGGCCTG
AGCCAGCGGCACGAGGAGAAGGTGGCCGCCTACGACAAGCTGGAGAAGACCA
AGACGCGGCTGCAGCAGGAGCTGGACGACCTGCTGGTGGACCTGGACCACCA
GCGCCAGAGCGCGTGCAACCTGGAGAAGAAGCAGAAGAAGTTTGACCAGGTG
TGTGGCCGTTGGCCCCATCCTTTGCATTTCCTCT

Dizi 3.3: Ekzon 30 i¢in PCR ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.

Ekzon 40

TGCTTCTTTCTGGTGGGAGCAGCCAGGCACCTGGTTTCCCTCTCGAATTCACTT
TGAGATGTGTGGGCTGTGCTGTGGCCGCCCCTGGCCTGGCCGGGCCCGCTGAC
CCTCTGCTTCTACCTCTGCCCCCAGGCGCGGGGACCTGCCGTTTGTCGTGCCCC
GCCGAATGGCCCGGAAAGGCGCCGGGGATGGCTCCGACGAAGAGGTAGATGG
CAAAGCGGATGGGGCTGAGGCCAAACCTGCCGAATAAGCCTCTTCTCCTGCAG
CCTGAGATGGATGGACAGACAGACACCACAGCCTCCCCTTCCCAGACCCCGCA
GCACGCCTCTCCCCACCTTCTTGGGACTGCTGT

Dizi 3.4: Ekzon 40 i¢in PCR ile ¢cogaltilmis dizi. Primerler alt1 ¢izili olarak gosterilmistir.
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3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD), kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yiizdelerde
hazirlanir. Bizim calisgmamizda PCR friinlerini % 2’lik agaroz jelde degerlendirdik .%
2’lik jel i¢in 3 g agaroz tartilip TAE 1X (Tris-HCI Asetik asit, EDTA) ile 150 ml’e
tamamlanir. TAE 1X soliisyonu TAE 50X soliisyonunun 1/5 oraninda distile su ile
seyreltilmesiyle hazirlanir. Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga
firnda kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromit (Sigma, ABD)’in % 5°lik stok soliisyonundan 5
ul ilave edilir. Iyice karistirildiktan sonra dnceden uygun taraklar konularak hazirlanmis
olan jel tabagina (Thermo Midicell Primo) dokiiliir. Agarozun donmasi i¢in yaklasik 30 dk
beklenir. Jelin donmasindan sonra jel tabagi ile birlikte elektroforez tankina yerlestirilir.
Elektroforez tanki TAE 1X soliisyonu ile jelin iistii kapanacak sekilde doldurulur. PCR
tirtinlerinden 10 pl almip, 3 pl Brom-Fenol Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile
karistirtlarak jele yiiklenir. PCR {irlinlerinin degerlendirilmesi ve reaksiyonun istenilen
uzunluktaki dogru bolgeyi ¢ogalttigin1 gorebilmek i¢cin marker (QX174 DNA Hae III
BioLabs, ABD) PCR iiriinleri ile birlikte jele 2 pl kadar yiiklenir. 80 V akimda 25-30 dk

yiiriitiiliir. Ultraviyole 151k (Spectroline, ABD) altinda incelenir ve fotograflanir.

3.2.5. SSCP Jeli i¢in Poliakrilamid Jel Hazirlamsi

% 7 lik poliakrilamid jelin hazirlanmasi: Bu jelin hazirlanmasinda % 40 Iik 49:1
oranindaki akrilamid/ bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 196 g akrilamid
(Merck, Almanya) ve 4 gr N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) 200 ml distile su

ile 37°C’de 1sitilarak ¢ozdiiriiliir ve hacim distile su ile 1000ml’ye tamamlanmustir.
Jel yapimu i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (Amresco, ABD), 27,5 g
Borik asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya)

distile su ile 1000 ml hacme tamamlanarak yapilmistir.

Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan % 10’luk Amonyum Persiilfat; 0.3 g Amonyum

Persiilfat(AppliChem, Almanya) distile su ile 3 ml’lik hacme tamamlanarak hazirlanmistir.
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Akrilamid monomerlerinin polimerlesme reaksiyonunu katalizleyen TEMED (Tetra Etil

Metilen deamin) (AppliChem, Almanya) ise hazir olarak bulunur.

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan sonra

deiyonize suyla durulanir. % 70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 1.5 mm’lik spacerlar
yardimiyla arada 1.5 mm bosluk birakilmas: saglanir ve klemplerle sabitlenir. Jel

dokiildiikten sonra yine 1.5 mm’lik tarak oturtulur.

Jelin polimerlesmesinden ve taraklarin ¢ikarilmasindan sonra camlar vertikal jel
elektrofezine yerlestirilerek tlizeri TBE 1X soliisyonuyla doldurulur. PCR firlinlerine
spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme boyasi eklenmistir.
Kullanilan yilikleme boyast toplam hacminde % 95 formamid, 20mM EDTA, % 0,05
Xyelene Cyanol, % 0,05 Brom-fenol mavisi i¢germektedir. 40 pl PCR firiinlerine 8 pl
yiikleme boyasi1 eklenerek 99 °C‘de 8 dk denatiire edilir.

Orneklerden 10 pl kuyucuklara yiiklenerek 13 0 V da baz ¢ifti uzunluklarina gore 15-18
saat slireyle +4°C de akima tabi tutulur. Bantlar, glimiis boyama teknigiyle boyanarak

goriiniir hale getirilir.

3.2.6. SSCP Jeli i¢cin Giimiis Boyama

Glimiis boyama icin ii¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi %
I’lik giimiis nitrat ¢ozeltisidir. 5 g giimiis nitrat (AgNO3) (AppliChem, Almanya) tartilip
distile su ile 500 ml’ ye tamamlanir. Ikinci ¢ozelti % 15 lik sodyum hidroksit (NaOH)
cozeltisidir. 150 g kat1 sodyum hidroksit distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanir. Son soliisyon ise % 7,5’lik Sodyum B bikarbonat soliisyonudur ve bu soliisyon

% 7,5’1ik sodyum bikarbonat (Na2CO3) distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanan % 0,1’lik glimiis nitrat soliisyonu ile 5 dk muamele edilir. Daha sonra % 1,5’lik
sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip giimiis soliisyonunu agamasini takiben

jelle muamele edilir.
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Jel % 0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu i¢inde birka¢ dakika birakilarak
boyama islemi sonlandirilir. Boylelikle jeller goriiniir hale getirilerek bant farkliligi olan

ornekler belirlenir.

3.2.7. PCR Uriinlerinin Temizlenmesi (Piirifikasyon)

MYHY9 geni i¢in belirlenen bolgeler polimeraz zincir reaksiyonu ile taranip SSCP
(single strand conformation polymorphism) teknigi ile farkli bant goriintiisii veren DNA'lar
belirlendikten sonra bu DNA’lardan tekrar PCR yapildi ve PCR iiriinleri PCR piirifikasyon
kiti (Agencourt, Beckman Coulter, USA) kullanilarak temizlendi. Miknatis 6zelligindeki
magnet {izerine yerlestirilen plate’e 50 ul per iiriinii konuldu. Uzerine 1.8 kat1 kadar (90 pl)
agencourt clean soliisyonundan eklendi. 3—4 dk beklenerek DNA’larin miknatishi alana
yapigmasi saglandi. Ust kisimda yer alan supernatant atildi ve 200 pl % 70 lik etanol
eklendi. 30 sn. beklendi. Siipernatant pipetle uzaklastirildi. Bu islem iki kez tekrar edildi.
Oda sicakliginda 6rnekler 10—15 dk. kurumaya birakildi. Kurutma isleminden sonra 40 pl
deiyonize su ile sulandirilarak DNA’nin ¢6ziinmesi saglandi. Daha sonra her bir ekzon i¢in

temizlendigi diisliniilen DNA’lar % 2’lik agaroz jelde incelendi.

3.2.8. DNA Dizi Analizi

Her bir ekzon i¢in birbirinden farklari tespit edilen DNA Orneklerinin niikleotit
dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik sekans cihazi (CEQ800XL, Beckman
Coulter, USA) kullanildi. Bunun i¢in 0,2 ml’lik, 96 tane kuyucuk igeren plaklar kullanilip
her bir kuyucuga 12 pl premiks (2 pl 10X reaksiyon tamponu, Iul ANTP karigimi, 2ul
ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP, 1ul polimeraz enzimi), Sul temizlenmis PCR
iiriinii, 20 pmol primer konularak “cycle sequencing” islemi gerceklestirildi. Bunun i¢in
plaklar, PCR cihazina (Biometra, Almanya) yerlestirilip 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 30
siklus 96°C’de 20 s denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4 dk’lik uzama evresi
gergeklestirildi. “Cycle sequencing” sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun durdurulmasi
icin her bir kuyucugun dibine 5 pl durdurma soliisyonu (1,5 M C2H302Na, 50 mM
EDTA, 20 mg/ml’lik Glikojen) pipetlendi. Orneklerin iizerine 60ul % 95’lik soguk etanol
eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiijlenerek (Hettich, Almanya) yikama islemi
gerceklestirildi. Ustteki kistm dokiilerek % 70’lik alkolden 200 ul eklenip, +4°C’de 4000
rpm’de 2 dk santrifiijlenerek tstteki kisim dokiildii. Bu iglem bir kez daha tekrarlandiktan
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sonra plak 300 rpm’e ¢ikana kadar ters olarak santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi.
Plak, liyofilizator cihazina (Christ, Almanya) yerlestirilip ve yliksek vakum altinda
ornekler kurutuldu. Kuruyan orneklerin tizerine 25 pl formamid igeren soliisyondan
konularak DNA zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglandi. Her bir kuyucuk
mineral yag ile kapatildiktan sonra plak, DNA dizi analizi cihazina yerlestirildi ve elde
edilen sonuglar CEQ Sequencing Software programi kullanilarak dalgalar halinde goriiniir

hale getirildi.

40



4. BULGULAR

4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

Ekzon 16

Ekzon 30

B B R ———

Sekil 4.1. Ekzon 1, ekzon 16, ekzon 30 ve ekzon 40’a ait PCR f{iriinleri % 2’lik agaroz jel

gorintiileri.
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4.2. Tek Iplik¢ikli Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) Bulgular

Ekzon 16:

Ekzon 30:

' Ekzon 40:

Sekil 4.2. Ekzon 1, ekzon 16, ekzon 30 ve ekzon 40 i¢in SSCP jel goriintiisii.
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234 bg’lik ekzon 1 de SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda farkli bant

ornegi tespit edilmistir.

Sekil 4.3. Ekzon 1°deki farkli bantin SSCP jel goriintiisii.

SSCP ler sonucunda farkli bant goriintiisii veren DNA’lar belirlendikten sonra
DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan DNA dizi analizi sonuglart MYH9 geninde taranan
ekzona ait diziyle karsilagtirilarak farklilik olup olmadigina bakilmistir. Ekzon 1 i¢in SSCP

de farkli bant veren bir hastanin DNA dizi analizi sonucu asagidaki gbidir.

AQTOECTTTEASCCACCE CAOTOTCLLA DO A

Sekil 4.4. Ekzon 1 i¢in SSCP de farkli bant veren hastanin DNA dizi analizi.

Ekzon 1’¢ ait primerlerle yapilan DNA dizi analizi sonucunda 122 dev trombositli
hastalardan birinde, p.45Ser>Ser sessiz mutasyonuna (silent mutation) neden olan

C 2> T (c.366C>T) baz degisimini saptadik.
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Ekzon 16

GC TGC TCCC TG GCAGGATCCTGTC

A
fi
Il
P

{ VY ey | ‘IJ Ao

1 | ‘I fiik
VAT D, S 1 B NI VAT U VA 2 T T

Ekzon 30

CCAGAGCGCGT GCAACCT GG AG

[ |f TR [\ f\ .I

| | [ [ M
BT (VT B4 B W4 RO A AV G 0 0 T A VA TR WY D1

Ekzon 40

GGGGAT GGCTCCGACGAAGA GGT A

Sekil 4.5. Ekzon 16, ekzon 30, ekzon 40 i¢in DNA dizi analizi sonuglart.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cizelge 5.1: MYH?Y iliskili bozukluklara neden oldugu bilinen 33 mutasyon.

MYH) iliskili bozukluklara neden oldugu bilinen 33 mutasyon (PMID: 18676005)

PMID (PubMed -
indexed for MEDLINE)

10973259
11776386
11752022
11590545
10973259
11590545
11023810
16642488
18059020
12792306
18284620
11590545
18059020
10973260
10973259
11776386
11776386
11752022
11776386
11159552
10973259
18059020
16818291
12533692
10973259
18192507
18059020
11776386
11159552
18059020
10973259
18059020
12792306
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NMHC II-A, hiicre yayilmasinda, hareketinde, hiicre morfolojisinin korunmasinda

ve sitokinizde 6nemli fonksiyonlara sahiptir (Dong, Li et al. 2005).

Insanlarda MYH9’daki tekli amino asit mutasyonlar1 ¢ok sayida farkli doku ve
hiicrede bozuklukla sonuglanir. Ancak az da olsa kan trombositlerindeki bozukluk
sonucunda kanama bozuklugu, bobrek iltihabi, igsitme kaybi, 16kosit inkliizyonu ve katarakt
goriilebilir. Kas dist miyozin agir zincir tip [I-A (NMHC II-A) da tanimlanmis nokta

1933

mutasyonlarnin arahgi Asn” ile baslamakta ve Arg ile sonlanmaktadir (Heath,

Campos-Barros et al. 2001).

Beklenildigi gibi farkli yerlerde goriilmelerine ragmen  tekli amino asit
mutasyonlart molekiillerin korunmus kisimlart ile sinirlidir. Aym1 mutasyon ¢ok sayida
farkli bozukluklara yol acarken yukarda sozii edilen organ ve hiicreler her zaman
etkilenmektedir. Arg702Cys siirekli olarak bobrek, isitme ve trombositlerdeki bozukluklarla
iliskilendirilen goreceli frekansta bir mutasyondur. Kas dist agir zincir tip II-A’nin
izoformlarindaki agir meromiyozinin (HMM) aktivitesi iizerine olan mutasyonlardan
Asn’’Lys mutasyonu, aktin aktive edilmis MgATPaz aktivitesini ve in vitro hareketliligin
her ikisini de diisilirerek Arg702Cys gore daha cok etki gostermektedir (Hu, Wang et al.
2002).

Miyozin ¢ubugundaki dért farkli mutasyonunu (Arg''®Cys, Asp'***Asn, Glu'**'Lys
and Arg1933Stop) in vitroda c¢alisan Franke ve arkadaslari bu mutantlarin baskin rol
oynayarak diizgiin yabanil tip ¢ubuk pargalarinin toplanmasina miidahale ettigini

gostermistir (Franke, Dong et al. 2005).

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar NM II-A’nin trombositlerin megakaryositlerden
olusumu sirasindaki roliinii anlamaya olanak saglamistir. Chen ve arkadaslart NM II-A
bakimindan islev dis1 birakilmis fare embiryonik kok hiicrelerini tamamiyla protrombosit
olusturabilen megakaryositlere farklilastirmay1 gostermistir. Ote yandan bu hiicrelerde NM
II-A’nin, ya ekzojen ifadeyle ya da MLCyo’nin taklit edilmis fosforilasyonu ile
aktivitesinin yiikselmesi protrombosit olusumunu 6nemli derecede azalttigi gostermistir
(Chen, Naveiras et al. 2007). Benzer sekilde Chang ve arkadaslar1 engellenmis Rho kinaz

ya da miyozin hafif zincir kinaz (MLCK) aktivitesi sonucunda protrombosit olusumunda
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artis oldugunu bulmustur.Bu deneyler NM II-A aktivitesinin protrombosit olusumu negatif

yonde diizenlendigini gdstermesinden dolay1 ilgingtir. (Chang, Aurade et al. 2007).

NM II-C ile ilgili olarak, NMHC II-A’daki mutasyona ugramis Arg Cys ile
homoloji gosteren NMHC deki Arg’*°Ser mutasyonu sonucunda insanlarda isitme kaybi
oldugu bulunmustur. Dolayisiyla NM II-A ve NM II-C’nin her ikisinin de isitmede rol
oynadigi belirtilmistir (Donaudy, Snoeckx et al. 2004).

Su anki verilerle MYHY9 mutasyonlar1 i¢in iki olasi mekanizma Onerilmistir.
Birincisi, mutant agir zincirler kararsizdir ve hiicre tarafindan degrede edilmistir.
Dolayisiyla yabanil tip yetersizliginden &tiirii hematolojik belirtiler gdzlenmistir. Ikinci
olasilik ise, mutant agir zincirler dominant aktiviteye sahip olup yabanil tip agir zincirin
yetenegini, yabanil tip seviyesinde hiicresel fonksiyon sergilemek i¢in inhibe etmesidir. Bu
durum,

1. bipolar filamentlerin toplanmasini bozarak

ii. bipolar filamentlerin yetenegini zayiflatarak (aktin filamentlerin diizgiin

yerdegistirmeleri 6nlemek igin)

iii. yabanil tip agir zinciri aktivite bolgesinden uzak tutarak olusabilir (Franke,

Montague et al. 2007).

Biz calismamizda 122 dev trombositli hastada mutasyon tarama yoluyla MYH9
genindeki olas1 olabilecek bir gen degisiminin bu hastaliklarla olan iligkisini aragtirmay1
amacladik ve yalnizca ekzon 1 de, p.45Ser>Ser sessiz mutasyonuna (silent mutation)
neden olan C - T (c.366C>T) baz degisimini saptadik. Gelecekte yapilacak olan
caligmalarla mutasyonlarin, kas dist miyozin II’'nin yapisimt ve fonksiyonunu nasil
bozdugunu ve MYHY iliskili hastaliklara neden olan biyokimyasal mekanizmalarin tam

olarak anlasilmasint miimkiin kilacaktir.
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