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Norofibromatozis tip 1 (NF1), toplumda 1/2500 insidansi ile ortaya g¢ikan bir otozomal
dominant hastalik olup ciltte siitlii kahve lekeler, ¢illenmeler, norofibrom olarak isimlendirilen
farkli boyutlarda iyi huylu timoérler ve malin periferik sinir kilifi tiimorleri (MPNST) gibi
belirtiler verir. Bunun yan1 sira kafa sinirlerinde, omurilikte, beyinde timérler gelisebilmekte ve
omurga egriligi gibi kemik seklinde bozukluklar meydana gelebilmektedir. Klinik ¢alismalari
cok fazla degiskenlik gosterir. Bu klinik degiskenligin ortaya ¢ikmasindaki goriislerden biri
NF1 geni iizerindeki modifiye edici faktorlerin varligidir. Bu modifiye edici faktorlerden biri
telomerler, bir digeri ise mikroRNA’lardir (MiRNA). Telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi
bugiin birgok hastalikla iligkili bulunmustur. Kii¢iik kodlanmayan RNA’lardan olan miRNA’lar
ise, gen ifadesinin post transkripsiyonel diizenleyicileri olarak fonksiyon gosteren RNA’lardir.
miRNA’larin, NF1 ile iligkili tiimdrler dahil olmak iizere kanserde 6nemli bir rol oynadigi
bulunmustur.

Bu tez calismasinda, NF1 hastalarindan elde edilen kiitandz ve pleksiform ndrofibrom timor
dokularindaki telomer uzunluklari, telomeraz aktiviteleri ve miRNA gen ifadelerinin kontrol
dokuya gore degerlendirilmesi amaglandi. Bunun igin taze dondurulmus 11 doku se¢ildi ve bu
dokularda telomer uzunlugu, telomeraz aktivitesi ve segilen 19 miRNA’nin gen ifadesi kantitatif
gercek zamanli PZR yontemi ile degerlendirildi. Analiz sonuglarina gore O6zellikle kontrol
dokuya gore pleksiform nérofibrom tiimor dokularinda telomer uzunlugunda kisalma, telomeraz
aktivitesinde diistis, miRNA analizlerinde de yiiksek oranda ekspresyon goriilmiistiir. Kiitandz
norofibrom tiimoér dokularinda da kontrol dokularina gore telomer uzunlugunda, telomeraz
aktivitesinde ve miRNA ekspresyon diizeylerinde de farkliklar gozlenmistir.

Telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesindeki herhangi bir degisiklik hastaligin ilerlemesini
etkileyebilir. NF1 hastalarinda telomeraz aktivitesinin ve TERT ekspresyon seviyesinin yiiksek
dereceli malignite i¢in potansiyel belirtegler oldugunu gosterebilir.
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Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dominant disease that occurs with an incidence
of 1/2500 in society and gives symptoms such as milk coffee spots on the skin, freckles, benign
tumors of different sizes called neurofibromas and malignant peripheral nerve sheat tumors
(MPNST). In addition, tumor development may happen in the spinal cord, cranial nerves, and
brain, also bone deformities such as scoliosis. Clinical studies show a lot of variability. One of
the views about these clinical variations is the existence of modifier factors in the NF1 gene.
One of these modifying factors is telomeres, and another is microRNAs (miRNA). Telomere
length and telomerase activity have been found to be associated with many diseases today.
miRNAs, which are one of the small non-coding RNAs, are RNAs that function as post-
transcriptional regulators of gene expression. miRNAs have been found to play an important
role in cancer, including tumors associated with NF1.

In this thesis study, it was aimed to evaluate telomere lengths, telomerase activities and miRNA
gene expressions in cutaneous and plexiform neurofibroma tumor tissues obtained from NF1
patients according to the control tissue. For this purpose, 11 freshly frozen tissues were selected
and telomere length, telomerase activity and gene expression of 19 selected miRNAs were
evaluated by quantitative real-time PCR method in these tissues.

According to the results of the analysis, shortening in telomere length, decrease in telomerase
activity and high expression in miRNA analysis were observed in plexiform neurofibroma
tumor tissues compared to control tissues. Differences in telomere length, telomerase activity
and miRNA expression levels were also observed in cutaneous neurofibroma tumor tissues
compared to control tissues. Any changes in telomere length and telomerase activity may affect
disease progression. It may indicate that telomerase activity and TERT expression level are
potential markers for high-grade malignancy in NF1 patients.
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1. GIRIS

Von Recklinghausen hastaligi veya diger adiyla Norofibromatozis tip 1 (NF1
(OMIM#162200), insan sinir sistemiyle beraber ¢oklu organ sistemlerini etkileyen en
stk gbzlenen tek gen hastaligidir (Sharafi ve Ayter 2018). NF1 deride pigmentasyon
bozukluklar1 (“Café-au-lait” (CALMs)) lekeler, koltuk alti ve kasik bolgelerinde
cillenme), iskelet ve kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 (skolyoz, hipertansiyon),
Lisch nodiilii, sinir sisteminde tiimorlesmeye yatkinlikla gibi ¢esitli klinik 6zelliklere
sahip, goriilme siklig1 1/2500 olan (Wilson vd. 2021), otozomal dominant bir hastaliktir
(Brems vd. 2009, Le ve Parada 2007). Bununla birlikte NF1, merkezi sinir sistemi
(optik gliom), periferik sinir sisteminde (ndrofibrom), malign periferik sinir kilif timdri
(MPNST), astrositom ve 16semi gibi farkli tiimor ve kanserlere sebep olmaktadir (Le ve
Parada 2007, Brems vd. 2009). NF1 hastalarinin yumusak doku sarkomlarini gelistirme
riski 50 kat, juvenil miyelomonositik 16semi (JML) riski 200 kat, akut lenfoblastik
16semi (ALL) riski 5 kat, optik glioma gelistirme riski 1000 kat, beyin ve spinal timor
gelistirme riskleri ise normal topluma gore 40 kat daha fazladir (Cichowski ve Jacks

2001).

NF1 hastaligi, 17. kromozomun 17ql11.2 bolgesinde NF1 genindeki mutasyonlar
nedeniyle ortaya ¢ikar (Shen vd. 1996). Bu mutasyonlar NF1 gen diriinii olan
norofibromin protein sentezini etkileyerek NF1 hastaligini ortaya ¢ikarir (Brems vd.
2009, Le ve Parada 2007). Norofibromin, en fazla sinir sisteminde bulunmaktadir. Ayni
zamanda yetigkin bireylerde noronlarda, oligodendrositlerde ve Schwann hiicrelerinin
yant sira keratinosidler, adrenal medulla ve beyaz kan hiicrelerinde bulunmustur
(Gottfried vd. 2006). Ayrica, neurofibromin bir tiimor baskilayict olarak RAS sinyal
yolagini negatif regiile eder (Boyd vd. 2009, Trové -Marqui ve Tajara 2006).  NF1,
tam penetrasyon gosteren basit bir Mendel bozuklugudur ancak oldukg¢a degisken bir
ekspresyon gostermektedir, NF1 hastalarinin klinigi hastalar arasinda, hatta ayni
mutasyonu gosteren aile bireyleri arasinda bile farkli olabilmektedir. Bu konu ile ilgili
cok sayida ¢aligma mevcut olup goriislerden birisi de kisilerin epigenetik farkliliklarinin
NF1 genleri iizerine modifiye edici genlerin etkili olabilmesi dolayisiyla NF1 gen ifade

diizeylerindeki degisiklikler olarak diisiinlilmektedir. Cesitli aday genlerin klinik



varyasyonlar i¢in modifiye edici etkisi ¢aligilmaktadir. Bu degisiklikler arasinda telomer

uzunlugunun da etkili olabilecegi son yillarda yapilan ¢aligsmalarla vurgulanmaktadir.

Telomerler dogrusal kromozomlarin uclarindaki tekrarlayan niikleotid dizileridir,
kromozom replikasyonunun sonlanmasinda kritik rol oynarlar. Telomerlerin yapist ilk
kez Hermann Muller (1938) ve Barbara McClintock (1941) tarafindan drozofila ve
musir ile yapilan caligmalarda tanimlanmigtir. Muller kromozomlarin telomerlerindeki
bu yapilarin biitiinliigii korumak i¢in var oldugunu vurgulamis, telomer terimini ilk
kullanmis ve daha sonra McClintock bu yapilarin kromozom stabilitesi i¢in 6nemli

oldugunu vurgulamistir.

Telomer uzunlugu bugiin birgok hastalikla iliskili bulunmustur (Mayer vd. 2006).
Miyeloid malignensilerde goriilen sitogenetik anomaliler/ andploidiler normalden kisa
telomer uzunlugu ile iligkili bulunmustur (Hartmann vd. 2005). Telomer uzunlugu
telomeraz enzimi ile korunur. Son yillarda telomer uzunlugunun l6semi ve meme
kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli tiimorlerin prognozu igin gili¢lii ve yeni bir hiicresel
belirte¢ olabilecegi vurgulanmaktadir. Meena ve arkadaslari norofibromatoziste
MPNST’ler (Malin periferik sinir kilifi timorleri) i¢in telomer uzunlugunun Snemli
oldugunu gostermislerdir ancak pleksiform ve kutanéz norofibromada durumun nasil
oldugu konusunda detayl1 bir bilgi mevcut degildir. Ayn1 arastirmaci grubu daha once
de MPNST’lerde telomeraz enziminin durumunu ¢alismiglar ve telomeraz enziminin bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegi olasiligini giindeme getirmislerdir (Mantripragada
vd. 2008).

Bir diger belirteg olarak da NFI1 ile ilgili literatiirde bir ¢ok aday modifiye edici gen
bulunmaktadir (Sharafi ve Ayter 2018, Ratner ve Miller 2015). Bu aday modifiye edici
genlerden birisi de mikroRNA (miRNA)’lardir (Ratner ve Miller 2015). miRNA’lar
hastaliklarda potansiyel birer biyobelirte¢ gorevi gormektedirler. miRNA’lar tiimor
gelisimi ve progresyonunda, gen ifadesinin diizenlenmesinde kritik bir role sahiptirler
(Masliah-Planchon vd. 2013). miRNA’larin, yaklasik 20 yi1l 6nce tanimlanmalarindan
bu yana norofibromatoz tip 1 (NF1) ile iliskili tiimorler dahil olmak {izere kanserde

onemli bir rol oynadig1 bulunmustur.



NF1, en yaygin kalitsal timor yatkinlik sendromudur ve malign periferik sinir kilifi
timorlerinin (MPNST'ler) gelisimi yoluyla maligniteye yol agabilir. Giderek daha acik
hale geliyor ki miRNA'lar bu siire¢te 6nemli bir rol oynar ve tiimér olusumunun hem

tanisal hem de prognostik belirtegleri olarak kullanilma potansiyeline sahiptirler (Sedani
vd. 2012).

Bu nedenle, bu tezde hem telomer uzunlugu durumunun hem de miRNA ‘larin NF1 ile
iliskili timorlerde nasil bir etkisi oldugunun goériilmesi amaglanmistir. NF1 klinigi i¢in
onemli olabilecek telomer uzunluklarinin ve telomeraz aktivitesinin miktarin
saptamayi, farkliliklarin1 ortaya koymayr ve bu farkliliklar1 tiimor tiiriine spesifik
hiicresel bir belirteg olarak kullanabilme olasiligini gostermek, miRNA’larin da bu
stirecte prognostik ve gen ifadesi diizeyinde ne gibi etkilerinin olabileceginin goriilmesi
amaglanmigtir.  Onkojenlerin  ve timor baskilayict  genlerin  ekspresyonunun
diizenlenmesinde yer alan miRNA'lar, NF1 timorleri i¢in hedefe yonelik tedavi
adaylaridir  (Sedani vd. 2012). Bu nedenle, bu kii¢ciik RNA'larin incelenmesinin

sonunda 6nemli bir fark yaratacagi umulmaktadir.



2. KURUMSAL TEMELLER

2.1 Norofibromatozis Tip 1

NF1 hastaligi, kromozom NF1 (OMIM# 613113; kromozom 17q11.2) geninin kalitsal
otozomal dominant ya da de novo mutasyonlarla fonksiyonunu kaybetmesiyle meydana
gelmektedir (Wegscheid vd. 2018). Norofibromini kodlayan NF1 geni 1990 yilinda
tanimlanmistir (Gutmann vd. 2017). Etnik farkliliklar hastalik penetransinda ve

ekspresivitede farkliliklar olusturabilir (Wilson vd. 2021).

NF1 hastalig1 noérofibromatozlar olarak adlandirilan NF1, nérofibromatozis tip 2 (NF2)
ve schwannamatozu igeren bir grup norogenetik bozukluktan biridir. Bu nérogenetik
bozukluklar hem genetik hem de klinik anlamda birbirinden farklidir ve hepsi otozomal
dominant kalitsal birer bozukluktur (Gutmann vd. 2017, Cimino ve Gutmann 2018).
Bununla birlikte bu bozukluklarin tamaminin klinik fenotiplerinde periferal sinir kilifi
timorleri ortaktir. Ayn1 zamanda NF1 bu 3 durumdan en yaygin olanidir. NF1 otozomal
dominant bir sendrom olmasina ragmen vakalarin yarisinda NF1 geninde de novo
mutasyonlar meydana gelmektedir ve bu bireylerin ailesel Oykiilerinde NF1 ge¢misi

bulunmamaktadir (Cimino ve Gutmann 2018).

Cizelge 2.1 Norofibromatozlarin gruplandirilmasi (Cimino ve Gutmann, 2018)

Neoplastik olmayan klinik

Hastahk Gen Kanser fenotipi

i} fenotip
P hiien | Optikgliom
. : NF1
Norofibromatozis Uzun kemik displazisi Beyin sapi gliomu

Tip1 - - -
Pigment abnormaliteleri (CALMs,

¢illenme, Lisch nodiilleri) Kutandz ndrofibromlar

Juvenil katarakt Vestibiiler
schwannoma
Norofibromatozis NF2 Retinal hamartomlar, epiretinal Periferal ve kranial
Tip 2 membranlar schwannoma
Biiyiik CALM’lar (ancak NF1’den Menenjiom
az)
LZTR1 Spinal tiimor glioma
Schwannamatoz
SMARCB1 Schwannomatozlar




Tarihsel olarak bakildiginda 1300'lere hatta belki de Helen zamanlara dayanan, NF1
belirtileri olan bireylerin belgelenmis tanimlar1 ve tasvirleri bulunmaktadir. Ancak NF1
ilk olarak 1881'de Friedrich von Recklinghausen tarafindan tanindi ve hastaliga
“norofibroma” adimi vermistir (Cimino ve Gutmann 2018, Wilson vd. 2021). Yirminci
yiizyilin sonunda bu bozukluk NF1 ve NF2 olmak {izere iki sinifa ayrilmistir (Wilson
vd. 2021). Ik yaymnlanan monograflar bu hastaligin kalitsal dogasmi vurgularken,
1988'de Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH) Konsensus Gelistirme Konferansi “Consensus
Development Conference” kullanimda olan NF1 tami kriterlerini bir araya getirmistir

(Cimino ve Gutmann 2018, Wilson vd. 2021).

NF1’in tanimlayict 6zelligi norofibromlardir. Norofibromlar periferal sinir sisteminde
gelisen iyi huylu sinir kilifi tiimorleridir. Norofibromlarin gesitli klinik goriintimleri
bulunmaktadir. Ayrica norofibromlar farkli bireylerde onceden tahmin edilemeyen
farkli sayilarda ve biiytikliiklerde bulunabilir. Kutan6z (cNF) ve pleksiform pleksiform
(pNF) norofibromlar olmak iizere iki ana alt tipe ayrilmaktadirlar (Jiang vd. 2021). En
yaygin NF1 iligkili tiimorler kutandéz ya da pleksiform olabilen benign tiimorlerdir
(Pasmant vd. 2011). Norofibromlar, spinal, periferal ya da kranyal sinirlerle yakindan
iligkili bir sinir kilift timortidiir (Gutmann vd. 2017). Etkilenen bireylerde farkli klinik
semptomlar  gozlemlenebilmektedir. Klinik belirtiler pigment abnormaliteleri
(CALM’lar, deri kivrimlart “skinfold freckling”, Lisch nodiilleri), periferal
(norofibromlar, MPNST’ler) ve merkezi (optik gliomlar ve beyin sap1 gliomlar1) sinir
timorleri, kemik abnormaliteleri, vaskiilopati ve diger kanserleri igeren belirtilerdir.
Bunlara ek olarak NF1°li ¢ocuklarin %80’inden fazlasinda 6grenme giigliikleri, sosyal
algt bozukluklar1 (otizm spektrum bozuklugu) veya dikkat eksikligi bulunmaktadir
(Wegscheid vd. 2017).

Norofibromlar neoplastik Schwann hiicreleri, ndronlar, fibroblastlar, immiin hiicreler ve
endotelyal hiicrelerle birlikte kollajen, fibronektin, laminin ve hyoliironik asit gibi

ekstraseliiler matriks bilesenlerini igeren heterojen tiimorlerdir (Jiang vd. 2021).

Norofibromlar1 olusturan en biiylik faktor NFI1+/- hiicrelerin heterozigotluk kaybina

(LOH, “loss of heterozygosity”) ugramasidir. LOH’a ugrayan NF1+/- hiicreler NF1-/-



hiicrelere doniismektedirler (Le ve Parada 2007, Bottillo vd. 2009). Norofibromlarin
neoplastik hiicreleri Schwann hiicreleri olarak kabul edilmektedir ve norofibromlarin

tiriinde norofibromlardaki Schwann hiicrelerinin kokeni rol almaktadir.

Pleksiform noérofibromlarin noral krest hiicrelerinden gelisen Schwann hiicrelerinden,
norofibromlarin ise “Skin-Derived Precursor” hiicrelerinden koken aldigi hayvan

modelleriyle yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Brossier ve Carroll 2012).

2.1.1 Kutano6z norofibromlar (CNF)

cNF’ler dermal sinir dallar1 boyunca gelisen ve bu nedenle viicudun hemen hemen her
bolgesinde ciddi sekilde rahatsizlik ve/veya sekil bozuklugu olusturan ¢ok sayida
yumusak nodiillerdir. c¢cNF’ler NF1 hastalarinin ¢ogunda gelismektedir ve NFI

hastaliginin en yaygin 6zelliklerinden biridir.

cNF’ler tipik olarak erken adelosan donemde baslamakta, sayilar1 ve biiytikliikleri farkli
bireylerde degisiklik gostermektedir. ¢cNF’ler biiyiimediklerinden malign doniisiime
ugramazlar. Ancak, NF1 hastaligima sahip hamile kadinlar siklikla yeni cNF'ler
gelistirmektedirler ve bu durum cNF’lerin Ostrojen hormonlart tarafindan

diizenlendigini diisiindiirmektedir (Jiang vd. 2021).

2.1.2 Pleksiform norofibromlar (pNF)

pNF’ler, cNF’lerden farkli klinik ozellikler gostermektedir. pNF’ler dogumda ¢esitli
sinir pleksuslarinda gelisirler ve yasla birlikte biiyiimektedirler (Jiang vd. 2021).
Genellikle konjenitaldir ya da NF1 hastalarinin %30-%50’sinde erken ¢ocukluk
doneminde goriilmektedir. pNF’lerin sayist ve biiylikligli ayni aile igerisinde bile
hastadan hastaya farklilik gostermektedir (Pasmant vd. 2011). Bazi pNF tiimorler
kiigiiktiir ve sadece klinik goriintiileme ile belirlenebilirler ancak bazilar1 biiyiiyerek

kilolarca agirlikta olan tiimorlere dontisebilmektedir. Bu tiir pNF’ler bulunduklar



cevreyi sikistirarak fazla miktarda agri olusumuna, noérolojik fonksiyon bozukluguna ve

kemik deformasyonuna neden olabilmektedir (Jiang vd. 2021).

pNF’ler hiicresel diizeyde heterojen, esas olarak norofibromlarin patojenik hiicre tipi
olan Schwann hiicrelerinden, fibroblastlardan, mast hiicrelerinden, no6ronlardan,
vaskiiler elemanlar ve perindral hiicrelerden olusan tiimorlerdir. pNF’ler iyi huylu
tiimdrlerdir ancak i¢ organlara yakin olmalar1 nedeniyle yasamsal tehdit olusturabilirler
ve yasam Kkalitesini diisiirmektedirler (Pasmant vd. 2011). Ayrica pNF’lerin yasam
boyunca malign transformasyona ugrayip, malign periferik sinir kilifi tiimoriine
(MPSKT) déniisme riski %8-13 arasindadir (Jiang vd. 2021). Internal pNF’ler ile
MPSKT’ler arasinda oldukga giiclii bir iliski bulunmaktadir ve internal pNF’e sahip
hastalarin, sahip olmayan hastalara gore MPSKT gelistirme ihtimalleri 20 kat daha
fazladir (Pasmant vd. 2011).

2.1.3 Malign periferik sinir kilifi tiiméorii

Periferik sinir kilifi diferansiyasyonu gosteren sarkomlar malign periferik sinir kilift
tiimorii adini alir. Sporadik ya da NF1 iizerinde gelisir. MPSKT’ler tedavi edilmesi en
zor sarkom maligniteleri arasinda yer almaktadir ve NF1 hastalar1 arasinda 6nde gelen

oliim sebebidir (Jiang vd. 2021).

MPSKT’ler yiiksek oranda metastatiktir ve genellikle prognozu koétiidiir (Pasmant vd.
2011). MPSKT daha ¢ok biiyiik sinir traktiisleri iizerinde lokalize olur, en sik
ekstremiteler ve govde sinirlerinin proksimalinde yerlesir, daha az olarak bas-boyun
bolgesinde yer alir. NF1 olgularindaki MPSKT'leri santralde lokalize olur, bu nedenle
daha kotlii prognoz gosterir. Norofibromlarin sayist ve deri alti norofibrom yiiki

MPSKT gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoridiir (Daras ve Kaley 2015).

Knudson’un iki vurug hipotezine gore tiimdrogenez olusabilmesi i¢in NF1 geninin kalan
fonksiyonel kopyasinda olusan bir somatik mutasyonun genin islevselligini bozmasi

gerekmektedir (Masliah-Planchon vd. 2013, Pasmant vd. 2011). pNF’ler ve


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Daras+M&cauthor_id=25837903
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kaley+TJ&cauthor_id=25837903

MPSKT’lerden izole edilen Schwann hiicrelerinde NF1 LOH bulunmaktadir (Pasmant
vd. 2011). NF1 geninin iki kopyasinin da mutasyonlarla inaktif hale gelmesi RAS
sinyal yolagmin indiikklenmesine neden olmaktadir ve tiimorogenez igin gerekli

goriinmektedir ancak tiimorogenez igin yeterli degildir (Masliah -Planchon vd. 2013).

pNF’lerde, CDKN2A/B lokus delesyonlart dahil olmak iizere ek mutasyonlar
bildirilmistir. MPSKT’lerde ise TP53, RB1, CDKN2A, TWIST1, BIRC5, TOP2A ve
SOX9 gibi Schwann hiicre farklilasmasinda yer alan genlerde farkli ekspresyon profili
oldugu bildirilmistir (Masliah-Planchon vd. 2013).

2.1.4 Norofibromatozis tip 1’in klinik 6zellikleri ve tam Kriterleri

NF1 otozomal dominant bir hastaliktir ve esey germ hiicrelerinde “germline” olusan
NF1 mutasyonuna sahip tiim insanlar bu hastaliga sahiptir. Ancak, ayn1 mutasyona
sahip ailelerdeki bireylerde dahil olmak iizere hastalar farkli klinik &zellikler
gosterebilmektedir. NF1’in yani sira bazi kisiler segmental ya da mozaik NF1 olarak
adlandirilan sendroma sahiptir ve viicutlarinin sadece bir kisminda hastaligin
belirtilerini gosterebilmektedir. Segmental ya da mozaik NF1 muhtemelen fetal gelisim
sirasindaki bir somatik NF1 mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Hem NF1 hem de
mozaik NF1’de NF1 mutasyonu, mutasyona ugrayan aleldeki nérofibrominin kaybiyla

sonuglanmaktadir (Gutmann vd. 2017).

NF1 hastalar1 genis bir spektrumda ¢esitli klinik 6zellikler gostermektedirler. Ancak bu

ozellikler 3 ana kategori altinda toplanabilir:

I. Malign olmayan klinik &zellikler kutandz ve pleksiform nérofibromlar, optik gliom ve
beyin sap1 gliomlari, pigment abnormaliteleri, kemik deformiteleri, kardiyovaskiiler

abnormaliteler ve 6grenme eksikliklerini kapsamaktadir.
ii. Sinir sisteminin malign tiimorleri glioblastomlar ve MPNST igermektedir

lii. Sinir sistemi ile ilgili olmayan malign timdrler ise meme kanseri, 16semi, lenfoma,

gastrointestinal stromal timorler, feokromasitoma ve rabdomyosarkomdur. Tim bu



Klinik 6zelliklerin yani sira norofibromlar NF1 hastaligi i¢in ayirt edicidir (Jiang vd.
2021).

NF1 i¢in heniiz bir genotip-fenotip korelasyonu bulunmasa bile bazi istisnalar

bulunmaktadir:

I. Tim NF1 geninde 1,4 Mb delesyona sahip bireyler tipik olarak yiiz dismorfizmi,
zihinsel yeteneklerde azalma ve kanser insidansinda artis gostermektedirler (Gutmann

vd. 2017).

ii. NF1 hastalarinin~ 1’inde 1809. kodon etkilenmektedir ve bu hastalar tipik olarak
CALM’lara, kisa boya ve pulmoner stenoza sahiplerdir ancak disaridan goriilebilen

pleksiform veya dermal norofibromlari bulunmamaktadir (Gutmann vd. 2017).

iii. 17. ekzonda 3 bp ¢erceve delesyonuna (c0.2970-2972 delAAT) sahip hastalar hafif
bir fenotip gosterirler ve kutandz norofibromlart veya klinik olarak belirlenebilen

pleksiform norofibromlar1 bulunmamaktadir (Sharafi ve Ayter 2018).

iv. NF1 geninin 844-848 kodon bolgesinde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlar
NF1 hastalarinda daha siddetli bir fenotiple iligkilidir (Sharafi ve Ayter 2018).

V. Splays bolgesi germline mutasyonlart MPNST ve santral sinir sistemi gliomlari

gelistirme egiliminde artisla iligkilidir (Wilson vd. 2021).

vi. 28. ekzon gergevesinde duplikasyon “in-frame duplication”, 80 bp delesyon
mutasyolari, Watson sendromu olarak da bilinen ¢oklu café-au-lait lekeleri, pulmonik
stenoz ve mental retardasyon ile iligkilidir ancak Lisch nodiilleri ve norofibrom

gelistirme siklig1 diistiktiir (Wilson vd. 2021).

vii. Kromozom 15’teki SPREDI mutasyonlari. Leguis sendromu olarak da
bilinmektedir. Café-au-lait varligi ve ¢illenme vardir fakat periferal sinir timdrleri veya
goz ile ilgili bulgular yoktur. Makrosefali ve lipomlar daha yaygmdir (Wilson vd.
2021).

NF1 kliniginin altinda yatan mekanizmalar degisebilmektedir. Bazi belirtiler NF1

haployetmezliginden “haploinsufficiency” kaynaklanirken bazi semptomlar ig¢in



bialellik NF1 inaktivasyonundan ya da hormonlar veya diger genetik degisiklikler gibi
modifiye edici faktdrlerin eklenmesini gerektirebilir. Ornegin CALM’larin  ve
norofibromlarin gelisimi i¢in biallelik NF1 inaktivasyonu gerekirken, MPNST gelisimi
icin TP53 mutasyonu gereklidir (Gutmann vd. 2017). Cizelge 2.2’de NIH tarafindan
belirlenmig NF1 hastaliginin tan1 kriterleri verilmistir. Cizelgedeki kriterlerden en az iki

tanesine sahip olmak NF1 tanisi almak igin yeterlidir (Cimino ve Gutmann 2018).

Cizelge 2.2 NF1 tanm kriterleri (Cimino ve Gutmann 2018).

NF1 teshisi icin asagidaki kriterlerden 2 veya daha fazlasi gereklidir:
* 6 veya daha fazla CALM (ergenlikten 6nce >0,5 cm; ergenlikten >1,5 cm)
* 2 veya daha fazla Lisch nodiilii
* Kemik deformiteleri
* Aksiller veya inguinal ¢illenme
* Optik gliomlar

* Norofibromlar (herhangi bir tiirde 2 veya daha fazla ya da 1 pleksiform
norofibrom)

* NF1 tanis1 almis 1. derece akraba

Fakat cizelge 2.2°deki kriterlerin yani1 sira NF1 genindeki mutasyonu gdsteren mutasyon

analizinin de tanm kriterlerine eklenmesi onerilmektedir (Wilson vd. 2021).

2.1.5 NF1 geni ve norofibromin

NF1 geni 17q11.2 bolgesinde yer almakta ve RAS-GTPaz aktive edici (RAS-GAP) bir
protein olan nérofibromini kodlamaktadir. Norofibromin RAS sinyal yolaginin negatif

diizenleyicisidir. RAS sinyal yolagi (yani MAPK ve PI3K/AKT/mTOR) hiicre
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proliferasyonu, hayatta kalma ve farklilasma ile ilgili bir yolaktir (Masliah-Planchon vd.
2013).

Norofibromin noéronlar, glial hiicreler, immiin hiicreler, endotelyal hiicreler ve adrenal
medullanin igindeki hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipinde eksprese edilmektedir ancak

farkli hiicrelerdeki fonksiyonlari muhtemelen farklidir (Gutmann vd. 2017).

NF1 geni 350 kb’lik DNA iizerine dagilmis 61 ekzondan olusmaktadir. Baglangicta
NF1 geni 57 ekzon olarak tanimlanmistir ancak ilerleyen yillarda gegici olarak 9a, 10a-
2, 23a ve 48a olarak adlandirilan 4 tane “alternatif splicing” ekzonu kesfedilmistir.
Fakat bu numaralandirma sisteminin yol actig1 kafa karigikligi ve tutarsizliklarin
giderilmesi adima NF1 geninin ekzonlart bulunduklari yere gore tekrar
isimlendirilmistir. Dolayisiyla bu ekzonlar 11altl12 (6nceden 9a), 12alt13 (6nceden 10a-
2), 30alt31 (6nceden 23a) ve 56alt57 (6nceden 48a) olarak isimlendirilmislerdir
(Anastasaki vd. 2017, Sharafi ve Ayter 2018).

NF1’deki mutasyonlarin molekiiler anlamda tanimlanmas1 zor olmaktadir (Gutmann vd.
2017). Bu durum genin biiyiikliigli, mutasyona yatkin boélgelerin “hotspot™ olmamasi ve
mutasyon ¢esitliliginden kaynaklanmaktadir (Gutmann vd. 2017, Sharafi ve Ayter
2018). Fakat, Koczkowska ve arkadaslari (2018) yilinda NF1’de meydana gelen bir
yanlig anlamli mutasyon i¢in bir mutasyona yatkin bolge gostermislerdir. Bu yanlis
anlamli mutasyonlar akrabaligi olmayan probandlarin ~ 0,8’ini etkilemektedir

(Koczkowska vd. 2018).

NF1 geninin biiyiikk boyutu nedeniyle %85-90 nokta mutasyonu, %5-10
mikrodelesyonlar ve %2 ekzon duplikasyonlar1 veya delesyonlar1 olmak {izere cesitli

mutasyonlara egilimlidir.

1485 tanimlanmis mutasyonun %80’i erken sonlanma kodonu olusmasi veya

“truncated” ndrofibromin olusumuyla sonuglanmaktadir. Ornegin NF1 geninin 5’
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ucunda meydana gelen mutasyon kiimesi hasta bireyleri optik sinir gliomlarina yatkin

hale getirebilmektedir (Wilson vd. 2021).

Norofibrominin 360 amino asitlik bir bdlgesi memeli GTPaz aktive edici proteininin
(GAP) katalitik bolgesiyle homoloji gostermektedir. Proteinin bu bolgesi NF1-GAP
iliskili domain olarak bilinmektedir ve NF1 geninin merkezi kismindan kodlanmaktadir.
GAP proteini, intrinsik GTPaz aktivitesini stimiile ederek Ras onkoproteininin
aktivitesini “downregiile” etmektedir. Bu nedenle norofibromin Ras aracili sinyal iletim

mekanizmasinin pargasidir (Upadhyaya vd. 2003, Sharafi ve Ayter 2018).

2.1.6 NF1 tedavisi

NF1 belirtileri, belirtilerin siddeti ve prognoz biiyiik 6l¢iide degiskenlik gosterse de
bireylerin yasami boyunca kademeli olarak ilerlemektedir. Su an icin kesin bir tedavi
bulunmamakla birlikte klinik yonetim hastalarin gozlemlenmesi, genellikle cerrahi

yontemler olmak iizere semptomatik tedavilerle sinirlidir (Gutmann vd. 2017).

Cerrahi yontemler norofibromlarin baslica tedavi sekli olsa da biiyiik pleksiform
norofibromlar kismen ¢ikartildiktan sonra niiksetme oranlari yiiksektir. NF1 ile iliskili
tiimorlerin biiylimesinde ¢ok sayida hiicresel yolak yer almaktadir bu nedenle bir fikir
birligine  varillamamistir. Bununla birlikte hedefe yonelik tedaviler etki
gosterebilmektedir. Norofibromlarda Ras-GTP ifadesi arttigindan anti-Ras tedaviler
idealdir. Pleksiform ndrofibromlarda Ras sinyal yolagin1 ve diger yolaklar1 hedefleyen
Tipifarnib, Pirfenidon, Sirolimus, Pegile interferon alfa-2b ve Imatinib gibi ajanlar faz
IT klinik caligmalarda kullanilmistir. MEK ve fosfoinositid 3 kinazi1 (PI3K) inhibe eden
ajanlar gibi Ras sinyal yolagimin “downstream” efektorlerini etkileyen terapotik
stratejiler umut vericidir. Bir MEK inhibitérii olan Selumetinib (Koselugo,
AstraZeneca), ameliyat edilemeyen pleksiform norofibromlar1 olan en az 2 yasindaki
pediyatrik NF1 hastalar i¢cin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan Nisan 2020°de
onaylanmistir. Bunun yani sira mTOR yolagimin bir inhibitorii olan Rapamisin, AKT

aktivasyonunu indiiklediginden terapotik kullanimi sinirlidir (Tamura 2021).
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2.2 Norofibromatozis Tip 1’de Modifiye Edici Genlerin Rolii

Norofibromatozis tip 1 hastalarmin klinigi hastalar arasinda, hatta ayni mutasyonu
gosteren aile bireyleri arasinda bile farkli olabilmektedir. Bu konu ile ilgili cok sayida
calisma mevcut olup goriislerden birisi de modifiye edici genlerin etkili olabilecegidir.
Cesitli semptomlar i¢in farkli modifiye edici genler caligilmaktadir. (Wallace ve

Chalkia, 2013).

NF1 ile ilgili literatiirde bir ¢ok aday modifiye edici gen bulunmaktadir (Sharafi ve
Ayter, 2018, Ratner ve Miller, 2015). Bu modifiye edici faktorlerden biri telomerler, bir
digeri ise mikroRNA’lardir (miRNA). Telomer uzunlugu ve aktivitesi bugiin birgok
hastalikla iligkili bulunmustur. Kii¢iik kodlanmayan RNA’lardan olan miRNA’lar ise,
gen ifadesinin post transkripsiyonel diizenleyicileri olarak fonksiyon gdsteren
RNA’lardir. miRNA’larin, yaklagik 20 yil Once tanmimlanmalarindan bu yana
norofibromatoz tip 1 (NF1) ile iligkili timorler dahil olmak iizere kanserde dnemli bir

rol oynadig1 bulunmustur.

Ayrica son yillarda mitokondrilerle yapilan ¢aligmalarda  mitokondrilerin
fonksiyonundaki farkliklarin da bir modifiye edici faktor olarak, NF1 hastalarinin farkl
fenotipler gostermesinde 6nemli bir rol oynayabilecegini diisiiniilmektedir (Sharafi ve
Ayter, 2018).

miR-10b, miR-29¢c, miR-34a, miR-204, miR-21, miR-107, miR-214, gibi miRNA’larin
yani sira, vitamin D ve vitamin D reseptorii, NF1, geninde gémiilii olan OMGP, EVI2A
ve EVI2B genleri, Ras ve Spredl, siiksinat dehidrojenaz ve TRAPI proteinleri,
apoptotik proteaz aktive edici faktér 1 (Apaf-1) ve telomeraz enzimi (telomeraz ters
transkriptaz (TERT) mRNA’s1 ve telomeraz aktivitesi) NF1 hastalarinda 6nemli
olabilecek modifiye edici genlerden bazilaridir (Sharafi ve Ayter 2018, Ratner ve Miller
2015).

13



2.2.1 Telomerler

Telomerler dogrusal kromozomlarin uglarindaki tekrarlayan niikleotid dizileridir ve
kromozom replikasyonunun sonlanmasinda kritik rol oynarlar. Telomerlerin yapis1 ilk
kez Hermann Muller (1938) ve Barbara McClintock (1941) tarafindan drozofila ve
musir ile yapilan caligmalarda tanimlanmigtir. Muller kromozomlarin telomerlerindeki
bu yapilarin biitiinliigii korumak i¢in var oldugunu vurgulamis, telomer terimini ilk
kullanmis ve daha sonra McClintock bu yapilarin kromozom stabilitesi i¢in onemli
oldugunu vurgulamistir. Elizabeth Blackburn, Carol Greider, ve Jack Szostak (2006)
2006 yilinda da kromozomlarin telomer ve telomerazlar sayesinde korundugunu konu
alan calismalar1 ile Nobel odiilii almislardir. Bundan sonra gergeklesen yogun

calismalar sayesinde telomerler hakkinda ¢ok fazla bilgi edinilmistir.

Telomerler kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan kodlamayan “TTAGGG”
tekrarlaridir (Moyzis vd.1988). Ug iistii ucda G den zengin tek zincir DNA kendi
tizerinde kivrilarak bir ilmek yapisi olusturur ve bu ilmek “T-loop” olarak adlandirilir.
Telomer yapisinda 6 proteinin yer aldigr , “shelterin” kompleksi tarafindan korunur ve
stabilize edilir (De Lange 2005, Palm and de Lange 2008). DNA replikasyonunun
ozelligi nedeni ile telomer her hiicre boliinmeside kisalir ve kritik uzunluga eristigi

zaman hiicreler boliinmelerini durdururlar (Greider 1998, Hayflick 1998).

Telomer uzunlugu bu giin birgok hastalikla iliskili bulunmustur (Mayer vd. 2006).
Miyeloid malignensilerde goriilen sitogenetik anomaliler/ andploidiler normalden kisa
telomer uzunlugu ile iliskili bulunmustur (Hartmann 2005). Telomer uzunlugu

telomeraz enzimi ile korunur.

Son yillarda telomer uzunlugunun l6semiler ve meme kanseri de dahil olmak iizere
cesitli timorlerin prognozu igin giliclii ve yeni bir hiicresel belirte¢ olabilecegi
vurgulanmaktadir. Meena ve arkadaslart nérofibromatoziste MPSKT’ler (Malin
periferik sinir kilifi timorleri) i¢in telomer uzunlugunun Onemli oldugunu
gostermislerdir ancak pleksiform ve kutandz ndrofibromlarda durumun nasil oldugu

konusunda bir bilgi mevcut degildir. Ayni arastirmaci grubu daha Once de
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MPSKT’lerde telomeraz enziminin durumunu g¢alismislar ve telomeraz enziminin bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi olasiligini giindeme getirmislerdir (Mantripragada
vd. 2008).

Telomer uzunlugunu 6l¢en farkli metotlar bulunmaktadir. Bunlardan en yeni olanlar
STELA ve TESLA yontemlerdir. STELA (Single Telomere Length Analysis)
yonteminde sadece tek kromozomun telomer uzunluguna bakilmaktadir. Uzunlugu
kritik bir dereceye kadar kisalmis tek veya birka¢ telomerin, hiicresel senesens veya
apoptoza neden olan bir sinyal olarak disiliniildiigiinii farz ederek tek bir 6zgiil
telomerin uzunlugunu 6lgmek daha yararli olabilecegi diisiiniilerek bu yeni yontemler

tasarlanmistir (Abdallah vd. 2009, Hemann vd. 2001).

Bu yontem ligasyon temelli olup kantitatif PZR yonteminden uyarlanmistir. Telomer
kismi, tek bir kromozomun subtelomerik bdlgesine 0Ozgiil tasarlanmis primerler
yardimiyla cogaltilmaktadir. Ancak bu yontemde sadece belirli kromozomlarin

telomerleri (XpYp, 2p, 11q, 12q ve 17p) dl¢iilebilmektedir (Britt-Compton vd. 2006).

Bir diger yeni yontemin adi ise TESLA (Telomere Shortest Length Assay) dir. Bu
teknikle uzunlugu <1 kb dan 18 kb kadar olan tiim kromozomlarin sonunda bulunan
telomerler oOlgiilebilmektedir. Bu yontemde 6zgilliik ve verimi arttirmak i¢in kullanimi
kolay olan goriintii-isleme yazilimlar1 kullanilir ve bu sayede bant boyutlar1 otomatik
olarak teshis edilip agiklama yapilir, ortalama telomer uzunlugu ve en kisa telomerin
yiizdesi hesaplanir. Diger metotlarla karsilagtirildiginda, TESLA yeni bir metot
olmasina ragmen telomerler ile ilgili daha saglam ve giiglii bilgiler vermektedir (Lai vd.
2017).

Telomer uzunlugunun 6l¢iimii i¢in en ¢ok kullanilan metot kantitatif-PZR yontemidir.
Bu yontem ilk defa 2002 de Cawthon ve arkadaglar tarafindan Telomer uzunluguyla
ilgili aragtirmalarda kullanilmistir (Cawthon 2002). Bu yontem eski olmasina ragmen
hala ¢ok dogru bilgiler vermektedir. Telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesi hakkinda
yapilan calismalarda hala altin standart olarak kabul edilmektedir (Bijnens vd. 2017,

Montpetit vd. 2014, Park vd. 2017). Bu yontem sadece tiim telomerlerin ortalama
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uzunlugunu vermesine ragmen dokular ve bireylerin arasindaki farkliliklart daha net bir
sekilde ortaya koymaktadir ve bu yoOntemle telomeraz enzim aktivitesi de

oOl¢iilebilmektedir.

2.2.2 mikroRNA’lar

mikroRNA’lar (miRNA’lar) uzunluklar1 19-25 bp arasinda degisen, endojen sag¢ tokasi
seklindeki transkriptlerden {iretilen kiicik RNA’lardir. Hedefledikleri mRNA
bolgelerinin 3> UTR bolgelerine hibridize olarak mRNA’nin baskilanmasina veya
parcalanmasina yol agarlar ve bu sekilde gen ekspresyonunun post transkripsiyonel
diizenleyicileri olarak fonksiyon gostermektedirler (Sedani vd. 2012). Tek bir miRNA
tim fonksyonel aglar1 diizenleyerek kompleks fizyolojik ya da hastalik fenotiplerini

modiile edebilmektedir (Wang vd. 2012).

miRNA’lar ilk kez 1990 yilinin baglarinda C. elegans ad1 verilen bir nematodda Victor
Ambros ve meslektaslari nematoddaki gelisimsel siireci degistiren mutasyonlari
arastirirken  kesfedilmistir. Bu mutasyon mRNA translasyonunu arttirmaktadir.
Arastirmalar sonucunda meydana gelen mutasyonun protein kodlayan gende degil

kiiciik bir RNA molekiiliinii kodlayan bir gende oldugu goriilmistiir (Allison 2014).

Daha sonraki yillarda let-7 kesfedilmis ve boylece diizenleyici sistemin tek olmadigi
goriilmistiir. Ancak RNA interferansin (RNA1) kesfinden sonra bu RNA’lar ilgi odagi

haline gelmistir.

Incelenen biitiin ¢ok hiicreli dkaryotlar ve biitiin hayvan sistemlerinde miRNA’lar
belirlenmis ve bazi miRNA’lar tiirler arasinda oldukg¢a korunmustur (Allison 2014,

O’Brien vd. 2018).

Tanimlanan insan miRNA’lar arasinda C.elegans’da korunan birka¢ tane miRNA’da
yer almaktadir (Allison 2014). Giiniimiizde hala yeni miRNA’lar kesfedilmekte ve gen

diizenlemeleri tanimlanmaktadir (O’Brien vd. 2018).
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miRNA’larin post transkripsiyonel diizenleyici rolleri genellikle mRNA’nm 3> UTR
bolgesinde yer alan mikroRNA yanit elemanina baglanmasiyla ger¢eklesmektedir ancak
miRNA’larin 5> UTR bolgeleri, kodlayan sekanslar ve gen promotorleri gibi bolgelerle
de etkilesime girdigi bildirilmistir (Ortega vd. 2020, O’Brien vd. 2018). Baz1 ¢alismalar
mMIRNA’larin eksprese edilmis bir proteine baglanarak islevini degistirebildigini de
gostermistir. Tek bir miRNA yaklagik 200 farkli transkripti diizenleyebilmekte ve tek
bir mRNA’da birkag farkli miRNA tarafindan regiile edilebilmektedir. miRNA’lar insan
genomunun yaklasik %2-3’li kadardir ve bunlarin yaris1 kadar1 kiimeler halinde
gruplanmakta olup polisistronlar gibi transkriptleri vardir. Genellikle her kiimede iki
olgun miRNA’dan olugsmaktadirlar. miRNA aracili diizenleme ¢ok korunmus bir siireg
olup insan proteinlerini kodlayan genlerin %60’tan fazlasi bu tiir diizenlemeye agiktir
(Ortega vd. 2020).

miRNA’lar normal hayvan gelisimi i¢in ve ¢esitli biyolojik siirecler i¢in kritik dneme

sahiptir. miRNA’larin anormal ifadesi gesitli hastaliklarla iligkilidir (O’Brien vd. 2018).

2.2.3 Prognostik ve tanisal biyobelirte¢ler olarak mirna'lar

miRNA'larin diizensizligi, bircok kanserin patogenezinde temel olusturmaktadir. Timor
baskilayici genlerin ve onkojenlerin ekspresyonunu diizenleyen miRNA'lar, hedefe

yonelik tedavilerde kullanim i¢in adaydir ( Nana-Sinkam ve Croce 2011).

Altta yatan molekiiliin daha iyi anlasilmasi, etkili ve hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesini miimkiin kilmak i¢in birgok kanser mekanizmalarinda hala gereklidir
(Sedani vd. 2012).

miRNA'lar1 tamamlayan, spesifik miRNA'lart in vivo susturmanin yararli bir yolunu
saglayan molekiiller olan kimyasal olarak modifiye edilmis bir antagonist
olusturulmustur. Bir miRNA'nin birden fazla hedefi diizenleyebildigi gibi, bir hedef de

bir dizi farkli miRNA tarafindan diizenlenebilir. Bu nedenle, 6zgiilliik, terapdtik bir
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yaklagim tasarlarken dikkate alinmasi gereken onemli bir faktordiir (Krutzfeldt vd.
2006).

2.2.4 miRNA ve NF1

miRNA'lar son zamanlarda gen ekspresyonu ile ilgili olarak ¢ok ¢esitli diizenleyici
fonksiyonlara sahip oldugu gosterilen kodlamayan bir RNA sinifidir. Yaklasik 20 yil
once tanimlanmalarindan bu yana, mirna'larin NF1 ile iligkili tiimorler de dahil olmak
izere kanserde dnemli bir rol oynadigi bulunmustur. NF1 en sik kalitsal tiimor yatkinlik

sendromudur ve MPSKT’lerin gelismesiyle maligniteye yol agabilir (Sedani vd. 2012).

Iyi huylu nérofibromlarmn MPSKT’lere déniistiigii mekanizmalar hala aydinlatiimaya
devam etse de, mirna'larin bu stirecte kilit bir rol oynadig1 ve tiimorijenezin hem tanisal
hem de prognostik belirtegleri olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu giderek
daha agik hale gelmektedir (Sedani vd. 2012).

2.2.5 mikroRNA biyogenezi

miRNA'larin biyogenezi ii¢ ardisik adimi takip eder: (i) birincil bir transkriptin (pri
miRNA) genellikle RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonu; ardindan (ii)
¢ekirdekte bir oncii miRNA'ya kismi islenmesi ve (iii) son olarak sitoplazmada

fonksiyonel bir miRNA'ya olgunlagsmasi asamasidir (Beezhold 2010).

Birincil transkript (pri-miRNA) nispeten uzun olabilir ve kok dongii yapilarinin
olusumu ile karakterize edilir. Cekirdekte, mikroislemci olarak bilinen makromolekiiler
bir makine, daha sonra pri-miRNA o6nciisiinii Drosha ad1 verilen bir enzimin aktivitesi
yoluyla diizeltir. Bu, genellikle 60-100 niikleotit uzunlugunda bir miRNA 06ncesi ile
sonuglanir. Pre-miRNA, exportin-5 ile baglandiktan sonra rangtp'ye bagh bir igslemde
¢ekirdekten disa aktarilir. Sitoplazmada, pre-miRNA, Dicer enzimi tarafindan bir 22

niikleotid mirna'ya daha da kesilir.
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Aynisi, uzun dsRNA molekiillerinin sitoplazmada Dicer tarafindan 20-22 niikleotid

siRNA'ya (kisa miidahale eden rna'lar) kesildigi RNA girisiminde de olur.

Bununla birlikte, bitkilerde mirna'larin islenmesi, birka¢ Dicer benzeri enzimin
varligiyla daha da karmasiktir; Bu nedenle Dicer benzeri 1 (DCL1), g¢ekirdekteki

mikrorna'lar1 spesifik olarak isler.

miRNA’lar yerel sa¢ toka yapilar1 olusturan gen transkriplerinden olugmaktadirlar.
Cogu insan miRNA’st genoma dagilmis haldedir ancak bazilart miRNA kiimeleri
halinde bulunmaktadir ve birlikte transkripsiyona ugramaktadirlar. Bazit miRNA lar,
protein kodlayan mRNA intronlarinin igine yerlesmis durumdadirlar fakat diger
miRNA’lar kodlanmayan RNA’larin intron veya ekzonlarinda yer almaktadirlar.
Intronik miRNA’lar, baz1 kiigiik niikleolar RNA’larla (snoRNA) benzer olarak intron
halkalar1 disindan olusturulmaktadir. Bunlarin ifadesi, biiyiik ihtimalle komsu
mRNA’larin ekspresyonu ile diizenlenmektedir. Fakat bazi intronik miRNA’lar, komsu
mRNA’lara gore antisensi durumda yerlesmislerdir. Bu nedenle bazi miRNA kendi

promotoriinden transkribe edilebilir (Allison, 2014).

miRNA’lar ilk olarak,~ 80 niikleotitlik bir RNA halka-gdvde (stem-loop) yapisinin bir
kolunun pargast olarak transkribe olmaktadirlar. Daha sonra primer-miRNA (pre-
miRNA) denilen, birka¢ yiiz niikleotit uzunlugundaki bir miRNA Onclisiliniin bir
parcasini olusturmaktadirlar. Pre-miRNA’nin 5 7-metilguanozin sapkast ve 3’ poli (A)
kuyrugu bulunmaktadir. Bu durum miRNA’larin RNA polimeraz II tarafindan
transkribe edildigini gostermektedir. Pre-miRNA’lar, Drosha ve Daysir olarak
adlandirilan riboniikleaz III enzimi tarafindan islenmektedir. Drosha, halka-govde
yapisint  kestiginde~ 60-70 niikleotitlik, sa¢ tokasi yapisinda serbest parcalar
olugsmaktadir. pre-miRNA olarak isimlendirilen bu yapimin ve iki niikleotitlik serbest 3’
uzantist bulunmaktadir. Exportin 5 (niikleositoplazmik tasima faktorii proteinlerinden
karyoferin ailesinin iiyelerindendir), pre-miRNA’larin ¢ekirdek disina tasinmasini
saglamaktadir. Her bir sa¢ tokasi onciiliinden, tek bir miRNA c¢ifti olusturulmaktadir
(Allison 2014).

19



Bazi miRNA’lar, protein kodlayan mRNA intronlarinin igine yerlesmis durumdadirlar
fakat diger miRNA’lar kodlanmayan RNA’larin intron veya ekzonlarinda yer
almaktadirlar. Intronik miRNA’lar, baz1 kiiciik niikleolar RNA’larla (snoRNA) benzer

olarak intron halkalar1 disindan olusturulmaktadir.

Bunlarin  ifadesi, biiyilk ihtimalle komsu mRNA’larin  ekspresyonu ile
diizenlenmektedir. Fakat bazi intronik miRNA’lar, komsu mRNA’lara gore antisensi
durumda yerlesmislerdir. Bu nedenle bazi miRNA kendi promotoriinden transkribe

edilebilir (Allison 2014).

miRNA  biyogenezinin baska yolaklart da bulunmaktadir. Genel olarak
Drosha/DGCRS8’den (DiGeorge Sendromu kritik bdlge 8) bagimsiz olan ve Dicer’dan

bagimsiz olan yolaklar olarak gruplandirilabilmektedir.

Drosha/DGCR8’den bagimsiz olan yolaktan {retilen pre-miRNA’lar Dicer
substratlarina benzemektediler. mRNA intronlarindan {retilen mirtronlar ve 7-
metilguanozin (m7G) ucu olan pre-miRNA’lar bu grubun bir 6rnegi olarak verilebilir.
Bunlar Drosha tarafindan kesilmeye ihtiyag duymadan exportin 1 araciligiyla
sitoplazmaya tasinmaktadirlar. Dicer’dan bagimsiz olarak islenenler ise Drosha
tarafindan kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) transkriptlerinden islenmektedir. Bu tiir pre-
miRNA’lar Dicer’in subrati olmak ic¢in yeterli uzunlukta olmadiklarindan olgun
miRNA’larin olusabilmesi i¢in AGO2’ye ihtiya¢c duymaktadirlar. Boylece AGO2 aracili
olarak 3p zinciri kesilir. 5p zincirinin 3’-5’ yoniinde kesilmesiyle olgun miRNA’lar

olusur (O’Brien vd. 2018).
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Sekil 2.1 miRNA’nin iglenmesi (biyogenezi)

Oncelikli olarak RNA polimeraz II/III yardimiyla pri-miRNA sentezlenir (A). Ardindan, Drosha-DGCR8
kompleksi araciligiyla kesilerek pre-miRNA sa¢ tokasi yapisi olusur (B). Exportin-5-Ran-GTP ile pre-
miRNA sitoplazmaya gonderilir (C). Sitoplazmada Dicer-TRBP kompleksiyle kesilir ve ¢ift zincirli
miRNA eslenigi olusur (D). Cift zincirli yapinin olgun miRNA’y1 olusturacak zincir, RISC yapis1 iginde
Ago? ile yiiklenip olgun miRNA’y1 olustururken diger zincir yikima ugrar (E). (Winter vd. 2009)

2.2.6 Telomer ve mikroRNA’lar

Kromozomlarin uglarinda tekrarlayan ve TTAGGG dizisinden olusan telomerik yapilar
mevcuttur. Bu yapilar hiicresel boliinme ile birlikte telomerik uglardan bir miktar DNA
kaybetmektedir. Telomeraz ise, kendi RNA’sin1 kalip olarak kullanan, kendini
sentezleme yetenegi olan ve heksomerik pargalar1 kromozomal uglara ekleyerek
telomerik DNA’nin uzatilmasini, kromozomal wuglarin korunmasimni ve kaybin
dengelemesi gibi gérevi olan riboniikleoprotein yapida olan bir enzimdir (Tiryakioglu
vd. 2016).
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Telomerler, ligazlara ve eksoniikleazlara direngleri olan kromozom stabilitesinde, gen
ekspresyonunda, tiimor olusumunda, yaslanmada ve hiicre bdoliinmesinde, niikleer
yapilasmada, kromozom uglariin replikasyonlarinin tamamlanmasinda ve bu uglarin
birbirleriyle karigmasini, kromozomlarin i¢ kisimlariyla reaksiyon vermelerini

onlemekte rol aldig1 bilinmektedir (Sun vd. 1999).

Telomeraz aktivitesi de birgok malign tiimorde gosterilmistir. Bu baglamda tanisal ve
prognozu tahmin etmede faydali olabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar telomeraz aktivitesi ve malignite arasinda giiclii bir iliski olabilecegini ortaya
koymustur. Bu ¢alismalarin sonucu olarak da telomeraz enzimi yaygin kullanima aday
bir timdr belirleyici haline gelmistir (Mantripragada vd. 2008, Greider 1998 ).
Telomeraz aktivitesi ile “telomeraz reverse transkriptaz” (TERT) ekspresyonu arasinda

da korelasyon oldugu bildirilmistir (Liu 2000, Tomoda 2002).

Bu c¢alismada ilk basamakta NF1 tiimor dokularinin telomer uzunluklari ve
aktivitelerinden elde edilen sonuglari, telomeraz-NF1 ile ilgili olan genlerdeki miRNA
ile ekspresyon diizeyindeki degisimleri karsilastirmak amaglanmigtir. Bu amagla elde
edilen sonuglarin birbiri ile ne kadar ilgili ve anlamli olup olmadiginin tespit edilmesi

hedeflenmistir.

Cizelge 2.3 Segilen miRNA’lar ve fonksiyonlari

MiRNA Adx Fonksiyonu Referans

miR-128 e Tiimor baskilayict miRNA gorevi goriir | Sharma et al. (2021)
ve htert mRNA ile etkilesim yoluyla
hTERT ekspresyonunu negatif olarak
diizenler

miR-1182 e Tiimér baskilayict miRNA gorevi goriir | Schrank et al. (2018)
ve hTERT, mRNA ile etkilesim yoluyla
hTERT ekspresyonunu negatif olarak

diizenler
miR-361-5p e TERF1 ve TERF2 genini Ma et al. (2017)
hedefleyebilir.
miR-23a e TRF2'NIN 3 *UTR 'sini dogrudan Luo et al. (2015)

hedefleyebilir ve TRF2 ekspresyonunu
inhibe edebilir, insan fibroblast
hiicrelerinde telomer disfonksiyonunu
ve hiicresel yaslanmayi indiikleyebilir
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Cizelge 2.3 Sec¢ilen miRNA’lar ve fonksiyonlari (devam)

miRNA Adi Fonksiyonu Referans
miR-138-5p e Dogrudan hTERT’i hedefler, telemeraz | Hrdlickova et al. (2014)
enzimin etkisini inibe eder
o SIRTt1'i hedefleyerek pankreas Tian et al. (2017)
kanserinde otofajiyi inhibe eder
miR-541-3p e hTERT geninin dogrudan diizenlenmesi | Hrdlickova et al. (2014)
miR-133a e hTERT geninin dogrudan diizenlenmesi | Hrdlickova et al. (2014)
miR-155 e TRF1'in 3'UTR'sinde korunmus bir dizi | Dinami et al. (2014)
motifini hedefler ve bu da onun 6teleme
baskisina neden olur
miR-122-5p e Lipid metabolizmasinin ve Geiger and Dalgaard
trikarboksilik asit dongiisii (TCA) (2017)
diizenlenmisinde rol oynar
miR-217 e K-RAS' hedef alarak potansiyel bir Zhao et al. (2010)
tiimor baskilayici gen olarak gorevi
gorir
miR-21-5p e Alzheimer ve Parkinson gibi norolojik Zhang et al. (2017)
hastaliklarin patogenezinde de rol
oynay1p norodejeneratif hastaliklarda
ifade edildigi gosterilmistir
miR-107 e Mide kanserinde NF1'i hedefler ve
inhibisyonu hiicre gogiinii, ¢ogalmasini | Wang et al. (2016)
ve istilasini artirir
miR-29-3p e ROS olusumunu, mitokondriyal Jung et al. (2020)
disfonksiyonu ve hiicresel yaglanmanin
ilk agamasini diizenler
miR-1290 e Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri Zhang et al. (2016)
ilerlemesinde, tiimoriin olusumunda ve
apoptozda rol oynar
miR-3934- e Noroblastom hiicrelerinin canliliginin Ye et al. (2019)
5p azaldigini ve apoptozu destekledigi
gorilmistiir
miR-22-3p e Bir tiimor baskilayic1 gorevi goriir Caracciolo et al. (2019)
miR-34a e Mitokondriyal disfonksiyona neden Fan etal. (2017)
olarak hiicre apoptozuna neden olur
miR-484 ¢ Onkogen ve proto-onkogen olarak Wang et al. (2012)

hareket edebilir. Kanser, kalp
hastaliklari, diyabet ve ndrolojik
bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklarin
patogenezinde dnemli bir rol oynar
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Calismada kullamilan kimyasal gerecler ve ¢ozeltiler

I. Doku kesiti malzemeleri

Bistiiri ucu no:20

RPMI1640 tagima besi yeri (Gibco)

90X15mm Tek Kullanimlik Seffaf Plastik Petri
S1v1 azot

S1v1 azota dayanikli seramik havan

15 ml’lik tek kullanimlik tiip

ii. Telomer uzunlugu analizi i¢in

Thermo, GeneJET Genomic DNA Purification Kit Katalog No: K0721
Qiagen, QuantiTect SYBR Green PCR Kit Katalog No: 204143
Sentebiolab, Primerler ( TELO ve SCG)

iii. Telomeraz aktivasyonu tarama kiti

TRAPeze Telomerase Detection Kit Katalog No: S7700

iv. mikroRNA izolasyonu Kiti

miRNeasy mini kit (50) Katalog No: 217004, Lot No: 169014193

Qiazol lysis reagent 50 ml Mat. No: 1023537, Lot No: 56901226

v. Komplementer DNA (cDNA) sentezi Kiti

miRCURY LNA RT Kit Katalog No: 339345, Lot No: 7690968

Niikleaz igermeyen distile su

vi. Kantitatif gercek zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu

PZR c¢aismasi Qiagen Rotor-Gene Q cihazi ile gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma igin
mIRCURY LNA SYBR Green PCR Kit ve Cizelge 3.1 ‘de segilen miRNA’lar

kullanilarak reaksiyon kurulmustur.
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Cizelge 3.1 Secilen miRNA’lar

Marka

Katalog No

Aciklama

Qiagen

339306-YP00205995

hsa-miR-128-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204466

hsa-miR-1182 miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204788

hsa-miR-133a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204230

hsa-miR-21-5p mMiRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00206078

hsa-miR-138-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00206054

hsa-miR-361-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204308

hsa-miR-155-5p miIRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204772

hsa-miR-23a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00205664

hsa-miR-122-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204486

hsa-miR-34a-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204010

hsa-miR-217 miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP02109655

hsa-miR-3934-5p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204468

hsa-miR-107 miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00205636

hsa-miR-484 miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204698

hsa-miR-29a-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP02118634

hsa-miR-1290 miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204606

hsa-miR-22-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00204276

hsa-miR-541-3p miRCURY LNA miRNA PCR Assay

Qiagen

339306-YP00203907

U6 snRNA(hsa, mmu) miRCURY LNA miRNA PCR
Assay
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3.2 Yontem

3.2.1 Bireylerin Kklinik ozelliklerine gore NF1 tiimor dokularimin elde edilmesi,
alimi ve dondurulmasi

Tez ¢alismasinda Hacettepe Universitesi Thsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Pediatrik
Noroloji Unitesi’ne basvurup NF1 tanis1 almis hastalardan kendi istekleri ile Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali’nda

cerrahi operasyonla ¢ikartilmig ¢cNF ve pNF tiimor dokulart kullanildi.

Doku &rneklerinin bir kismi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji
Anabilim Dali’na gonderilirken kalan kismi RPMI 1640 tasima besiyerleri (Gibco)
icerisinde kisa bir siire icerisinde TOBB ETU Tip Fakiiltesi Morfoloji
Laboratuvarlari’na ulastirilidi. Bu dokular 90x15 mm’lik petri kaplarina aktarildiktan
sonra 20 no’lu bistiiriler yardimi ile 1 cm®liikk parcalara boliindii. Bu parcalarmn bir
kismi s1v1 azotta taze dondurulmus “fresh frozen” dondurulup daha sonra kullanilmak

tizere -80°C derecede sakland.

Dokularin kalan diger parcalart doku dondurma ortami igerisinde daha sonra kesit
almak amacyla donduruldu ve -80°C’de saklandi. Kalan pargalar ise trizol igerisinde

uzun siireli saklama amacli alinarak -80°C’de saklandi.

Calismada 1’1 kontrol, 5 cNF ve 5 pNF doku 6rnegi olmak lizere toplam 11 &rnekle
calisildi. Hasta bireylerin kisisel bilgilerinin gizlemek adina hastalar K (Kontrol, CALM
doku 6rnegi), cNF (kutanéz timor 6rnegi) ve pNF (pleksiform tiimor 6rnegi) olacak

sekilde isimlendirildi ve numaralandi.

Kontroller, NF1 hastalarinda en yaygin neoplastik olmayan pigment abnormalitesidir.
Biallelik NF1 gen inaktivasyonuna sahip melanosit hiicrelerinin yogun bir sekilde

birikmesiyle olusmaktadirlar (Gutmann vd. 2017).
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Tiim ¢aligmalar TOBB ETU Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun onayi alinarak (KAEK-118/088) ger¢eklestirilmistir (EK-1).

3.2.2 Siv1 azotta doku parcalanmasi

Dokulardan DNA ve protein izolasyonu (telomeraz) yapmadan o©nce dokular
pargalanmak zorundadir. Bu amag¢ ic¢in ilk olarak kullanacak havan, tiipler ve
kullanilacak malzemeler sivi azot dokiilerek sogutuldu. Daha sonra doku parcaciklari
tek kullanimlik petrilere alindi. Tiimoér dokularinin beyaz renkli ve sert kisimlarindan~
100 mg alind1 ve doku 1 ml %0,9 sodyum kloriir yardimiyla yikandi. Sodyum kloriir
uzaklagtirildiktan sonra dokular bisturi yardimiyla olabildigince kii¢lik pargalara ayrildi.
Doku pargalar1 havan igerisine alinip, iizerine sivi azot eklenerek toz haline gelene

kadar ezildi. Toz haline gelmis doku pargalar1 50 ml’lik tiiplere aktarildi.

3.2.3 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Thermo markasinin “GeneJET Genomic DNA Purification Kit”
izolasyon Kkiti iireticinin talimatlarina gore optimize edilerek kullanildi (Katalog No:

K0721).

DNA izolasyonu i¢in yaklastk 10-20 mg arasinda dondurulus dokular kullanildi.
Oncelikle siv1 azotta pargalanan dokular 1,5 ml’lik tiipe alindiktan sonra iizerilerine
180 pl kit igerigindeki Digestion tamponu eklenerek “Qiagen Tissue Ruptor II” cihazi
ile tekrar homojenize edildi. Homojenizasyon buz iizerinde cihazin orta hiz ayari

kullanilarak gerceklestirildi.

Daha sonra orneklerin lizerine 30 pl proteinaz K soliisyonu eklenerek homojenatin
karismasi igin kisa siireli (5-6 sn) bir vorteks islemi uygulandi. Dokular sonrasinda
56°C’de, 2 saat ¢alkalamali su banyosunda tamamen pargalana ve partikiil kalmayana

kadar inkiibe edildi. inkiibe edilen drnekler iizerine 20 ul RNase ¢ozelitisi eklenerek
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karigtirma amaclh olarak 2-3 sn vorteks islemi uygulandi ve 10 dk oda sicakliginda

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresinden sonra, 200 pl lizis buffer eklenerek 15 sn iyice homejenize
karisim elde edene kadar vorteks yapildi. Sonrasinda, 400 pl %50°1ik etanol eklenerek
pipetaj ile karistirma islemi gergeklestirildi.

Hazirlanan lizat, kit icerigindeki « GeneJET Genomik DNA Saflastirma” kolonlarina
transfer edilerek, 6000xg de 1 dk santriifiij edildi. Alt sivi uzaklastirildi ve filtreler
2ml’lik yeni toplama tiiplerine aktarildi. Sonrasinda etanol eklenerek hazirlanmis olan
Yikama Tamponu I ‘den 500 pl tiiplere eklendi ve 8000xg de 1 dk santriifiij edildi. Alt
stvi uzaklastirilarak tekrar filtreler 2 ml’lik tiiplere yerlestirildi. Yine etanol eklenerek
hazirlanmis olan Yikama Tamponu II ‘den 500 ul eklenerek, 12.000Xg de 3 dk
santrfifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 2 ml’lik toplama tiipii atilarak, filtreler yeni 1,5
ml’lik kapakli tiiplere aktarildi.

Genomik DNA’y1 eliit etmek igin {izerine 200 pl elisyon tamponu eklendi ve oda
sicakliginda 2 dk inkiibe edildi. En son olarak da 8000xg de 1 dk santriflij edildi.
Santrifiij sonrast iist filtre atilarak, saflagtirllmis DNA 6rnekleri daha sonra kullanilmak

lizere -20°C’ye kaldirilarak sakland.

3.2.4 Telomer uzunlugu tespiti icin kantitatif-PZR

Tiim primerler kullanilmak tizere 100 pmoles/ul seklinde sulandirilip -20 °C stoklandi.
Calisma icin kullanilacak primerler (Calisma stoku) taze olarak 10 pmoles/ul seklinde
hazirlandi1 ve ¢alisma siiresince buzdolabinda saklandi. Bu ¢alismada kullanilmis olan

primerlerin dizisi Cizelge 3.2’de verilmistir.

Telomerlerin PZR reaksiyonu igin standart primerler ile beraber O'Callaghan ve grubu
tarafindan anlatildigi gibi “housekeeping” gen olarak B-Globin genine ait (tek gen
kopyast; SCG) primerleri kullanildi. (O'Callaghan ve Fenech 2011).
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Cizelge 3.2 Primer listesi

TELO1 |5-CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-TGGGTTTGGGTT-3'

TELO 2 |5-GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3'

SCG1 S5-GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3'

SCG 2 5'-CACCAACTTCATCCACGTTCACC-3

DNA konsantrasyonlar1 spektofotometre cihazi ile dl¢iilmiistiir. Sonuglar Cizelge 4.1°de
verilmigtir. PZR i¢in kullanilacak DNA’larin konsantrasyonlar1 yiiksek olan 6rneklerde
10 ng/pl olarak sulandirilarak ayarlanmistir. DNA miktarlar1 10 ng/ul az olan drnekler

ise sulandirilmadan kullanilmustir.
Reaksiyonda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Her iki
primer ile hazirlanan reaksiyonlar ayn1 zamanda isleme konulmustur. Ayrica kesinlik ve

duyarliligini arttirmak amaciyla kontrol gruplar1 ve 6rnekler triplike olarak ¢aligilmistir.

Cizelge 3.3 Kantitatif PZR reaksiyon malzemeleri ve miktarlari

SYBR Green Rxn mix 5 SYBR Green Rxn mix 5ul
Telo 1 0.1 pl SCG1 0.3 ul
Telo 2 0,9 pl SCG 2 0,7 pl
H20 2 ul H20 2 ul
DNA 2l DNA 2ul
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PZR / Reaksiyon sartlari;
Baslangig 1s1 aktivasyonu 95°C 10 dk

Denatiirasyon 95°C 10 sn

Baglanma 60°C  5sn X 40 dongii
Uzama 72°C 11 sn

Soguma 25 °C

3.2.5 Telomeraz aktivite analizi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

Bu kisimda protein izolasyonu igin Millipore firmasinin “TRAPeze Telomerase
Detection Kit”i kullamlmigtir. Ureticinin kit protokoliine gore yapilan islemler

asagidaki gibidir.

40-100 mg doku 6rnekleri dncelikle siv1 azot ile havanda parcalandi, sonrasinda PBS ile
yikandi ve PBS ortamdan uzaklastirildi. Daha sonra pargalanan bu ornekler steril 1,5
ml’lik tiiplere aktarilarak iizerine Kit iceriginde bulununan 1xCHAPS lizis tamponundan
200 pl eklendi ve yaklasik 5-6 sn homojenize olana kadar “Qiagen Tissue Ruptor 117
cihaz1 ile tekrar homojenize edildi. Homojenizasyon, 1s1 birikimini 6nlemek i¢in buz
lizerinde, cihazin orta hiz ayar1 kullanilarak gergeklestirildi. Homojenizasyondan sonra
siispanse ornekler 30 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Daha sonrasinda ornekler 12.000xg
de 4°C’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen (yaklagik 160 pl)
slipernatant temiz bir tlipe aktarildi. Slipernatanlar daha sonra kullanilmak iizere kiiciik

hacimler olarak porsiyonlara ayrildi ve sonrasinda kullanilmak iizere -86 °C'de saklandi.

3.2.6 Telomeraz aktivite analizi i¢in kantitatif -PZR

Telomeraz aktivite analizi i¢in kantitatif PZR calismasi yapildi. Buna gore Cizelge

3.4’de gerekli olan reaksiyon malzemeleri verilmistir.
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Cizelge 3.4 Kantitatif PZR reaksiyon malzemeleri ve miktarlar

TRAP Buffer 1 ul

50xdNTP 0,2 ul
TS Primer 0,2 ul
Primer Mix 0,2 ul
Taq Polimeraz 0,1 ul
SYBR Green Master Miks 5ul

dH:20 2,3 ul
Ornek 1

PZR / Reaksiyon sartlari;

Telomeraz reaksiyonu: 30°C 30dk

Denatiirasyon: 95°C 2 dk

Sikluslar: 94°C 15 sn
59°C 30 sn X 35 dongii
72°C 1 dk

3.2.7 mikroRNA izolasyonu

mikroRNA izolasyonu i¢in Qiagen miRNeasy Mini kiti iireticinin talimatlarina gore

optimize edilerek kullanildi (Katalog No: 217004). Total RNA izolasyonu yapildi.

-86 °C de trizolde saklanan &rnekler petride kiigiik parcalara ayrildi. Pargalanan dokular
15 mI’lik falkonlara alinarak tizerine 750 pl trizol eklendi. “Qiagen Tissue Ruptor II” ile
homojenize edildi. Homojenizasyon buz iizerinde cihazin orta hiz ayar1 kullanilarak
gerceklestirildi. 15 ml’lik falkonlarda bulunan drnekler 1000xg 10 dk 4°C’de santrifiij
edildi. Santrifijjden sonra siipernatant atildi. Ust katman 2 ml’lik steril tiiplere aktarildi.
Uzerine 140 pl kloroform eklendi. Tiipler iyice kapatildi. 15 saniye el ile alt iist
yapilarak karigtirildi. Oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 12000xg 15
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dk 4 °C de santrifiij edildi. Bu asamadan sonraki her basamak oda sicakliginda

gerceklestirildi.

Santrifiij isleminden sonra olusan 3 fazdan, RNA igeren en iist faz ¢ekilerek 2 ml’lik
yeni steril tiiplere aktarildi. Uzerine 1,5 hacim (~ 525 ul) %100’liik etanol eklendi.
Etanol eklenip pipetaj yapilan Ornekler kit igeriginde tek tek paketli bulunan spin
kolonlara aktarilir (Maksimum 700 pl kadar aktarilabildi). 8000xg 15 sn 25 0C’de
santrifiij edildi (6rnekler fazla oldugu i¢in yukarida basamak tekrar edildi). Alt sivi
atildi. Kit igeriginde bulunan 700 ul RWT Tamponu kolanlar {izerine eklendi. Tekrar
8000xg 15 sn 25 0C’de santrifiij edildi ve alt s1v1 atildi. Spin kolona yine kit iceriginde
bulunan 500 pl RPE Buffer eklenerek, 8000xg 2 dk 25 0C’de santrifiij edildi (Uzun
santrifiijleme islemi, spin kolon zarmi kurutarak RNA eliisyonu sirasinda etanoliin
tasinmamasini saglamaktadir). Alt sivi atildi. Bundan 6nceki basamak tekrar edildi
(RPE Buffer kismi). Filtreye birsey eklemeden tam hizda 1 dk 25 0C’de tekrar santrifiij
edildi. Amag filtreyi tamamen kurutarak, RPE Buffer’in uzaklagsmasini saglamaktir.
Sonrasinda kolonlar 1,5 ml’lik kit ile verilen toplama tiiplerine yerlestirildi, ilizerine
30ul RNase-free su eklendi. Tiiplerin kapag: kapatilarak 8000xg 1 dk 25 0C’de santrifiij
edildi ve kolondan gecerek altta toplanan total RNA iiriinii elde edildi. Ornekler -20
°C’ye kaldirildu.

3.2.8 cDNA sentezi

Total RNA izolasyonu yapilan 11 6rnekten cDNA sentezi yapmak i¢in miRCURY LNA
RT Kit (Katalog No: 339345, Lot No: 7690968) kullanildi. Bu amag i¢in iireticinin
talimatlar1 uygulandi. Reaksiyon biter bitmez ornekler ger¢cek zamanli PZR analizi i¢in

-20 °C’de sakland.

Baglamadan Once iireticinin talimatlarina uygun olarak kit i¢ersinde bulunan UniSp6
RNA spike-in’e (cDNA sentezinin kontrolii i¢in ) 80 ul niikleaz igermeyen su eklenip
vorteks yardimiyla karistirildi. 30 dk buzda bekletildi. Tekrar vorteks ile karistirildi ve
porsiyonlanarak -20 °C’de muhafaza edildi.
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c¢DNA sentezi icin PZR reaksiyon sartlari:
5X miRCURY RT reaction buffer : 2 pul

Nuclease-free water » 45
10X miRCURY RT enzymemix . 1 ul
RNA spike-in 20,5 ul
Template RNA (5 ng/uL) D2

10 ul
Tepkime kosullar:

Reaksiyon revers transkripsiyon : 42 °C’de 60 dk
Reaksiyonun inaktivasyonu : 959C’de 5dk

3.2.9 Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

cDNA sentezi yapilan total RNA’larin ifadesini analiz etmek i¢in Qiagen miRCURY
LNA SYBR Green PZR kit ile kantitatif gercek zamanli PZR yontemi kullanildi. Bu
amac¢ icin PZR miRNA primerleri dnce hafifce vorteks ile karistirildi ve santrifii
edildikten sonra tlizerine 220 pl niikleaz igermeyen su eklenip oda sicakliginda 20 dk
inkiibe edildi., Daha sonra tekrar vorteks ile karistiritlip ve santrifiij edildikten sonra,
porsiyonlandi ve -20 °C’de muhafaza edildi. ¢cDNA’lar reaksiyondan &nce 1:30

oraninda sulandirilarak kullanildi.

Gerg¢ek zamanh PZR reaksiyon sartlari:

2X miIRCURY SYBR Green Mix : 5 ul

PZR Primer Karigimi sl
Kalip cDNA (1:30) D4l
10 pl
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Tepkime kosullar::

Baslangig 1s1 aktivasyonu : 95%C°de 2dk

Denatilirasyon 95%C’de 10sn

Baglanma ve uzama asamalar1 : 56°C’de 60 sn} X 40 dongii

Erime egrisi analizi : 60-95°C
3.2.10 istatistiksel analizler

Calisma gruplarindan elde edilen verilerin normal dagilima uygunluklar1 grafiksel
olarak ve Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Incelenen tiim degiskenlerin normal dagilima
uymadiklar1 (skewed) goriildi. Tanimlayici istatistiklerin - gdsteriminde ortanca
(IQR: InterQuartile Range) degerleri verildi. Diger ¢aligmalarla karsilagtirilabilir olmak
ve anlasilirh@ arttirabilmek icin ayrica ortalama # standart sapma degerleri de
gosterildi. miRNA ortancalarin1 ¢cNF ve pNF gruplar1 arasinda karsilagtirmak icin
Mann-Whitney testi kullanildi. ¢NF ve pNF grup ortalamalarini kontrol degerleri ile
karsilastirmak icin “one sample t” testi uygulandi. Istatistiksel analiz, hesaplamalar i¢in
IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 22.0. Armonk, NY, IBM Corp.) programi kullamild:. Istatistiksel
kararlarda p<0.05 anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.

34



4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Telomer Uzunlugu ve Aktivitesinin Dogrulanmasi

Hastalardan alinan dokulardan DNA izolasyonu i¢in Thermo markasinin “GeneJET
Genomic DNA Purification Kit” izolasyon kiti kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapildi.
DNA konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektofotometre cihazi ile dlgiildii (Cizelge 4.1).
PZR i¢in kullanilacak DNA’larin konsantrasyonlar1 yiiksek olan 6rneklerde 10 ng/ul
olarak sulandirilarak ayarlanmistir. DNA miktarlar1 10 ng/pul az olan o6rnekler ise

sulandirilmadan kullanilmastir.

Cizelge 4.1 izole edilen DNA’larin konstrasyon ve saflik degerleri

Ornekler Konsantrasyon (ng/uL) A260/A280 A260/230
Kontrol 9.6 1.67 0.49
cNF1 8.4 2.02 0.47
cNF2 16.8 1.72 0.54
cNF3 19.2 1.81 0.69
cNF4 5.7 242 0.40
cNF5 19.2 1.90 0.91
pNF1 22.8 1.81 1.06
pNF2 42.4 1.81 1.33
pPNF3 23.1 1.81 1.00
pNF4 17.4 1.77 0.77
PNF5 111 1.83 0.68

Bu DNA orneklerinden ilk asamada telomer uzunlugu tespiti i¢in Gergek Zamanl PZR
analizleri gergeklestirildi. Telomer uzunlugu tespiti i¢in Sentebiolab firmasindan tedarik
edilen TELO ve SCG (Referans gen) primerleri ile Qiagen, QuantiTect SYBR Green
PZR Kit’1 kullanilarak reaksiyon ger¢eklestirildi (Sekil 4.1).
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1

Control cNF1 <cNF2 cNF3 cNF4 cNF5 pNF1 pNF2 pNF3 pNF4 pNF5

Telomer Uzunlugu (2 —24Ct)

Kontrol ve tiim NF1 dokulari
\ /)

Sekil 4.1 Kontrol 6rnegine gore Kkalibre edilen NF1 hastalarinda Olgiilen telomer
uzunluklar1

Sekil 4.1°de kontrole gore ozellikle pNF doku orneklerinde ciddi seviyede telomer

uzunlugunun kisaldigi, cNF dokularda ise kontrole gore farkli telomer uzunluklari

gozlenmistir.
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Sekil 4.2 cNF ile pNF’in ortlama telomer uzunluklarinin karsilagtiritlmasi
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Sekil 4.2°de cNF ve pNF tiimor dokularinin ortalama telomer uzunluguna bakilmistir
ve pNF tiimor dokularinda telomer uzunlugunun cNF timor dokularinda gore daha fazla

kisaldig1 gézlenmistir.

Telomer aktivitesinin belirlenmesinde ise, hasta 6rneklerinden protein izolasyonu igin
Millipore firmasinin “TRAPeze Telomerase Detection Kit”i ve Gergek Zamanli PZR
analizinin kantitatif olarak degerlendirilebilmesi i¢in gerekli olan Qiagen, QuantiTect
SYBR Green PCR Kit’i kullanilarak analizler gergeklestirilmistir. Buna gore elde edilen

sonugclara ait goriintiiler Sekil 4.3 de verilmistir.

Telomeraz Aktivite Egrisi

" Cell pellet (PK)

cNF4

cNF1
= CS
¢NF2
~ pNF5
~ PNF4
cNF3

RFU

cNFS
pNF1
pNF3

PNE2 aix

Cycles

Sekil 4.3 Ger¢ek zamanli PZR analizinde kontrol hiicre pelletine gore NF1 tiimor
dokularinda telomeraz aktivite egrisi

Sekil 4.3’da gercek zamanli PZR analizine gore yapilan calismanin aktivite egrisine
gore cNF’lerin, pNF’larma gore daha Onceden reaksiyona girdigi goriigmistiir. Ct

degerlerine gore de tiim orneklerin aktivite grafikleri Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4 Gergek zamanli PZR analizine gore NF1 tiimor dokularinda telomeraz aktivite
grafigi

(PK: hiicre pelleti, NK: 1s1 ile inaktive edilmis drnek)

Sekil 4.4’¢ bakildiginda en belirgin telomeraz aktivite azalmasi pNF dokularinda

goriilmiistiir. ¢tNF tiimor doukularinda da kontrole gore telomeraz aktivite azalmasi

belirlenmistir.
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Sekil 4.5 Gergek zamanli PZR analizine gore, cNF ile pNF’in ortalama telomeraz
aktivite karsilastirilmasi

(PK: hiicre pelleti, NK: inaktive edilmis 6rnek)
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Sekil 4.5’de cNF ve pNF olarak gruplandirmis oldugumuz tiimér dokularina
baktigimizda pNF dokularmin kontrol ve diger drneklere gore telomeraz aktivitesinin

daha ¢ok azaltig1 gériismiistiir.

4.2 NF1 Tiimér Dokularinda Secilen miRNA’larin Gen Ifadesinin Kantitatif
Analizi

Timor doku 6rneklerindeki miRNA verilerinin analizi i¢in tiimor dokularindan total
RNA izolasyonu miRNeasy Mini Kit (Qiagen) kullanarak gergeklestirildi. Elde edilen
total RNA’larin derisimleri Thermo Scientific NanoDrop Spektrofotometre cihazi ile
olgtildii. NanoDrop cihazinda elde edilen absorbans degerleri ve RNA miktar1 Cizelge

4.2’ de verilmistir.

Timor dokulardan elde edilen RNA 6rnekleri miRCURY LNA RT Kkiti (Qiagen) ile
c¢DNA’ya ¢evrildi. Daha sonra Qiagen miRCURY LNA SYBR Green PCR Kiti ile
sentezlenen cDNA’lardan ilk olarak miRNA’larin kantitatif gercek zamanli PZR
analizleri gergeklestirildi. U6 (RNUG6-1) SnRNA ifadesi i¢ kontrol geni olarak kullanildi.
Dondurulmus dokulardan izole edilen total RNA miktart az oldugundan U6 primerleri
kullanarak, kullanilmasi gereken cDNA miktari igin optimizasyon ¢aligmasi yapildi. Bu

calisma sonucunda sentezlenen cDNA’larin 1/30 olarak sulandirilmasina karar verildi.

Cizelge 4.2 izole edilen total RNA’larin konsantrasyon Ve saflik degerleri

Ornek Konsantrasyon (ng/uL) A260/A280 A260/A230

Kontrol 7.108 1.480 0.505
cNF1 158.047 1.568 0.320
CNF2 203.155 1.689 0.204
cNF3 15.801 1.423 0.496
cNF4 297.752 1.903 0.289
cNF5 92.845 1.536 0.509
pNF1 9.925 1.644 0.937
pNF2 32.282 1.577 0.962
pNF3 43.108 1.476 0.268
pNF4 18.778 1.422 0.147
pNF5 108.642 1.534 0.207
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Bu drneklerde normalizator gen olarak U6 snRNA primeri ile beraber 18 farklt miRNA

gen ifadesi kantitatif gergek zamanlh PZR yontemi kullanilarak analiz edildi.

Kantitatif analize baslamadan once esik degeri (treshold) 0,02 - 0,03 olarak belirlendi ve
(2 “22C) metoduyla analizler gerceklestirildi. Bu amag igin her érnegin miRNA’lari
kendi i¢ kontrolu olan U6 snRNA’ st ile kendi icerisinde normalize edildi. Daha sonra
bu sonuglar kontrol birey sonuglarina gore tekrar normalize edilerek A A Ct degerleri
hesaplandi. Elde edilen bu degerler 2 -4 formiiliinde kullanilarak incelenen miRNA
orneklerinin kontrol ornegine gore ekspresyon miktarlart bulundu. Cizelge 4.3’te

kontrol ve tiimor doku orneklerinin 2 =2 2t verileri verilmistir.
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14%

Cizelge 4.3 Kontrol ve tiimér doku drneklerinin 2 =4t verileri

miR128 | miR1182 | miR361 | miR23 | miR138 | miR133a | miR155 | miR122 | miR217 | miR21 | miR107 | miR29a | miR1290 | miR3934 | miR22 miR34 miR484 | miR541
K 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

cN1 0,08 2,0 0,206 0,325 5,9 0,077 0,620 0,082 2,7 1,2 0,490 0,578 0,004 0,06 0,047 0,275 0,163 65,8
cN2 2,6 68,6 13,9 0,000 39,1 4,4 23,6 4,4 71,5 45,6 14,7 11,4 0,312 1,06 0,503 9,063 3,340 2836,7
cN3 0,06 2,908 0,008 0,003 0,131 0,005 0,071 0,270 0,074 0,004 0,002 0,003 0,047 0,90 0,001 0,999 0,003 0,000
cN4 0,58 8,5 10,9 19,2 120,3 8,5 556,4 4,2 95,7 643,6 7,7 2,8 2,1 0,49 0,812 40,786 1,625 330,8
cN5 0,13 134,4 17,9 0,426 11,1 2,4 1,3 13,3 28,6 0,177 0,463 0,435 0,758 0,30 0,356 1,320 2,042 1807,8
pN1 238,9 445,7 467,9 617,4 | 1686,7 675,6 3769,1 200,9 2977,7 | 5404,7 | 430,5 621,7 588,1 8,0 442,643 | 580,037 75,584 | 9809,7
pN2 35,0 200,9 42,5 36,0 626,0 83,3 139,1 770,7 522,8 195,4 88,6 82,7 11,5 6,6 0,228 0,651 0,156 1710,3
pN3 232,3 922,9 226,0 151,2 | 49733 159,8 1584,7 44,6 138,1 556,4 156,5 140,1 5,0 89,9 4,823 13,454 7,160 | 92041,7
pN4 1,8 4,4 53 4,7 36,8 0,0 6,5 0,252 2,6 8,5 6,2 6,1 0,018 0,31 0,507 6,589 0,493 410,1
pN5 13,7 146,0 19,8 39,9 308,7 32,9 120,3 15,0 257,8 120,3 4,3 2,5 1,892 1,33 12,381 6,021 11,236 | 14664,1




Sekil 4.6 ‘ya bakildiginda tim miRNA’larin en yiiksek ekspresyon seviyesinin pNF
doku orneklerinde oldugu gozlenmistir. cNF doku orneklerinde pNF’lere gore daha
az seviyede ekspresyon oldugu gézlenmistir (a). miR541 ait ekspresyon seviyesi

diger miRNA’lara gore daha yiiksek oldugundan ayri bir grafikte gosterilmistir (b).
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Sekil 4.6 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimoér dokularinin
MIRNA analiz grafigi. a: miR-541 disindaki tiim miRNA’larin ekspresyon
grafigi. b: miR-541’e ait ekspresyon grafigi
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Sekil 4.7°ye baktigimizda yukaridaki grafiklerde de agikladigimiz gibi en yiiksek
ekspresyon seviyesinin pNF orneklerinde yiiksek oldugu goriilmiistiir (2).miR541 ait

ekspresyon seviyesi diger miRNA’lara gore daha yiiksek oldugundan ayri bir
grafikte gosterilmistir (b).
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Sekil 4.7 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda her bir miRNA’ya goére ortalamasi
alinan cNF ve pNF timor dokularinin miRNA analiz grafigi. a: miR- 541
disindaki tiim miRNA’larin ekspresyon grafigi. b: miR-541’e ait
ekspresyon grafigi
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Sekil 4.8’e baktigimizda miR-128-3p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
pPNF3) yiiksek ekspresyon gozlenmis olup, cNF dokularinda pNF’ya gore diisiik bir

ekspresyon goriilmiistiir.
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Sekil 4.8 Gergek zamanl PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimér dokularinin
miR-128-3p ekspresyon analiz grafigi ( TERT: Telomeraz reverse
transkriptaz)
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Sekil 4.9 Gergek zamanlh PZR c¢aligmasinda kontrole gore tiim tiimor dokularinin

miR-1182 ekspresyon analiz

transkriptaz)

grafigi (TERT: Telomeraz
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Sekil 4.9’a baktigimizda mir-1182 geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
PNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise genel olarak
diisiik bir ekspresyon goriilmiis olup ctNF2 ve cNF5 tiimor dokularinda diger cNF

dokularina gore daha belirgin bir ekspresyon seviyesi gézlenmistir.
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Sekil 4.10 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-361-5p ekspresyon analiz grafigi (TERF: Telomerik tekrar baglama
faktorii )

Sekil 4.10’a baktigimizda mir-361-5p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
PNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise genel olarak

diisiik bir ekspresyon orani goriilmiistiir.
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Sekil 4.11 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-23a-3p ekpresyon analiz grafigi (TERF: Telomerik tekrar baglama
faktorii )

Sekil 4.11°e baktigimizda mir-23a-3p geni icin pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
PNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gézlenmistir, CNF dokularinda ise cNF4 harig, cNF

dokularda ciddi bir ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.12 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole goére tiim tiimor dokularinin
miR-138-5p ekspresyon analiz grafigi ( TERT: Telomeraz reverse
transkriptaz)
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Sekil 4.12°ye baktigimizda mir-138-5p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pN1 ve

pN3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise ¢cNF4 harig, cNF

dokularda ciddi bir ekspresyon gézlenmemistir.
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Sekil 4.13 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimor dokularinin

miR-133a-3p ekspresyon analiz grafigi ( TERT: Telomeraz reverse
transkriptaz)

Sekil 4.13’e baktigimizda miR-133a-3p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1

ve pNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise ¢NF4 harig,

cNF dokularda ciddi bir ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.14 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-155-5p ekspresyon analiz grafigi (TERF: Telomerik tekrar baglama

faktorii )
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Sekil 4.14‘e baktigimizda miR-155-5p geni i¢cin pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
pPNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise cNF4 harig, cNF

dokularda ciddi bir ekspresyon gézlenmemistir.
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Sekil 4.15 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-122-5p ekspresyon analiz grafigi (DFA: Diger fonksiyonlarla alakalr)

Sekil 4.15°e baktigimizda miR-122-5p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
pNF2) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise cNF5 harig, cNF

dokularda ciddi bir ekspresyon gézlenmemistir.
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Sekil 4.16 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimor dokularinin
miR-217 ekpsresyon analiz grafigi (TSG: Tiimor Supresor Gen)
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Sekil 4.16’ya baktigimizda mir-217 geni i¢in pPNF dokularinda (6zellikle pNF1 ve
PNF2) yiiksek ekspresyon diizeyi gézlenmistir, CNF dokularinda ise cNF4 ve cNF2

hari¢, cNF dokularda ciddi bir ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.17 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-21-5p ekpsresyon analiz grafigi (DFA: Diger fonksiyonlarla alakali)

Sekil 4.17’ye baktigimizda mir-21-5p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1) en
yiiksek ekspresyon diizeyi pNF1’de gozlenmistir, diger pNF dokular diisiik seviyede
ekspresyon gostermis olup, CNF dokularda ise cNF4 harig, ciddi bir ekspresyon

gozlenmemistir.
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Sekil 4.18 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimor dokularinin
miR-107 analiz grafigi (KGA: Kanser gelisimi ile alakali)
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Sekil 4.18’e baktigimizda mir-107 geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1, pNF2
ve pNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise cNF2 ve
CNF4 hari¢, cNF dokularda ciddi bir ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.19 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-29a-3p ekpsresyon analiz grafigi (DFA: Diger fonksiyonlarla alakali)

Sekil 4.19’a baktigimizda mir-29a-3p geni i¢in pNF dokularinda (6zellikle pNF1,
pPNF2 ve pNF3) yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmistir, CNF dokularinda ise ciddi

bir ekspresyon gézlenmemistir.
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Sekil 4.20 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-1290 ekspresyon grafigi analiz grafigi (KGA: Kanser gelisimi ile
alakali)
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Sekil 4.20’ye baktigimizda mir-1290 geni i¢in pNF dokularindan 6zellikle pNF1’de
yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis diger pNF dokularinda ciddi bir ekspresyon

seviyesi goriilmemistir. cNF dokularinda ise belirigin bir ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.21 Gercek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim tiimoér dokularinin
miR-3934-5p ekspresyon analiz grafigi (DFA: Diger fonksiyonlarla
alakalr)

Sekil 4.21’e baktigimizda mir-3934-5p geni i¢in pNF norofibroma dokularindan
ozellikle pNF3’de yliksek ekspresyon diizeyi gdzlenmis, onu sirasiyla pNF1 ve pNF2
norofibroma dokularinin ekspresyonu izlemistir. CNF dokularinda ise ciddi bir

ekspresyon gozlenmemistir.
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Sekil 4.22 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-22-3p ekspresyon analiz grafigi (TSG: Tiimor Supresor Gen)

Sekil 4.22’ye  baktigimizda mir-22-3p geni i¢in oOzellikle pNF1 norofibroma
dokusunda yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis diger pNF dokularindan pNF5’de
bir miktar ekspresyon goriilmiis olup, cNF dokularinda ise bir ekspresyon

gozlenmemistir.
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Sekil 4.23 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-34a-5p ekspresyon analiz grafigi (DFA: Diger fonksiyonlarla
alakali)
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Sekil 4.23’e baktigimizda miR-34a-5p geni icin Ozellikle pNFI noérofibroma
dokusunda yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis diger pNF dokularindan pNF3’de
bir miktar ekspresyon goriilmiis olup, cNF dokularindan en belirgin ekspresyon orani

cNF4’de goriilmiistiir.
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Sekil 4.24 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-484 ekspresyon analiz grafigi

Sekil 4.24’e baktigimizda mir-484 geni i¢in 6zellikle pNF1 norofibroma dokusunda
yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis diger pNF nérofibroma dokularindan pNF3 ve
pPNF5°de bir miktar ekspresyon goriilmiis olup, cNF noérofibroma dokularinda da
(CNF2, cNF4 ve cNF5) diisiik seviyede ekspresyon goriilmiistiir.
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Sekil 4.25 Gergek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gére tiim tiimor dokularinin
miR-541-3p ekpresyon analiz grafigi ( TERT: Telomeraz reverse
transkriptaz)
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Sekil 4.25’¢ baktigimizda mir-541-3p geni i¢in oOzellikle pNF3 norofibroma

dokusunda yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis diger pNF dokularindan pNF1 ve

PNF5’de bir miktar ekspresyon goriilmiis olup, cNF dokularindan cNF2 ve cNF5°de

diisiik seviyede ekspresyon gorilmiistiir

4.3 NF1 Timér Dokularinda Secilen miRNA’larin Gen ifadesinin Tstatiksel

Analizi

Gruplara gore miRNA karsilastirmalar1 Cizelge 4.4’ te verilmistir.

Cizelge 4.4 Tim miRNA ekspresyonlarinin istaktiksel analizi

Test Statistics?

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

miR128
miR1182
miR361
miR23
miR138
miR133a
miR155
miR122
miR217
miR21
miR107
miR29a
miR1290
miR3934
miR541

2.402
1.984
1.984
2.402
2.193
1.567
1.776
1.776
1.776
1.567
1.776
1.984
1.567
1.984
1.776

0.016
0.056
0.056
0.016
0.032
0.151
0.095
0.095
0.095
0.151
0.095
0.056
0.151
0.056
0.095

Sadece koyu renk ile isaretli olanlar miRNA’lar arasinda fark goriilmiis olup, diger

miRNA’larin ortancalari ¢cNF ile pNF gruplarinda istatistiksel olarak benzer,

farksizdir.
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Cizelge 4.5 Kontrole gore ¢cNF ve pNF gruplarinda tiim miRNA degerlerinin

istatiksel analizi

One-Sample Test

Grup
cNF pNF
Test Value = 1 Test Value = 1
p t p
miR128 0.660 0.546 1.919 0.127
miR1182 1.627 0.179 2.126 0.101
miR361 2.086 0.105 1.712 0.162
miR23 0.786 0.476 1.473 0.215
miR138 1.541 0.198 1.683 0.168
miR133a 1.307 0.261 1.523 0.202
miR155 1.048 0.354 1.555 0.195
miR122 1.443 0.222 1.410 0.231
miR217 2.040 0.111 1.400 0.234
miR21 1.082 0.340 1.207 0.294
miR107 1.270 0.273 1.733 0.158
miR29a 0.957 0.393 1.467 0.216
miR1290 0.918 0.411 1.031 0.361
miR3934 2.364 0.077 1.174 0.305
miR541 1.788 0.148 1.373 0.242

cNF ve pNF gruplarinda tiim miRNA degerleri kontrol grubundan istatistiksel olarak

farksizdir (p>0.05)
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1 Tartisma

Bu tez ¢alismasinda, NF1 hastalarindan elde edilen cNF ve pNF tiimor dokularindaki
telomer uzunluklari, telomer aktiviteleri ve miRNA gen ifadelerinin saglikli kontrol
dokuya gore degerlendirilmesi amaglandi. Bunun i¢in 11 uygun doku secildi (Bir
kontrol (K), bes cNF ve bes pNF tiimor dokusu) ve bu dokularda telomer
uzunlugunun kisalip kisalmadigi, telomeraz aktivitesinin ne yonde degistigi ve
secilen 19 miRNA’nin gen ifadesinin kantitatif gergek zamanli PZR y6ntemi ile nasil

degiskenlik gosterdigi degerlendirilmistir.

Norofibromatozis tip 1 (NF1) 1/2500 (Wilson vd. 2021) goriilme sikligi olan
multisistemik, otozomal dominant ve kansere yatkinlik ile giden bir nérokutandz
hastaliktir. Ciltte ¢ok sayida kahverengi lekeler, ciller ve nérofibrom adi verilen iyi
huylu tiimorlerle kendini gostermektedir. Tiimor baskilayict gen olarak fonksiyon
gosteren NF1 gen protein Uriinii olan nérofibromin kaybi, proliferasyon ve timor
olusumu ile sonuclanmaktadir. Hastalarin % 15-20'si pleksiform noérofibrom,
MPSKT ve diger malignansileri gelistirebilir. NF1 klinik olarak birinci derecede
periferal sinir sistemi olmak tizere, viicudun c¢esitli organ ve sistemlerini tutan bir
hastaliktir. Temel karakteristik bulgular1 nérofibrom olusumu, aksiller ve inguinal
cillenme, CALM’lar, Lisch nodiilleri, kemik deformiteleri, 6grenme giicliigli ve
timor gelisimine yatkinliktir (von Deimling vd.1995). Bu sayilan kriterlerden en az
ikisini gosteren hastalara NF1 tanist1 konmaktadir. NF1 hastaligt icin bir takim
genotip-fenotip korelasyonlar1 belirlenmis olsa da heniiz kesin bir iliski
belirlenebilmis degildir. Ayn1 zamanda ayni aile icinde NF1 tanis1 almis bireylerde
bile farkl klinik 6zellikler goriilebilmektedir (Gutmann vd. 2017, Pasmant vd. 2011).
Ayrica hastaligin kesin bir tedavisi bulunmamakla birlikte tedaviler semptomatiktir
(Gutmann vd. 2017). Bu konu ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcut olup goriislerden
birisi de modifiye edici genlerin etkili olabilecegidir. Cesitli ve farkli semptomlar

icin farkli modifiye edici genler ¢alisilmaktadir.
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Bir¢ok aday genlerin klinik varyasyonlar i¢in modifiye edici etkisi ¢alisilmakta ve bu
degisiklikler arasinda telomer uzunlugunun ve aktivitesinin de etkili olabilecegi son
yillarda yapilan ¢alismalarla vurgulanmaktadir. Ayrica birgok kanser tipinde
telomeraz bazli terapétik ajanlarin kullanimi agisindan yararli olabilir. Telomerler,
dokularin mitotik aktivitesine ve yasam sekline bagli olarak yilda ortalama 15-28 baz
cifti kadar kisalmaktadirlar. Kisa telomer uzunlugunun bu nedenle kiimiilatif
hiicresel yaslanmanin, artmis kanser riskinin ve kanser sonrasi artmis erken oliim
riskinin bir gostergesi olabilecegi distiniilmektedir (Weischer vd. 2013). Birgok
kanser tiirlinde ve normal popiilasyonda telomer uzunluklari calisilmis ve bazi
calismalarda kisa telomer uzunlugunun artmis kanser riski ve kisa sagkalimla iligkili
oldugu gosterilmistir (Wentzensen vd. 2011). Telomer uzunlugu, stres, yaslanma,
kanser, obezit ve diger bir¢ok hastaligin mekanizmasini incelemek igin biyobelirteg
olarak kullanilabilir (Trybek vd. 2020) Son yillarda da yapilan arastirmalar, telomer
ve telomeraz aktivitesinin 6nemini ve hastaliklarla iliskili oldugunu gostermistir.
Ancak NF1 hastalar1 i¢in bu kavramla ilgili arastirmalar son yillarda baslamis olup
sayist ¢ok azdir (Sharafi vd. 2023). Bu ¢alisma NF1 ve telomerler arasindaki iliskiyi

gosteren tek calismadir ve daha ileri calismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Diger bir biyobelirte¢ olarak miRNA’lar ise son yillarda kanserdeki rollerinin ve
islevlerinin  anlagilmaya baslanmast ile kanserin molekiiler patolojisinin
anlasilmasinda, hiicre tipinin belirlenmesi ve farklilagmasinda, patolojik vakalarda
onemli diizenleyici roller almasiyla ve molekiiler hedefe yonelik tedaviler

gelistirilmesinde Oncii olmaya baglamistir.

NF1 bir timor predispozisyon bozuklugudur ve NF1 hastalar: birgok kanser tiirii igin
daha yiiksek riske sahiptir (Kresak ve Walsh 2016). miRNA’larin hiicrelerdeki
regiilator rollerinin yani sira kanser baglatici rolleri g6z oniine alindiginda
miRNA’ lar NF1 hastaligi igin ideal molekiiller olabilirler. NF1 hastaliginin

belirlenmesinde ve tespitinde 6ncii molekiil olarak islev gorebilirler (Wallace, 2018).

Bu nedenle NF1 hastaliginda rol oynayabilecek regiilatr molekiillerin varliginin ve

rollerinin aragtirilmasi giiniimiizde son derece onemlidir ve literatiirlere biiyiik bir
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katki saglayabilir. Bu baglamda NF1 hastaliginda miRNA’ larin NF1 kanser
tirtinde rollerini arastirmak onemlidir ve bu tir arastirmalar NF1 hastaliginin
mekanizmalarinin aydinlatiimasina katki  saglayabilir, genotip-fenotip
korelasyonunun belirlenmesine yardimci olabilir ve hastaligin kendisinin tedavisinin
bulunmasina katki saglayabilir (Wallace, 2018). Bu tez ¢aligmasinda, bu
biyobelirteglere dayanarak NF1 hastalarindan elde edilen sonuglari degerledirip,

literatiirlere ve olasi teshis ve tedavi yontemlerine 151k tutabilmek amaglanmustir.

Bu tez calismasinda ilk olarak taze dondurulmus NF1 tiimor dokularmin telomer
uzunluklarinin ve aktivitelerinin belirlenmesi amaglandi. lk asamada telomer
uzunluklarmin  belirlenebilmesi  i¢in  timoér dokulardan DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklar1 dl¢iildii ve uygun
konsantrasyonlar belirlendi. Telomerlerin PZR reaksiyonu i¢in standart primerler ile
beraber O'Callaghan ve grubu tarafindan anlatildigi gibi “housekeeping” gen olarak
B-Globin genine ait (tek gen kopyasi; SCG) primerleri kullanildi (O'Callaghan ve
Fenech 2011). Gergek zamanli PZR yontemi ile reaksiyonlar1 gergeklesitirildi. Bu
reaksiyona gore elde edilen grafik Sekil 4.1°de verilmistir. Bu grafikte, kontrole gore
ozellikle pNF doku orneklerinde ciddi seviyede telomer uzunlugunun kisaldig
gozlenmistir. cNF dokularda ise kontrole gore farkli telomer uzunluklari tespit
edilmistir. Bir diger biyobelirteg olarak ise telomeraz aktivitesinin dlgiilmesidir. NF1
timor dokularindan protein izolasyonu yapilarak telomeraz aktivitesinin
degerlendirilmesi i¢in gercek zamanli PZR ile reaksiyon gerceklestirilmistir. Sekil
4.3°de telomeraz aktive egrisi, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de Ct degerlerine gore de tiim
orneklerin telomeraz aktivite grafikleri verilmistir. Buna gore ilk olarak Sekil 4.3’de
Ct degerlerine gore telomeraz aktivite egrisine baktigimizda, kontroliin ilk once,
daha sonra cNF’lerin ve sonrasinda pNF’larin reaksiyona girdigi goriismiistiir. Daha
sonrasinda bu aktivite egrisinin Ct degerlerine gore ¢izilmis olan grafiklerden Sekil
4.4¢ bakildiginda en belirgin telomeraz aktivite azalmasi yine pNF dokularinda
goriilmiistiir. c¢NF tiimor dokularinda da kontrole gore aktivite azalmasi

belirlenmistir.
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Ayn1 zamanda Sekil 4.5’de cNF ve pNF olarak gruplandirdigimiz NF1 tiimorlerinin
kontrol, hiicre pelleti ve inaktive edilmis O6rnege gore grafigi bulunmaktadir. Bu
grafige gore de yine pNF dokularinin kontrol ve diger orneklere gore telomeraz
aktivitesinin daha ¢ok azaltigi gorlismiistiir. Bu sonucglara gore pNF tiimor doku
orneklerinde hem telomer uzunlugunun hem de telomeraz aktivitesinin, diger timor
orneklerine kiyasla en fazla azalmaya sahip oldugu goriilmistiir. Bildigimiz gibi
pleksiform norofibromlar, premalign olarak kabul edilen malignitenin erken evresidir
ve premalign tiimorlerde telomeraz aktivitesi disiiktiir (Engelhardt vd. 1997). Bu
calismada Ornek sayisinin az olmasina ragmen litratiir ¢aligmalarina gore paralel

sonuglar elde edilmistir.

Bu tezin ikinci asamasinda diger bir biyobelirteg olarak miRNA analizleri
gerceklestirilmistir. Burada tercih edilen miRNA’larin biiyiik bir ¢ogunlugu 6zellikle
telomeraz enzimi ile baglantili miRNA’lardan se¢ilmistir. Diger segilen miRNA’lar

ise NF1’in nérodejeneratif etkisi ile ilgili olan miRNA’lardur.

Telomerazlar, RNA'ya bagimli polimerazlarin ayr1 bir alt grubunun pargasidir.
Telomeraz, DNA iplikc¢iklerindeki telomerleri uzatir, boylece normalde postmitotik
hale gelecek ve apoptoz gecirecek yaslanmis hiicrelerin Hayflick sinirin1 agmasina ve
kanserli hiicrelerde siklikla oldugu gibi potansiyel olarak oliimsiiz hale gelmesine
olanak tanimaktadir. Spesifik olarak TERT, bir TTAGGG dizisindeki niikleotidlerin
bir kromozomun telomerlerinin uglarina eklenmesini katalize etmekten sorumludur
(Shampay ve Blackburn 1988). Tekrarlayan DNA dizilerinin bu sekilde eklenmesi,
¢oklu replikasyon turlarinin ardindan kromozomal uglarin bozulmasini 6nler (Poole
vd. 2001). Bu tez konusunda amaglarimizdan birisi de TERT/ hTERT telomeraz
enziminin sorumlu oldugu ve NF1 ile ilgili miRNA’larin ekspresyon diizeyinin
tespiti  ve elde edilecek sonuglarin telomer uzunlugu/aktivitesi ile de

karsilastirilmasidir.

Calismanin miRNA analizi kisminda, trizol igerisinde saklanan NFI1 timor

dokularindan total RNA izolasyonu (Qiagen Marka miRNeasy Mini Kit) yapilmistir.
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Elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve safliklar1 6l¢iilmiis ve sonra cDNA sentez
islemi Qiagen-miRCURY LNA RT Kit ile gergeklestirilmistir.

Buradan elde edilen 6rneklerin reaksiyon igerisinde calisip ¢alismadigini kontrol
amacli {iretici firmanin 6nermis oldugu U6 snRNA primeri kullanilmistir (Qiagen-U6
snRNA(hsa, mmu) miRCURY LNA miRNA PCR Assay). Tim orneklerde U6
snRNA’ nin basaril bir seklide ifade edildigi tespit edilmistir. Daha sonrasinda tiim
NF1 dokularinin, kontrol dahil segilen 19 adet miRNA primeri ile ger¢ek zamanl
PZR reaksiyonu gerceklestirilmistir. Buna gore elde edilen analiz grafiklerinin

degerlendirmeleri asagida aciklanmustir.

Sekil 4.6’ya baktigimizda ger¢ek zamanli PZR ¢alismasinda kontrole gore tiim timor
dokularinin hem tiim mMiRNA’lara goére analiz grafigi (a) hem de miR-541
ekspresyonu diger miRNA’lara gore en fazla ekspresyonu oldugu i¢in anlasilir bir
sekilde gosterebilmek adina ayr1 br grafik olarak verilmistir (b). En yiiksek
ekspresyon seviyesinin pNF doku orneklerinde oldugu gozlenmistir. ¢CNF doku

orneklerinde ise pNF’lere gore daha az seviyede ekspresyon oldugu gozlenmistir.

Diger miRNA’lara gore en yiiksek ekspresyon seviyesi miR-541 de goriilmiis olup,
bu grafige de baktigimizda calisilmis olan diger miRNA’larda ki gibi en yiiksek
ekspresyon seviyesinin yine pNF doku orneklerinde oldugu goriilmistiir (Sekil 4.6

().

Sekil 4.7°de ise gergek zamanli PZR ¢alismasinda her bir miRNA’ya gore (miR-541
hari¢) ortalamasi alman cNF ve pNF tiimor dokularinin miRNA analiz grafigi
verilmistir. Buna gore en yiiksek ekspresyon seviyesinin yine pNF’de yiiksek oldugu
gorilmiistiir (a). miR-541 i¢in de ayrica ortalamasi alinan cNF ve pNF timor
dokularinin miRNA analiz grafigine baktigimizda yine pNF’lerin daha yiiksek

ekspresyon verdigi gorlismiistiir (b).
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Bu sonuglara bagli kalarak baktigimizda miR-128-3p, mir-1182, miR-361-5p, miR-
23a-3p, miR-138-5p, miR-133a-3p, miR-155-5p, miR-21-5p, miR-107 ve miR-29a-
3p’ye bakildiginda en yiiksek ekspresyon seviyesinin pPNF1 ve pNF3 noérofibrom
dokularda oldugu, pNF2 ve pNF5 ‘de ise daha az oranda ekspresyon oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13,
Sekil 4.14, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19).

miR-122-5p ve miR-217 geni i¢in pNF dokularindan 6zellikle pNF1 ve pNF2’de
yiiksek ekspresyon, pNF3 ve pNF5 icin diisiikk seviyede ekspresyon goriilmiistiir.
miR-122 i¢in cNF dokularinda ise ¢cNF5 hari¢, cNF dokularda ciddi bir ekspresyon
gozlenmemistir. MiR-217 geni igin ¢cNF dokularinda ise ¢tNF4 ve cNF2 harig, cNF
dokularda ciddi bir ekspresyon gézlenmemistir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).

miR-3934-5p geni i¢in pNF norofibroma dokularindan 6zellikle pNF3’de yiiksek
ekspresyon diizeyi gozlenmis, onu sirasiyla pNF1 ve pNF2 dokularinin ekspresyonu

izlemistir. ctNF dokularinda ise ciddi bir ekspresyon gozlenmemistir (Sekil 4.21).

mirR-22 geninin ekspresyon seviyelerine baktigimizda ise 6zellikle pNF1 dokusunda
yiiksek ekspresyon diizeyi goriilmiis olup diger pNF dokularindan pNF5’de bir
miktar ekspresyon goriilmiis, cNF dokularinda ise bir ekspresyon gozlenmemistir

(Sekil 4.22).

miR-34a-5p geni i¢in Ozellikle pNF1 noérofibroma dokusunda yiiksek ekspresyon
seviyesi gozlenmis, diger pNF norofibroma dokularindan pNF3’de diisiik bir miktar
ekspresyon goriilmiis olup, cNF dokularindan en belirgin ekspresyon oranit ctNF4’de

gorilmistiir (Sekil 4.23).

miR-484 geninin ekspresyon seviyelerine baktigimizda 6zellikle pNF1 dokusunda
yiiksek ekspresyon diizeyi gozlenmis, diger pNF norofibroma dokularindan pNF3 ve
pNF5°de diisiik bir ekspresyon goriilmils olup, cNF noérofibroma dokularinda da
(cNF2, cNF4 ve cNF5) diisiik seviyede ekspresyon goriilmiistiir (Sekil 4.24).

61



miR-128-3p, miR-1182 timdr baskilayict miRNA’lardir. Litaretiire gore miR-128'in
bir kanser hiicre ¢izgisi panelinde TERT’in mRNA ve protein seviyelerini énemli
Olgiide azalttigin1 belirtmislerdir. miR-128, TERT (hTERT)’i diizenler ve ayrica
miR-128'in hem HeLa hiicrelerinde hem de teratom hiicrelerinde mRNA'nin kodlama

dizisi ile dogrudan etkilesime girdigini gostermistir ( Herlinda vd. 2018).

miR-541 ve miR-133a hTERT (telomeraz aktivitesinden sorumlu) geninin dogrudan
diizenlemesi ile ilgili bir miRNA’lardir. Calisma igerisinde ekspresyon seviyesi en
cok goriilen (6zellikle pNF3) miRNA’lardan birisi de miR-541’dir. Ancak net olarak
telomer uzunlugunu nasil etkiledigi hakkinda detayli bir bilgi heniiz yoktur. Bu
miRNA’larin hTERT geninin dogrudan diizenlemesinden sorumlu bir miRNA
olmasi elde ettigimiz sonuclarin bize yol gosterici oldugunu belirtmektedir. Ayn
sekilde yapilan c¢aligmalara gére miR-133-a’nin telomeraz enziminin aktivitesini
diizenleyerek telomer uzunlugunu etkileyebilecegi gosterilmistir. Ancak net olarak

literatiirlerde detayl1 bir bilgiye rastlanmamustir.

Yakin zamanda yapilan bir aragtirmada miR-155'in insan meme kanserinde telomerik
tekrar baglama faktorii (TERF1) “in ekspresyon seviyesini asagi dogru diizenleyerek
telomer biitiinliglini bozdugunu gostermistir. Yiiksek miR-155 ekspresyonunun
genomik kararsizligin artmasina yol agtigini ve Ostrojen reseptoriiniin pozitif meme
kanserinde kotii klinik sonugla iliskili oldugunu gostermislerdir. Tutarli bir sekilde
miR-155 ekspresyonunun asagi regiilasyonu, telomer stabilitesini artirarak, genomik
stabiliteyi iyilestirdigi gorilmiistir. Bu bulgular miR-155'in genomik kararsizliga

neden olmada birden fazla islevi oldugunu gostermektedir (Dinami vd. 2014).

Diger baz1 ¢alismalarda da miR-155-5p'nin ¢esitli kanser tiirlerinde onkojenik bir
miRNA olarak hareket ettigi goriilmiistiir (Mahesh ve Biswas 2019 ). Ozellikle, miR-
155-5p'nin artan regiilasyonu mesane (Chen VD. 2020), kolorektal (Qu vd. 2015,
Gao vd. 2018) ve meme kanserinde (Pasculli 2020) ¢esitli tiimor baskilayici genleri
hedef alarak metastazi ve proliferasyonu tesvik etmektedir. Ayrica, miR-155-5p'nin
artan miktarlar, pankreas (Greither 2009), mesane (Wang ve Men 2015) primer

karaciger karsinomu (Han vd. 2012) ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (Xu
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vd. 2013) dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinde daha koti sagkalim ile
iliskilendirilmistir. Onceki yapilan calismalar da miR-155-5p'nin berrak hiicreli
karsinom gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigini gostermektedir (Kajdasz vd. 2021,
Shiomi vd. 2021).

Bagka bir ¢alismaya baktigimizda, miR-138'in asir1 ekspresyonu, Malign melonom
(MM) hiicre biiyiimesini 6nemli dlgiide inhibe etmis ve hiicre apoptozunu ve dongii
durmasini tetiklemistir. Ayrica insan telomeraz ters transkriptazini ("nTERT) miR-
138'in dogrudan hedef geni olarak tanimlamislar ve hTERT protein seviyesine MM
hiicrelerinde miR-138'in negatif aracilik ettigini gostermislerdir. Bu arada hTERT'nin
asir1 ekspresyonu, miR-138'in MM hiicre ¢ogalmasi tlizerindeki baskilayict etkilerini
kurtarmistir. MiR-138, hTERT'yi hedef alarak insan malign melanom hiicrelerinin
hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir. Bu bulgulara gére miR-138'in, hTERT'yi
hedef alarak MM'de bir timor baskilayict gorevi gordigiidir. Boylelikle miR-
138/hTERT yeni bir tedavi yontemi olabilir (Li vd. 2017).

Insan miR-361 kok dongiisii, miR-361-5p ve miR-361-3p dahil olmak iizere iki
miRNA'y1 kodlar. Bir dizi c¢alisma, miR-361-5p'min c¢oklu kanserlerde tiimor
baskilayict olarak gorev yaptigmmi gostermistir. FOXMI1'1 hedef alarak akciger
kanseri ilerlemesini bastirir (Hou vd. 2017). NF1 ile iliskisi tam olarak
aciklanamamistir. Bu ¢alismada c¢NF ve pNF dokularindaki ekspresyon seviyerini
gormek amaclanmistir.  Daha detayli bilgi ve sonuclar i¢in hiicre kiiltlirii

deneylerinin yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Diger bir ¢alisilan miRNA miR-217 tarafindan, NF1 hedeflenebilir. miR-217, NF1'i
inhibe ederek ATF3-MMP13 etkilesimini artirarak meme kanseri hiicrelerinin
malign Ozelliklerini desteklemistir. miR-217, NF1/HSF1/ATG7 ekseni araciligiyla
meme kanseri hiicrelerinin otofajisini indiikleyerek anti-kanser ilaglarina karsi
duyarliligi baskilamistir. Ayrica miR-217, meme kanseri hiicrelerinin in vivo
tiimorijenik yetene8ini kolaylastirmak icin NF1'i inhibe edebilmektedir. Bu
calismada, miR-217'nin c-Jun'u aktive etmek i¢in NF1 ekspresyonunu potansiyel

olarak inhibe edebilecegini, bdylece ATF3/MMP13'in ekspresyonunu ve
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etkilesimini artirabilecegini ve meme kanseri hiicrelerinin malign 6zelliklerini

destekleyebilecegini vurgulamustir. (Li vd. 2023).

miR-1290 onkogenik bir miRNA’dir. Onkojenik ve tiimor baskilayici islevi olan
miRNA'larin  anormal ekspresyonu, kanserin baslamasi, ilerlemesi, malign
transformasyonu ve metastazi ile iliskilidir. Onkomir'ler olarak da bilinen onkogenik
miRNA'lar, tliimor baskilayic1 genlerin asag1 regiilasyonuna aracilik eder ve bunlarin

ekspresyonu kanserde yukar1 dogru diizenlenir (Malgorzata vd. 2022).

miR-23a-3p, TRF2 ekspresyonunu inhibe ederek telomer fonksiyon bozuklugunu ve
hiicresel yaslanmay1 indiiklemektedir. Yapilan c¢aligmada Ozellikle miR-23a'nin
TRF2'min 3' ¢evrilmemis bolgesini (3'UTR) dogrudan hedefleyebilecegini ortaya
¢ikardi. miR-23a'nin asir1 ekspresyonu, yalnizca telomere bagli TRF2'yi azaltmakla
ve telomer fonksiyon bozuklugunun neden oldugu odaklar1 (TIF'ler) arttirmakla
kalmadi, ayn1 zamanda ektopik olarak eksprese edilen TRF2 ile kurtarilabilecek
insan fibroblast hiicrelerinin yaglanmasini da hizlandirdi. TRF2'nin miR-23a'nin
spesifik bir hedefi oldugunu gostermekte ve miR-23a'nin telomer regiilasyonu ve
hiicresel yaslanmada 6nceden bilinmeyen bir roliinii ortaya ¢ikarmaktadir (Zhenhua

vd. 2015).

Insan malignitelerindeki cesitli genleri hedef alan miR-122, onkogen veya timor
baskilayic1 olarak hareket etme potansiyeline sahiptir. miR-122, meme kanseri,
akciger kanseri, mesane, 16semi, karaciger kanseri, kolorektal kanser, yumurtalik
kanseri ve Ozofagus dahil olmak {iizere cesitli tiimdrlerde anormal bir sekilde
eksprese edilir ve hem bir timoér promoteri hem de tiimor susturucu olarak goérev
yapmaktadir. NF1°’de bu miRNA i¢in heniiz bir calisma olmamakla beraber bu
calismamizda bize fikir vermesi adina miR-122’in etkileri goz Oniline alinarak

secilmis ve sonuglar1 degerlendirilmistir.

Ayrica, miR-122'nin karsinogenez ve ¢esitli kanser tiirlerinin timor gelisimindeki
diizensizligi ve anormal ekspresyonu, bunun insan kanseri i¢in tanisal ve/veya

prognostik bir belirte¢ olarak yararli olabilecegini diislindiirmektedir. Bu sonuglarin
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is1g¢inda  miR-122, Kkanser igin potansiyel yeni bir terapotik hedef ve
tanisal/prognostik molekiiler belirtectir. Sonug olarak, mevcut inceleme miR-122'ye
ve onun insan kanserlerindeki roliine kapsamli1 bir giris sunmakta ve hedefe yonelik

terapotiklerin gelistirilmesine yardimer olmaktadir (Lashkarian 2023).

Cesitli biyolojik stireclerdeki yaygin rolii nedeniyle miR-21'e olan ilgi, 6zellikle
kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarda son yillarda énemli Ol¢lide artmistir. miR-
21'in kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklardaki Onemini vurgulayan cesitli
incelemeler halihazirda mevcuttur (Jazbutyte ve Thum 2010, Ribas veLupold 2010,
Selcuklu vd. 2009).

miR-21"in ilk olarak ¢esitli hiicre hatlarinda apoptotik baskilayici oldugu fark edildi
(Chan vd. 2005). Daha sonra 540 insan numunesi iizerinde yapilan biiyiik 6l¢ekli bir
calismada, miR-21'in bu 6zelligi tasiyan tek miRNA oldugu bulundu. Bir¢ok agir
kanser tiiriinde de asir1 derecede eksprese edildigi gosterilmistir. (Asangani vd. 2008,
Schramedei vd. 2011). NF1’de bu miR-21 igin heniiz bir ¢alisma olmamakla beraber
bu calismamizda bize fikir vermesi adina miR-21-5p’in olas1 etkileri g6z Oniine

alinarak secilmis ve sonuglar1 degerlendirilmistir.

miR-107 inhibisyonunun NF1 (ndrofibromin 1) mRNA ve protein seviyelerini
arttirdigini ortaya ¢ikartmis, bu NF1'in GC'deki miR-107 hedeflerinden biri oldugunu
ortaya koymustur. Lusiferaz raportor tahlili, miR-107'nin, NFI mRNA'nin 3'-UTR'si
icindeki ilk potansiyel baglanma bdlgesine baglanarak NFI1 ekspresyonunu
bastirdigint ortaya cikartmistir. mMRNA stabil analizi, bu baglanmanin, anormal
protein ekspresyonuna katkida bulunabilecek NF1 mRNA kararsizligina yol
acabilecegini gosterdi. miR-107’nin yiiksek ekspresyonun tiimor boyutuna ve istila
derinligine katkida bulundugunu gormislerdir. Sonuglar, miR-107'nin asag1
regiilasyonunun hiicre biiylimesine, gociine ve istilasina karst ¢iktigini, oysa NF1
baskisinin  bu fenotipleri destekledigini gdstermistir (Wang 2016). Bizim

calismamizda da NF1 dokularindaki ekspresyon diizeylerine bakilmistir.
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Diferansiyel olarak eksprese edilen miRNA'larin ¢ogunlugunun (%91) pleksiform
norofibromlarla karsilastirildiginda  MPNST grubunda asagi regiile edildigi
bulunmustur. Asagi regiile eden miRNA i¢ersinde miR-29a bulunmaktadir (Amirnasr
2020). Bizim calismamizda MPNST doku 6rnegi olmadigin tam bir karsilastirilma

yapilamamigtir.

miR-3934’in NF1 ile ilgili her hangi bir ¢alismasi yoktur. Bize fikir vermesi adina
miR-3934’lin olas1 etkileri g6z Oniine alinarak segilmis ve sonuglar

degerlendirilmistir.

Bir literatiirde ki ¢aligmaya gore miR-3934, astimda RAGE ekspresyonunu
baskilayarak bazofil apoptozunda ileri glikasyon son iiriinlerinin neden oldugu

artiglar1 kismen inhibe ettigi goriilmiistiir.

miR-22, omurgali tiirleri arasinda yiiksek oranda korunur ve ekspresyonu gesitli
organlarda her yerde bulunur (Chen 2015, Wang 2017 ). Bir¢ok ¢alisma, miR-
22'nin karaciger, kolon, prostat, meme kanseri, mide kanserleri ve daha pek ¢ok
kanser tiiri dahil olmak iizere ¢esitli kanser tiirlerinin gelisiminde rol oynadigini
ortaya ¢ikarmistir. Genel olarak miR-22, metabolik susturucu ve tiimor baskilayici
olarak kabul edilir. Ancak onkojenik etkisi de belgelenmistir (Wang 2017, Huang
2018).

NF1 ile ilgili her hangi bir ¢aligmasi yoktur. Timor baskilayict olarak kabul
edildiginden bize fikir vermesi adina miR-22’nin olas1 etkileri gbz Oniine alinarak

secilmis ve sonuglar1 degerlendirilmistir.

miR-34a'nin g¢esitli kanserlerde asagi regiilasyonu kesin olarak belirlenmistir.
Fonksiyonel miR-34a'nin restorasyonunun, kanser hiicresi biiyiimesinin inhibisyonu
ve apoptozun uyarilmasi nedeniyle terapotik bir etki gdsterebilmesinin ve dolayisiyla
ilag duyarliligini1 arttirabilmesinin nedeni budur. miR-34a taklitleri su anda kanser

tedavisi i¢in degerlendirilmektedir (Duan 2013). Genom ¢apinda transkriptom
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analizleri, norofibromadan MPNST'ye kadar malignite gelisiminin, ekspresyondaki
bir artistan ziyade bir dizi genin ekspresyonunun kaybiyla iligkili oldugunu ortaya
cikarmistir. Bu daha sonra, norofibromlarla karsilastirildiginda cogu MPNST'de
miR-34a'nin  asag1 regilasyonunu gosteren miRNA ekspresyon profilinin
cikarilmasina yol agmustir. Bu miR-34a kaybi, malignite gelisimine katkida
bulunabilir (Sedani vd. 2012).

Litartiirlere gore norogelisim ile miR-484 arasinda bir baglant1 oldugu gosterilmistir.

Ancak tiimorlerdeki miRNA-484'in spesifik diizenleyici mekanizmas1 gibi pek ¢ok
soru agikliga kavusturulmay1 beklemektedir. MiR-484'iin hem proto-onkogen hem de
onkogen olarak hareket edebildigi goz Oniline alindiginda, miR-484'tin biyolojik
ozelliklerine dayali kesin terapotik stratejilerin nasil gelistirilebileceginin hala
arastirilmas1 gerekmektedir (Jia 2022). Bizim g¢alismamizda da NF1 dokularindaki

ekspresyon diizeylerine bakilip bir az da olsa bir 6ngorii olusturmaktadir.

miRNA’lardan hTERT ile ilgili olan mirl33a, mirl38-35, mir-1182, mir-541, ve
mir-128-3p hTERT in ekspresyonunu negatif olarak diizenler ve timor baskilayict
bir gen olarak da islev gorebilirler. pNF’lere baktigimizda, heniiz tiimorlesmemis
ancak malignitenin erken evresi olmasindan dolayi, olast hTERT ekspresyonunu
baskilamak i¢in bu miRNA’larin ekspresyon seviyelerin yiikselmis olabilecegini ve
bu dokularin yiikksek dereceli malignite igin potansiyel belirtegler oldugunu

gosterebilir.

Diger bakilan mir-23, mir-155 ve mir-361 telomer uzunlugunu diizenleyen TRF1 ve
TRF2 genleri ile iligkilidir. Bu genlerin ekspresyonunun inhibisyonu, telomerin
uzmasina sebep olur. Burada saydigimiz miRNA’lar da bu genlerin ekspresyon
seviyesini asagiya dogru diizenleyerek telomer biitlinliigiinii bozar. Bu baglamda
grafiklerimize baktigimizda pNF1, pNF3 de yine en yiiksek ekspresyon seviyesi
bunun ardindan diisiik seviyede pN2 ve pNF5 ekspresyonlart izler. Bizim
bekledigimiz sonu¢ ekspresyonun azalmasi yoniinde olmaliydi ancak yine yiiksek

ekspresyon seviyesi goOriildi. Bunun i¢in de bu sonuglarin detayli olarak
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arastirilmasini gerektigini bize gostermektedir. Burada dikkat edici olarak mir-155 de
cNF4 ‘de bir miktar ekspresyon goriilmiistiir. mir-155, onkogen olarak gorev yapan

bir miRNA oldugu diisiiniilebilir.

Timor gelisimi ile ilgili miRNA'lar olan mir-484, mir-217 ve mir-22’ye
baktigimizda, bu mirRNA’dan mir-484 onkogen-proto-onkogen olarak gorev alabilir
(norolojik bozukluklar). Bircok farkli mutasyon olabilecegini diislinerek tam
etkenlerinin arastirmasi gerekmektedir. mir-217, mir-22 timor baskilayici olarak
gorev alir. Bu iki miRNA’nin pNF’deki yiiksek ekspresyonu, yiiksek malignitesi

olabilecegi diisiintilen PNF’ler i¢in beklenebilir bir sonug olarak degerlendirilebilir.

Kanser gelisimi ile ilgili se¢ilmis olan miRNA'lardan, mir-107, NF1’i etkileyerek,
inhibisyonu prolifresyona ve hiicre gogiine neden olur. mir-107 ekspresyonu yiiksek
olan sirasiyla pNF1, pNF3 ve pNF2’dir ve ekspresyonu NFI1 ile iliski oldugundan
artmast  bekledigimiz sonuglardandir. miR-1290, onkogen Ozelliktedir ve
ekspresyonu yiiksek oldugunda NF1’i baskilamaktadir. En yiiksek ve tek ekspresyon
pNF1’de goriilmiistiir. Diger orneklerde de ekspresyon bekleniyordu. Bu nedenler

detayli arastirilmasi gerekmektedir.

Diger fonksiyonlar ile ilgili ¢alisilan miRNA'lar; miR-21-5p, miR-29-3p, miR-34a
miR-122-5p, miR-3934-5p’dir. Buradaki miRNA’lardan mir-29, mir-34, mir-3934 ve
mir21 proliferasyonu inhibe eder, apoptozu destekler. (Analizlere gore yiiksek
ekspresyon gosteren pNF’lerde yine maligniteden kaynakli ekspresyon etkisi
diisiiniilebilir. ¢cNF4’te de ekspresyon goriilmesi bu 6rnek miRNA lar igin saf
kiltiirlerle calisilmas1 ve detayli analizler yapmamiz gerektigini bize yine

gostermistir).

mir-122, hem onkogen hem de timdr baskilayici olarak gorev alabilir, burada timor
baskilayici etkisi diistiniilebilir. Ancak genel olarak baktigimizda NF1 ile ilgili
detayli calisma yok denecek kadar azdir.
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miRNA’larin fonksiyonlar diisiiniildiigiinde ve NF1 geninde de meydana gelen ¢ok
sayida mutasyonun olusumu bir¢ok sonucu dogurabilir. Bu nedenle bu ¢alisma bizim
i¢in pilot bir ¢alisma olmus olup elde ettigimiz verilerinden 6zellikle baz1t miRNA ve
orneklerin tekrar ve detayli olarak c¢alisilmasi gerektigini vurgulamaktadir.
miRNA’larn ¢ok fazla sayida gostermis oldugu bu 6zellik ve fonksiyonlarindan
dolayr ¢ok bilinmeyenli bir denklem olusturdugu goriilmektedir. Buda bize

¢Oziilmesi ve cevaplamasi gereken bir¢ok soru oldugunu gostermektedir.

miRNA'larin hem onkogen hem de tiimdr baskilayici olarak nasil hareket ettiginin
daha iyi anlagilmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. En yaygin hastalik
tarama yoOntemlerinin, timdrleri hastaligin erken evrelerinde dogru bir sekilde
taramakta basarisiz oldugu g6z Oniine alindiginda, serum ve dokularda miRNA
ekspresyonunun tespit edilmesi, tiimor teshisi, prognozu ve tedavisi i¢in etkili bir
hedef haline gelebilir ve tiimor tedavisinde miRNA igin umut verici bir uygulama

saglayabilir.

Bu tez calismasinda, pleksiform nérofibromun hem telomer uzunlugunun hem de
telomeraz aktivitesinin, diger timoér oOrneklerine kiyasla en fazla azalmaya sahip
oldugunu gostermektedir. Diger bir biyobelirteg olarak da miRNA ekspresyon
seviyelerinin pleksiform ndrofibromlarda yine diger tiimor 6rneklere gore en yiiksek

ekspresyon seviyesinin oldugunu gostermistir.

5.2 Sonuc¢

Bu sonuglara ve literatiirlere gore telomer uzunlugu ve telomeraz aktivitesindeki
herhangi bir degisiklik hastaligin ilerlemesini etkileyebilir. Bu bulgular, NF1
hastalarinda telomeraz aktivitesinin ve TERT ekspresyon seviyesinin yiiksek dereceli
malignite i¢in potansiyel belirtecler oldugunu gosterebilir. Bu calismada o6rnek
sayisinin az olmasina ragmen litratiir ¢aligmalarina goére paralel sonuclar elde
edilmistir. Ayrica calisilan bu miRNA’larin ¢cogunun hTERT geninin dogrudan
diizenlemesinden sorumlu miRNA’lar olmasi, bazi miRNA’larin hTERT’i hedef

alarak tiimdr baskiliyict gen olarak gorev almasindan dolayr birgok kanser tiirliniin
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miRNA/hTERT tedavi sekli kullanirak yeni tedavi yontemlerine olanak saglayabilir.
Yapilan bu c¢aligmalar sonucu elde edilen verilerin bize ileride yapilacak olan yeni

caligmalar i¢in yol gosterici oldugunu gostermektedir.

Elde ettigimiz bu bulgulara dayanarak daha net sonuglar almak adina baska
parametrelere bakilmasi gerektigini bize gostermis olup, Ozellikle NF1 timor

dokularindan hiicre kiiltiirii ¢alisilmasina gecilmesi gerektigini gostermistir.

Bununla beraber genis bir miRNA taramast yapmak adina bundan sonraki
calismalarimizda RNAseq ¢alismasinin da yapilmasi bizlere birgok miRNA’nin NF1

hastaliginda ki rolii hakkinda bilgi sahibi olmamizi saglayacaktir.
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