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Norofibromatozis tip 1 (NF1, von Recklinghausen), toplumda 1/2500 insidansi ile
ortaya ¢ikan bir otozomal dominant hastalik olup ciltte siitlii kahve lekeler (café au
lait - CALM), ¢illenmeler, norofibrom olarak isimlendirilen farkli boyutlarda iyi huylu
timorler ve malin periferik sinir kilifi timoérleri (MPNST) gibi belirtiler verir. Bunun
yan1 sira omurilikte, kafa sinirlerinde, beyinde tiimorler gelisebilmekte ve omurga
egriligi gibi kemik seklinde bozukluklar meydana gelebilmektedir. NF1 hastalarinda
saptanan mutasyonlar ile hastaligin fenotipi arasinda bir iliski mevcut degildir. Klinik
cok degiskenlik gosterir. Hatta ayni aile i¢inde bile ayni mutasyonu gdsteren bireylerin
farkl1 klinik tablo gdsterdigi de bilinen bir durumdur. Bu klinik degiskenligin ortaya
cikmasindaki goriislerden biri NF1 geni tizerindeki modifiye edici faktorlerin
varligidir. Bu aday modifiye edici faktorlerden bir tanesi mikroRNA’lardir (MiRNA).
Ayrica son yillarda yapilan c¢alismalar mitokondrilerin  fonksiyonundaki
degisikliklerin de bir modifiye edici faktor olarak NF1 hastalarinin farkli fenotipler

gostermesinde rol oynayabilecegini gostermektedir.



Mitokondriler, kendine 6zgii sinyal yolaklarmin varligi ve hiicrenin enerji iiretim
merkezi olmalar1 nedeniyle 6nemli organellerdir. Son yillarda mitokondrilerle yapilan
caligmalar biiyiik oranda artmistir. Mitokondrilerin, atasal bir anaerobik 6karyotik
hiicre tarafindan hiicre igine almman bir bakteriden koken aldigi bilinmektedir,
karsilastirmali analizler ile mitokondriyel fizyolojik siirecler ve bakterilerin olasi
katilimi1 gézden gegirilmektedir.

Kiigiik kodlanmayan RNA’lardan olan miRNA’lar, gen ifadesinin post
transkripsiyonel diizenleyicileri olarak fonksiyon gosteren RNA’lardir. Son
zamanlarda, mitokondriyel miRNA’larn (mitomiR), mitokondriyel genomun
translasyonel aktivitesini modiile ettigi ve mitokondriyel protein ifadesini ve
fonksiyonunu diizenledigi gosterilmistir. Mitokondrinin gelisim i¢in gerekli oldugu
dogrulanmis olsada, mitomiR ’lerin enerji metabolizmasi, oksidatif stres, inflamasyon
ve apoptoz dahil 6nemli biyolojik siireglerin diizenlenmesindeki rolleri daha yeni
anlagilmaya baglamstir.

Bu tez calismasinda, NF1 hastalarindan elde edilen kiitanz ve pleksiform nérofibrom
timor dokularindaki mitomiR’lerin ifadelerinin kontrol dokuya (CALM) gore
degerlendirilmesi amaglandi. Bunun i¢in taze dondurulmus 11 doku segildi (Bir
kontrol (CALM), bes kiitandz ndrofibrom ve bes pleksiform norofibrom timor
dokusu) ve bu dokularda segilen 11 mitomiR’in ifadesi kantitatif gergek zamanl PZR
(kRT-PZR) yontemi ile degerlendirildi. Yapilan analiz sonucunda segilen
mitomiR’lerde anlaml1 bir ifade artis1 goriilse de kiitandz ve pleksiform nérofibromlar
arasinda istatistiksel olarak bir fark goriilmedi. Arastirilan mitomiR’lerin sayisinin az
olmasi nedeniyle daha genis kapsamli aragtirmalar yapilmasi gerektigi dngoriildii.

Anahtar Kelimeler: Norofibromatozis tip I, Mitokondri, Mitokondriyel mikro RNA.
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Neurofibromatosis type 1 (NF1, von Recklinghausen), is an autosomal dominant
disease with 1/2500 incidence and occurs symptoms such as café au laits spots, axillary
and inguinal freckling, benign tumors with different sizes which are called
neurofibroma, 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. There is no correlation between mutations in NF1
patients and disease phenotype. It shows quite a variety of clinical manifestations. It
is also known that the same mutation in the same family has different clinical
manifestations. One of the views about these clinical variations is the existence of
modifier factors in the NF1 gene. MicroRNAs (miRNAS) are one of these modifier
factors. Also, studies in recent years show that changes in mitochondrial function may
play a role as modifier factors to NF1 patients’ different phenotypes.

Mitochondria are important organelles due to their unique signaling pathways and
being the energy production center of the cell. In recent years, studies with

mitochondria have increased greatly.
vi



Mitochondria are known to originate from a bacterium that was taken into the cell by
an ancestral anaerobic eukaryotic cell. Mitochondrial physiological processes and
possible involvement of bacteria are reviewed with comparative analyses.

One of the small non-coding RNA, miRNAs are functioning as post-transcriptional
regulators of gene expression. It has been shown that mitochondrial miRNAs
(mitomiRs) modulate the mitochondrial genome’s translational activation, and
regulate mitochondrial protein expression and function. Although mitochondria have
been confirmed to be vital for the development, the role of mitomiRs in the crucial
biological processes including energy metabolism, oxidative stress, inflammation, and
apoptosis has been understood recently.

This thesis study aimed to compare the selected 11 mitomiR’s isolated from fresh
frozen tissues obtained from 11 NF1 patients (1 CALM as a control tissue, 5 cutaneous
and 5 plexiform neurofibroma tumor tissues). The expression of these selected
mitomiR’s were evaluated by quantitative PCR (gRT-PCR) analysis. Even though the
results showed an increase in the expression of some mitomiRs based on tumor tissue
samples, no significant difference has been detected between cutaneous and plexiform
neurofibromas. Regarding the small number of mitomiRs in our study, we concluded
that a more elaborated research is required for future studies.

Keywords: Neurofibromatosis type I, Mitochondrion, Mitochondrial micro RNA.
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1. GIRIS

Norofibromatozis tip 1 (NF1, von Recklinghausen, OMIM#162200), insan sinir
sistemiyle beraber c¢oklu organ sistemlerini etkileyen en sik gozlenen tek gen
hastaligidir (Sharafi ve Ayter, 2018). NF1 hastaligi, iskelet (skolyoz) ve
kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 (hipertansiyon), deride pigmentasyon
bozukluklari (Café au lait lekeleri-CALM, koltuk alt1 ve kasik bolgelerinde gillenme),
sinir sisteminde tiimorlesmeye yatkinlik, Lisch nodiilii gibi gesitli klinik 6zelliklere
sahip, goriilme sikligir 1/2500 olan (Wilson ve dig., 2021), otozomal dominant bir
hastaliktir (Le ve Parada, 2007; Gutmann ve dig., 2017). Bununla birlikte NF1,
merkezi sinir sisteminde (MSS) optik gliom, periferik sinir sisteminde nérofibrom ve
malign periferik sinir kilif timorii (MPNST), ayrica astrositom ve l6semi gibi farkli
timor ve kanserlere sebep olmaktadir (Le ve Parada, 2007; Brems ve dig., 2009). NF1
hastalarinin spinal kanal ve beyin timérlerini gelistirme riskleri normal toplumdan 40
kat daha fazlayken optik gliom gelistirme riski 1000 kat fazladir. Ayrica akut
lenfoblastik 16semi (ALL) riski 5, yumusak doku sarkomlarini gelistirme riski 50 kat,
juvenil miyelomonositik 16semi (JML) riski ise 200 kat daha fazladir (Cichowski ve
Jacks, 2001).

NF1 hastaligi, NF1 geninde olusan mutasyonlar sonucunda meydana gelir. Bu
mutasyonlarin NF1 gen iiriinii olan nérofibromin proteininin sentezini etkilemesiyle
NF1 hastalig1 ortaya ¢ikar (Le ve Parada, 2007; Brems ve dig., 2009). Norofibromin,
en fazla sinir sisteminde bulunmaktadir. Ayni zaman yetiskin bireylerde néronlarda,
oligodendrositlerde ve Schwann hiicrelerinin yani sira keratinositler, adrenal medulla
ve beyaz kan hiicrelerinde bulunmustur (Gottfried ve dig., 2006). Ayrica,
norofibromin bir tiimor baskilayici olarak RAS sinyal yolagini negatif regiile eder
(Masliah-Planchon ve dig., 2013).

NF1, tam penetrasyon gosteren basit bir Mendel bozuklugudur ancak oldukca
degisken bir ekspresyon gostermektedir. NF1 hastalariin klinigi hastalar arasinda,

hatta ayn1 mutasyonu gosteren aile bireyleri arasinda bile farkli olabilmektedir.



Bu konu ile ilgili ¢cok sayida ¢alisma mevcut olup goriislerden birisi de, kisilerin
epigenetik farkliliklarinin NF1 geni {izerine modifiye edici faktor olarak etkili
olabilmesi, dolayisiyla NF1 gen ifade diizeyindeki degisiklikler olarak
diistiniilmektedir. NF1 ile ilgili literatiirde bir¢ok aday modifiye edici gen
bulunmaktadir (Ratner ve Miller, 2015; Sharafi ve Ayter, 2018). Bu aday modifiye
edici genlerden biri mikroRNA’lardir (miRNA) (Ratner ve Miller, 2015).

MiRNA’lar hastaliklarda potansiyel birer biyobelirte¢ gorevi gormektedirler. Ancak
mitokondriyel fonksiyon bozukluklarindaki durumlarina dair arastirmalar diger
hastalik ve islev bozukluklarina gore nispeten azdir (Sekar ve dig., 2020). miRNA’lar
timor gelisimi ve progresyonunda, gen ifadesinin diizenlenmesinde kritik bir role
sahiptirler (Masliah-Planchon ve dig., 2013).

Son yillarda sayilar1 hizla artan mitokondri ilizerine caligmalarda, hiicrenin enerji
tiretim merkezi olan ve kendilerine 6zgii sinyal yolaklarina sahip olan mitokondrilerin
kanser basta olmak iizere birgok hastalik patofizyolojisinde 6nemli oyuncular olarak
gorev aldiklar gosterilmistir (Pagliarini ve Rutter, 2013; Wallace, 2018).

Bu yeni gelismeler mitokondriler hakkindaki mevcut bilgilerimizi yeniden gézden
gecirme ihtiyacini ortaya c¢ikarmistir. Mitokondrilerin ilk hiicre igerisine aliminin,
atasal bir anaerobik Okaryotik hiicre tarafindan hiicre i¢ine alinan bir bakteri yoluyla
olustugu bilinmektedir. Okaryotik hiicre ve bakteri arasinda yapilan karsilastirmali
analizlerde, mitokondriyel fizyolojik siire¢ler ve bakterilerin bu siireclerdeki olasi
katilim1 gbézden gecirilmistir. Tim bu karsilagtirmalar, giiniimiizde “ikinci beyin”
olarak adlandirilacak kadar 6nemli olan “mikrobiyota”nin patofizyolojideki rolii ile
birlestiginde “mitobiyota” terimini glindeme getirmistir. Mitobiyota; mitokondriyel
genomda ortaya g¢ikan degisikliklerin, mitokondrilerin fenotipine ve dolayisiyla
organizmalardaki patofizyolojiye olan yansimasina verilen addir. “Bakteri esittir
mitokondri” tanimi kabul edildiginde, bakteriyel ve mitokondriyel kanser teorileri
arasinda da esitlik bulunabilecegi hipotezi “bakteriyel enfeksiyon” yerine
“mitokondriyel enfeksiyon”dan bahsetmek gerektigini 6nermektedir. Eger bu hipotez
dogru ise son gilinlerde yogun bi¢imde bahsedildigi gibi mitobiyota homeostazisi,
mikrobiyota homeostazisi kadar fizyolojik 6neme sahiptir (Zorov ve dig., 2013).
Mitokondrinin gelisim i¢in gerekli oldugu dogrulanmis olsa da mitokondriyel
miRNA'larin (mitomiR'ler) enerji metabolizmasi, oksidatif stres, inflamasyon ve
apoptoz dahil 6nemli biyolojik siireclerin diizenlenmesindeki rolleri daha yeni yeni

anlagilmaya baslanmustir.



Son zamanlarda, mitobiyota homeostazisinde miRNA’larmn rolii {izerinde
durulmaktadir ve mitomiR'lerin, mitokondriyel genomun translasyonel aktivitesini
modiile ettigi ve mitokondriyel protein ekspresyonunu ve fonksiyonunu diizenledigi

gosterilmistir (Song ve dig., 2019).

1.1 Calismanin Amaci

mMiRNA’larin ¢ekirdekte transkribe edildigi ve sitoplazmaya tasindigi iyi bilinmektedir
(Wang ve Springer, 2015). Ancak artan kanitlar miRNA’larin ayni zamanda
mitokondri, endoplazmik retikulum, P cisimcikleri, stres graniilleri, multivezikiiler
cisimcikler, ekzozomlar gibi sitoplazmik bolgelerde bulundugunu veya iliskili
oldugunu gostermektedir. MiIRNA aracili gen diizenlenmesi farkli hiicresel
kompartmanlarca kontrol edilebilir veya miRNA-organel arasindaki iletisim spesifik
hiicresel ihtiyaglara daha segici tepkiler verebilir. Cesitli galismalar MSS dahil olmak
tizere cesitli doku ve hiicre tiirlerinden izole edilen mtiokondrilerde miRNA’larin var
oldugunu gostermistir. MitomiR’lerin ¢ogunlugunun niikleer kodlu oldugu bilinirken,
birkacinin mitokondriyel genomdan kodlandigi tahmin edilmektedir (Wang ve
Springer, 2015).

Daha oOnce birkag arastirma grubu tarafindan NF1 iligskili malignansilerde
miRNA’larin roli arastirilmistir (Sedani ve dig., 2012). miR-155, miR-204, miR-21,
mMiR-29¢ gibi bazt miRNA’lar NF1 tiimorogenezinde belirlenmistir (Sharafi ve Ayter,
2018; Nave dig., 2021). Ayrica miR-107, miR-214, miR-10b ve miR-34a’nin da rolii
bildirilmistir (Sharafi ve Ayter, 2018). Bununla birlikte literatiire gére daha once
NF1’de mitomiR’lerle ilgili yapilmis bir ¢alisma bulunmamaktadir. NF1 hastaliginin
klinik degiskenligi, mitokondrilerin hiicredeki Onemi, hastaliklardaki rold,
miRNA’larin ise diizenleyici rolleri g6z oniine alindiginda mitomiR ’lerin aragtirilmasi
onemli gortinmektedir. Dolayisiyla bu yiiksek lisans tezinde farkli NF1 tiimorlerinde

mitomiR’lerin ifadesinin degerlendirilmesi amaglanmistir.
1.2 Norofibromatozis Tip 1 Nedir?

NF1 hastaligi, NF1 (OMIM# 613113; kromozom 17q11.2) geninin kalitsal otozomal
dominant ya da de novo mutasyonlarla fonksiyonunu kaybetmesiyle meydana
gelmektedir (Wegscheid ve dig., 2018).



Norofibromini kodlayan NF1 geni 1990 yilinda tanimlanmistir (Gutmann ve dig.,
2017). Etnik farkliliklar hastalik penetransinda ve ekspresivitede farkliliklar
olusturabilir (Wilson ve dig., 2021).

NF1 hastalig1; nérofibromatozlar olarak adlandirilan NF1, norofibromatozis tip 2
(NF2) ve schwannomatozu igeren bir grup norogenetik bozukluktan biridir. Bu
norogenetik bozukluklar hem genetik hem de klinik anlamda birbirinden farklidir ve
hepsi otozomal dominant kalitsal birer bozukluktur (Gutmann ve dig., 2017; Cimino
ve Gutmann, 2018). Bununla birlikte bu bozukluklarin tamaminin klinik fenotiplerinde
periferal sinir kilifi tiimdrleri ortaktir. Ayn1 zamanda NF1 bu ii¢ 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 gegmisi bulunmamaktadir (Cimino ve Gutmann, 2018). Cizelge

1.1°de norofibromatozlar gruplandirilmistir (Cimino ve Gutmann, 2018).

Cizelge 1.1: Norofibromatozlar (Cimino ve Gutmann, 2018).

Hastalik Gen Neop!a§|tk olm_ayan Kanser fenotipi
klinik fenotip
Ogrenme, davranigsal ve -
dikkat eksiKlikleri Optik gliom
Norofibromatozis NFL Uzun kemik displazisi Beyin sap1 gliomu
Tipl Pigment abnormaliteleri
(CALMs, gillenme, Lisch | Kiitandz norofibromlar
nodiilleri)
Juvenil katarakt Vestibiiler schwannoma
N . Retinal hamartomlar, Periferal ve kranial
Norofibromatozis A
Tip 2 NF2 epiretinal membranlar schwannoma
Biiyiik CALM’lar (ancak Meneniiom
NF1’den az) J
Schwannomatoz LZTR1 i Spinal tlimor glioma
SMARCB1 Schwannomatozlar

Tarihsel olarak bakildiginda 1300'lere hatta belki de Helen zamanlarina dayanan, NF1
belirtileri olan bireylerin belgelenmis tanimlari ve tasvirleri bulunmaktadir. Ancak
NF1 ilk olarak 1881'de Friedrich von Recklinghausen tarafindan taninmis ve hastaliga
“norofibroma” adinm1 vermistir (Cimino ve Gutmann, 2018; Wilson ve dig., 2021).
Yirminci yiizyillin sonunda bu bozukluk NF1 ve NF2 olmak tizere iki sinifa ayrilmistir
(Wilson ve dig., 2021). Ilk yaymnlanan monograflar bu hastaligin kalitsal dogasini
vurgularken, 1988'de Ulusal Saglik Enstitilleri (NIH) Konsensus Gelistirme
Konferans1 (Consensus Development Conference) kullanimda olan NF1 tam

kriterlerini bir araya getirmistir (Cimino ve Gutmann, 2018; Wilson ve dig., 2021).
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NF1’in tanimlayic1 6zelligi norofibromlardir. Norofibromlar periferal sinir sisteminde
gelisen iyi huylu sinir kilifi tiimoérleridir. Norofibromlarin ¢esitli klinik goriintimleri
bulunmaktadir. Ayrica norofibromlar farkli bireylerde 6nceden tahmin edilemeyen
farkli sayilarda ve biiyiikliiklerde bulunabilir. Kiitan6z (CNF) ve pleksiform (pNF)
norofibromlar olmak iizere iki ana alt tipe ayrilmaktadirlar (Jiang ve dig., 2021). En
yaygin NF1 iligkili timorler cNF ya da pNF olabilen benign tiimérlerdir (Pasmant ve
dig., 2011). Norofibromlar, spinal, periferal ya da kranyal sinirlerle yakindan iliskili
bir sinir kilifi timoériidiir (Gutmann ve dig., 2017). Etkilenen bireylerde farkli klinik
semptomlar  gozlemlenebilmektedir. Klinik belirtiler pigment bozukluklar
(CALM’lar, deri kivrimlari-skinfold freckling, Lisch nodiilleri), periferal
(nérofibromlar, MPNST’ler) ve merkezi (optik gliomlar ve beyin sap1 gliomlar1) sinir
sistemi tiimorleri, kemik abnormaliteleri, vaskiilopati ve diger kanserleri igeren
belirtilerdir. Bunlara ek olarak NF1’li ¢ocuklarin %80’inden fazlasinda 6grenme
giicliikleri, sosyal alg1 bozukluklari (otizm spektrum bozuklugu) veya dikkat eksikligi
bulunmaktadir (Wegscheid ve dig., 2018).

Norofibromlar neoplastik Schwann hiicreleri, ndronlar, fibroblastlar, immiin hiicreler
ve endotelyal hiicrelerle birlikte kollajen, fibronektin, laminin ve hyoliironik asit gibi
ekstraseliiler matriks bilesenlerini iceren heterojen tiimorlerdir (Jiang ve dig., 2021).
Norofibromlar: olusturan en biiylik faktor NF1+/- hiicrelerin heterozigotluk kaybina
(loss of heterozygosity-LOH) ugramasidir. LOH’a ugrayan NF1+/- hiicreler NF1-/-
hiicrelere doniismektedirler (Le ve Parada, 2007; Bottillo ve dig., 2009). Schwann
hiicreleri norofibromlarin neoplastik hiicreleri olarak kabul edilmektedir. pNF’lerin,
noral krest hiicrelerinden gelisen Schwann hiicrelerinden, cNF’lerin ise “Skin-Derived
Precursor” hiicrelerinden koken aldigi hayvan modelleriyle yapilan caligmalarla

gosterilmistir (Brossier , ve Carroll, 2012).
1.2.1 Kiitano6z norofibromlar

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. CNF’ler NF1 hastalarinin ¢ogunda gelismektedir ve NF1
hastaliginin en yaygin ozelliklerinden biridir. cNF’ler tipik olarak erken adeldsan
donemde basglamakta, sayilart ve biyiklikleri farkli bireylerde degisiklik

gostermektedir. CNF’ler bliylimediklerinden malign doniisiime ugramazlar.



Ancak, NF1 hastaligina sahip hamile kadinlar siklikla yeni cNF'ler gelistirmektedirler
ve bu durum cNF’lerin 0Ostrojen hormonlart tarafindan diizenlendigini

diistindiirmektedir (Jiang ve dig., 2021).

1.2.2 Pleksiform norofibromlar

pPNF’ler, cNF’lerden farkli klinik 6zellikler gostermektedir. pNF’ler dogumda cesitli
sinir pleksuslarinda gelisirler ve yasla birlikte biyiirler (Jiang ve dig., 2021).
Genellikle konjenitaldir ya da NF1 hastalarinin %30-50’sinde erken cocukluk
doneminde goriilmektedir. pNF’lerin sayis1 ve biiylikliigii aym aile igerisinde bile
hastadan hastaya farklilik gostermektedir (Pasmant ve dig., 2011). Bazi pNF tiimorler
kiictiktlir ve sadece klinik goriintiileme ile belirlenebilirler ancak bazilar1 biiytliyerek
kilolarca agirlikta olan tiimdrlere doniisebilmektedir. Bu tiir pNF’ler bulunduklari
cevreyi sikistirarak fazla miktarda agri olusumuna, nérolojik fonksiyon bozukluguna
ve kemik deformasyonuna neden olabilmektedir (Jiang ve dig., 2021).
PNF’ler hiicresel diizeyde heterojen, esas olarak norofibromlarin patojenik hiicre tipi
olan Schwann hiicrelerinden, fibroblastlardan, mast hiicrelerinden, noéronlardan,
vaskiiler elemanlar ve perinoral hiicrelerden olusan tiimdrlerdir. pNF’ler iyi huylu
tiimorlerdir ancak i¢ organlara yakin olmalart nedeniyle yasamsal tehdit olusturabilir
ve yasam kalitesini diistirebilirler (Pasmant ve dig., 2011). Ayrica pNF’lerin yasam
boyunca malign transformasyona ugrayip MPNST’ye doniisme riski %8-13
arasindadir (Jiang ve dig., 2021). Internal pNF’ler ile MPNST ler arasinda olduk¢a
giiclii bir iliski bulunmaktadir ve internal pNF’e sahip hastalarin, olmayan hastalara
gore MPNST gelistirme ihtimalleri 20 kat daha fazladir (Pasmant ve dig., 2011).
MPNST ler tedavi edilmesi en zor sarkom maligniteleri arasinda yer almaktadir ve
NF1 hastalar1 arasinda 6nde gelen 6liim sebebidir (Jiang ve dig., 2021).
MPNST ler yiliksek oranda metastatiktir ve genellikle prognozu koétiidiir (Pasmant ve
dig., 2011). Knudson’nun iki vurus hipotezine goére tlimdrogenez olusabilmesi i¢in
NF1 geninin kalan fonksiyonel kopyasinda olusan bir somatik mutasyonun genin
islevselligini bozmas1 gerekmektedir (Pasmant ve dig., 2011; Masliah-Planchon ve
dig., 2013). pNF’ler ve MPNST’lerden izole edilen Schwann hiicrelerinde NF1
geninde LOH bulunmaktadir (Pasmant ve dig., 2011). NF1 geninin iki kopyasinin da
mutasyonlarla inaktif hale gelmesi RAS sinyal yolaginin indiiklenmesine neden
olmaktadir ve tlimoérogenez igin gerekli goriinmektedir ancak timdrogenez igin yeterli
degildir (Masliah-Planchon ve dig., 2013).
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pPNF’lerde, CDKN2A/B lokus delesyonlart dahil olmak iizere ek mutasyonlar
bildirilmistir. MPNST lerde ise TP53, RB1, CDKN2A, TWIST1, BIRCS5, TOP2A ve
SOX9 gibi Schwann hiicre farklilasmasinda yer alan genlerde farkli ekspresyon profili
oldugu bildirilmistir (Masliah-Planchon ve dig., 2013).

1.2.3 Norofibromatozis tip 1’in klinik ézellikleri ve tam Kkriterleri

NF1 otozomal dominant bir hastaliktir ve esey germ hiicrelerinde (germline) olusan
NF1 mutasyonuna sahip tiim insanlar bu hastaliga sahiptir. Ancak, ayn1 mutasyona
sahip ailelerdeki bireyler de dahil olmak iizere hastalar farkli klinik O6zellikler
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 geninin mutasyona ugrayan alellinde nérofibrominin
kaybiyla sonuglanmaktadir (Gutmann ve dig., 2017).

NF1 hastalar1 genis bir spektrumda cesitli klinik 6zellikler gostermektedirler. Ancak
bu 6zellikler 3 ana kategori altinda toplanabilir (Jiang ve dig., 2021):

I. Malign olmayan klinik 6zellikler cNF ve pNF’ler, optik gliom ve beyin sap1
gliomlari, pigment abnormaliteleri, kemik deformiteleri, kardiyovaskiiler
abnormaliteler ve 6grenme eksikliklerini kapsamaktadir.

ii. Sinir sisteminin malign timorleri glioblastomlar ve MPNST igermektedir.

iii. Sinir sistemi ile ilgili olmayan malign tiimérler meme kanseri, 16semi,
lenfoma, gastrointestinal stromal tiimorler, feokromasitoma ve
rabdomyosarkomdur.

Tim bu klinik 6zelliklerin yani sira norofibromlar NF1 hastaligi i¢in ayirt edicidir
(Jiang ve dig., 2021). NF1 igin 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 ve dig., 2017).

ii. NF1 hastalarinin yaklasik %1’inde kodon 1809 etkilenmektedir ve bu
hastalar tipik olarak CALM’lara, kisa boya ve pulmoner stenoza sahiplerdir
ancak disaridan goriilebilen pleksiform veya dermal noérofibromlari
bulunmamaktadir (Gutmann ve dig., 2017).
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iii. 17. ekzonda 3 bp gerceve delesyonuna (c0.2970-2972 delAAT) sahip
hastalar hafif bir fenotip gosterirler ve cNF’leri veya klinik olarak
belirlenebilen pNF’leri bulunmamaktadir (Sharafi ve Ayter, 2018).

iv. NF1 geninin 844-848 kodon bélgesinde meydana gelen yanlis anlaml
mutasyonlar NF1 hastalarinda daha siddetli bir fenotiple iliskilidir (Sharafi
ve Ayter, 2018).

V. “Splicing” bolgesi germline mutasyonlar1 MPNST ve santral sinir sistemi
gliomlar1 gelistirme egiliminde artisla iliskilidir (Wilson ve dig., 2021).

vi. Ekzon 28 ¢ergevesinde duplikasyon (in-frame duplication), 80 kb delesyon
mutasyonlari, Watson sendromu olarak da bilinen ¢oklu CALM’lar,
pulmonik stenoz ve mental retardasyon ile iliskilidir ancak Lisch nodiilleri
ve norofibrom gelistirme siklig1 diisiiktiir (Wilson ve dig., 2021).

vii. Kromozom 15’teki SPRED1 mutasyonlar1 Leguis sendromu olarak da
bilinmektedir, CALM varlig1 ve gillenme vardir fakat periferal sinir
tiimdrleri veya goz ile ilgili bulgular yoktur. Makrosefali ve lipomlar daha

yaygimdir (Wilson ve dig., 2021).

NF1 kliniginin altinda yatan mekanizmalar degisebilmektedir. Baz1 belirtiler NF1
haployetmezliginden (haploinsufficiency) kaynaklanirken bazi semptomlar bialellik
NF1 geni inaktivasyonu ya da hormonlar veya diger genetik degisiklikler gibi
modifiye edici faktdrlerin eklenmesini gerektirebilir. Ornegin CALM’larin ve
norofibromlarin gelisimi i¢in biallelik NF1 geni inaktivasyonu gerekirken, MPNST
gelisimi i¢in TP53 mutasyonu gereklidir (Gutmann ve dig., 2017).

Cizelge 1.2°de NIH tarafindan belirlenmis NF1 hastaliginin tan1 kriterleri verilmistir.
Cizelgedeki kriterlerden en az iki tanesine sahip olmak NF1 tanis1 almak i¢in yeterlidir
(Cimino ve Gutmann, 2018).

Ancak, ¢izelge 1.2°deki kriterlerin yan1 sira NF1 genindeki mutasyonu gdosteren
mutasyon analizinin de tani kriterlerine eklenmesi onerilmektedir (Wilson ve dig.,

2021).



Cizelge 1.2: NF1 tani kriterleri (Cimino ve Gutmann, 2018).

NF1 teshisi i¢in asagidaki kriterlerden 2 veya daha fazlasi gereklidir:

e 6 veya daha fazla CALM (ergenlikten 6nce >0,5 cm; ergenlikten sonra
>1,5cm)

e Aksiller veya inguinal ¢illenme

e 2 veya daha fazla Lisch nodiilii

o Kemik deformiteleri

e Optik gliomlar

e Norofibromlar (herhangi bir tiirde 2 veya daha fazla ya da 1 pNF)

e NF1 tanis1 almis 1. derece akraba

1.2.4 NF1 geni ve nérofibromin

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, MAPK ve PI3K/AKT/mTOR kaskadlari
tizerinden hiicre proliferasyonu, sagkalim ve farklilasmayi diizenleyen yolaktir
(Masliah-Planchon ve dig., 2013).

Norofibromin ndronlar, glial hiicreler, immiin hiicreler, endotelyal hiicreler ve adrenal
medullanin igindeki hiicreler gibi bir¢ok hiicre tipinde ifade edilmektedir ancak farkli
hiicrelerdeki fonksiyonlari muhtemelen farklidir (Gutmann ve dig., 2017).

NF1 geni 350 kb’lik DNA iizerine dagilmis 61 ekzondan olugmaktadir. Baslangicta
NF1 geni 57 ekzon olarak tanimlanmistir ancak ilerleyen yillarda gecici olarak 9a,
10a-2, 23a ve 48a olarak adlandirilan 4 tane alternatif  “splicing” ekzonu
kesfedilmistir. Fakat bu numaralandirma sisteminin yol actig1 kafa karigikligr ve
tutarsizliklarin giderilmesi adina NF1 geninin ekzonlar1 bulunduklar: yere gore tekrar
isimlendirilmistir. Dolayisiyla bu ekzonlar 11alt12 (6nceden 9a), 12altl3 (6nceden
10a-2), 30alt31 (6nceden 23a) ve 56alt57 (6nceden 48a) olarak isimlendirilmislerdir
(Anastasaki, ve dig., 2017; Sharafi ve Ayter, 2018).

NF1 genindeki mutasyonlarin molekiiler anlamda tanimlanmasi zor olmaktadir
(Gutmann ve dig., 2017). Bu durum genin biiyiikliigii, mutasyona yatkin bolgelerin
(hotspot) olmamasi ve mutasyon gesitliliginden kaynaklanmaktadir (Gutmann ve dig.,
2017; Sharafi ve Ayter, 2018).



Ancak, Koczkowska ve arkadaslari (2018) tarafindan NF1 geninde meydana gelen bir
yanlis anlamli mutasyon i¢in, mutasyona yatkin bir bolge gostermislerdir. Bu yanlis
anlamli mutasyonlar akrabaligi olmayan probandlarin yaklasik 9%0,8’ini
etkilemektedir.

NF1 geninin biiyiikk boyutu nedeniyle %85-90 nokta mutasyonu, %5-10
mikrodelesyonlar ve %2 ekzon duplikasyonlar1 veya delesyonlar1 olmak iizere cesitli
mutasyonlara egilimlidir. 1485 tanimlanmis mutasyonun %80’i erken sonlanma
kodonu olusmasi veya “truncated” ndrofibromin olusumuyla sonug¢lanmaktadir.
Ornegin NF1 geninin 5’ ucunda meydana gelen mutasyon kiimesi hasta bireyleri optik
sinir gliomlarina yatkin hale getirebilmektedir (Wilson ve dig., 2021).
Norofibrominin 360 amino asitlik bir bolgesi memeli GTPaz aktive edici proteininin
(GAP) katalitik bolgesiyle homoloji gostermektedir. Proteinin bu bolgesi NF1-GAP
iligkili “domain” olarak bilinmektedir ve NF1 geninin merkezi kismindan
kodlanmaktadir. GAP proteini, intrinsik GTPaz aktivitesini stimiile ederek Ras
onkoproteininin aktivitesini azaltmaktadir. Bu nedenle norofibromin Ras aracili sinyal

iletim mekanizmasinin pargasidir (Upadhyaya ve dig., 2003; Sharafi ve Ayter, 2018).
1.2.5 Norofibromatozis tip 1 tedavisi

NF1 belirtileri, belirtilerin siddeti ve prognoz biiyiik 6l¢iide degiskenlik gosterse de
bireylerin yasami boyunca kademeli olarak ilerlemektedir. Su an i¢in kesin bir tedavi
bulunmamakla birlikte klinik yonetim hastalarin gozlemlenmesi ve genellikle cerrahi
yontemler olmak iizere semptomatik tedavilerle sinirlidir (Gutmann ve dig., 2017).

Cerrahi yontemler nérofibromlarin baslica tedavi sekli olsa da biiyiik pNF’ler kismen
cikartildiktan sonra niiksetme oranlar1 yiiksektir. NF1 ile iliskili tlimorlerin
biiylimesinde ¢ok sayida hiicresel yolak yer almaktadir bu nedenle bir fikir birligine
varilamamigtir. Bununla birlikte hedefe yonelik tedaviler etki gosterebilmektedir.
Norofibromlarda Ras-GTP ifadesi arttigindan anti-Ras tedaviler idealdir. pNF’lerde
Ras sinyal yolagimi ve diger yolaklar1 hedefleyen Tipifarnib, Pirfenidon, Sirolimus,
Pegile interferon alfa-2b ve Imatinib gibi ajanlar faz II klinik ¢aligmalarda
kullanilmistir. MEK ve fosfoinositid 3 kinazi (PI3K) inhibe eden ajanlar gibi Ras
sinyal yolaginm “downstream” efektorlerini etkileyen terapotik stratejiler umut
vericidir. ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), bir MEK inhibitérii olan Selumetinib’i
(Koselugo, AstraZeneca), ameliyat edilemeyen pNF’leri olan en az 2 yasindaki

pediyatrik NF1 hastalar i¢cin Nisan 2020’de onaylamuistir.
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Bunun yani sira mTOR yolaginin bir inhibitorii olan Rapamisin, AKT aktivasyonunu

indiiklediginden terapotik kullanimi sinirhidir (Tamura , 2021).
1.3 Norofibromatozis Tip 1°’de Modifiye Edici Genlerin Rolii

NF1 hastalarinin klinigi hastalar arasinda, hatta ayn1 mutasyonu gosteren aile bireyleri
arasinda bile farkli olabilmektedir. Bu konu ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma mevcut olup
goriislerden birisi de modifiye edici genlerin etkili olabilecegidir. Cesitli semptomlar
igin farkli modifiye edici genler ¢alisilmaktadir. Son yillarda birgok hastaligin ortaya
¢ikmasinda mitokondrideki hasarlarin  rolii  oldugu bilinmektedir. Bdylece
mitokondrilerin kanser ve diger hastaliklarin erken habercisi olarak degerlendirilme
olasiliklari ortaya ¢ikmaktadir (Wallace ve Chalkia, 2013). Bununla birlikte pek ¢ok
kanser ve norodejeneratif hastaliklarda mitomiR’lerin hastaligin iizerindeki etkisi
arastirilip tanimlanmustir.

NF1 ile ilgili literatiirde bir¢ok aday modifiye edici gen bulunmaktadir (Ratner ve
Miller, 2015; Sharafi ve Ayter, 2018). Bu aday modifiye edici genlerden biri
miRNA’lardir (Ratner ve Miller, 2015). Son yillarda mitokondrilerle yapilan
calismalar mitokondrilerin fonksiyonundaki degisikliklerin de bir modifiye edici
faktor olarak NF1 hastalarinin farkli fenotipler gostermesinde rol oynayabilecegini
diistindiirmektedir (Sharafi ve Ayter, 2018).

Vitamin D ve vitamin D reseptorii, apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (Apaf-1),
NF1 geninde gomiilii olan OMGP, EVI2A ve EVI2B genleri, Ras ve Spred1, siiksinat
dehidrogenaz ve TRAP1 proteinleri, ve telomeraz enzimi (telomeraz ters
transkriptaz-TERT mRNA’s1 ve telomeraz aktivitesi) ile miR-10b, miR-21, miR-107,
miR-34a, miR-204, miR-214, ve miR-29¢ gibi bazi miRNA’lar NF1 hastalarinda
onemli olabilecek modifiye edici genlerden bazilaridir (Ratner ve Miller, 2015; Sharafi
ve Ayter, 2018).

1.3.1 Mitokondri

Mitokondriler, protistlerde, bitkilerde, funguslarda ve hayvanlarda bulunan bir
organeldir. ilk olarak bazi1 6karyotlarda mitokondri bulunmadig: diisiiniilmiistiir ancak
daha sonra yapilan arastirmalarla tiim 6karyotlarin ya mitokondriye sahip oldugu veya
hi¢ degilse gegmiste sahip olmus olduklar1 gosterilmistir. Tiim yasayan okaryotlarin
ortak atasinin bir endosimbiyont tagimakta oldugu disiiniilmektedir (Allison,

2014:107).
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Mitokondri, kas hiicreleri basta olmak {izere bir¢ok hiicrede oksidatif fosforilasyon
yoluyla ATP ihtiyacini karsilayan oldukca 6nemli bir organeldir. Diger bir rolii ise
intrinsik apoptotik yolu baslatmasidir (Barrey ve dig., 2011). Ayrica mitokondriler,
hiicrenin canliligi, hiicre 6liimii, otofaji, kalsiyum trafigi gibi birgok énemli hiicresel
stirecte rol oynamaktadirlar. Ayrica, hem ve bazi steroid hormonlar burada
sentezlenmektedir (Barrey ve dig., 2011; Borralho ve dig., 2015). Mitokondrilerin
biitlin bu fonksiyonlar1 yerine getirebilmesi i¢in bir¢ok yolak, sayisiz enzim ve
diizenleme gerekmektedir. Mitokondriler kendi genomik, transkriptomik ve proteomik
materyallerine sahiptir fakat fonksiyonel bir sekilde isleyebilmesi i¢in gerekli tiim
proteinleri sentezleyememektedir (Barrey ve dig., 2011).

Mitokondriyel fonksiyon veya regiilasyon bozukluklari kardiyomiyopati, metabolik
sendrom, obezite, ndrodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi cesitli hastaliklarla
iliskilidir (Borralho ve dig., 2015).

Insan mitokondrisi mitokondriyel DNA (mtDNA) olarak bilinen bir DNA’ya sahiptir.
mMtDNA, yaklasik16,6 kb uzunlugundadir, intron igermemektedir ve kodlanmayan
RNA’larla birlikte 13 elektron tasima zinciri (ETZ) protein alt tinitesini kodlamaktadir
(Borralho ve dig., 2015). mtDNA replikasyonu ve baslangict “D loop” olarak
adlandirilan kii¢iik kodlanmayan bir bélgede baslamaktadir ve ¢ekirdek genomundan
sentezlenip mitokondriye aktarilan proteinler tarafindan diizenlenmektedir. mtDNA
transkripsiyonu, translasyonu ve transkriptlerin siireci ¢esitli kodlanmayan RNA’lar
tarafindan diizenlenir; bunlardan bazilar1 c¢ekirdek genomu tarafindan sentezlenip
mitokondriye tasiirken bazilar1 mitokondriyel genom tarafindan kodlanmaktadir.
MitomiR’ler her iki DNA zincirinden uzun, polisistronik, 6nciil transkriptler olarak
transkribe edilir ve ardindan mesajc1t RNA’lar (MRNA), transfer RNA’lar (tRNA) ve
ribozomal RNA’lar (rRNA) dahil olmak {izere tiim kodlanan ve kodlanmayan
RNA’lar olarak salinirlar (Borralho ve dig., 2015).

Mitokondri tiimor hiicrelerinin apoptozdan kag¢inmalarinda rol oynamaktadir.
Mitokondri aracili apoptozda en 6nemli olaylardan biri, mitokondriyel permeabilite
gecis gbzenegi (MPTP) olusumudur. Bu porlar membran potansiyelinin kaybolmasina
ve mitokondriyel dis zar gecirgenligi (MOMP) olarak bilinen bir siiregle bazi
molekiillerin mitokondriden ¢ikisina yol agmaktadir (Ortega ve dig., 2020). mtDNA,
kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (KRT-PZR) ydntemiyle

belirlenebilir. Bu amag i¢in nadiren delesyona ugrayan bazi primerler kullanilabilir.
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Mitokondriyel tRNAUUYR) gen bilgesi nadiren delesyona ugrar ve sadece birkag nadir
mitokondriyel tek niikleotit polimorfizmi (MtSNP) icermektedir. Bu durum
tRNAUOUR) v primer tasarimi i¢in uygun bir bélge haline getirmektedir.

Benzer sekilde mtDNA nin “D-loop” bélgesi de nadiren delesyona ugramaktadir fakat
bu bolge bireyler arasinda oldukg¢a polimorfiktir ve potansiyel olarak primerlerin

yanlis eslesmelerine neden olabilir (Venegas ve dig., 2011).
1.3.2 MikroRNA’lar

MiRNA’lar uzunluklar1 19-25 bp arasinda degisen, endojen sag¢ tokasi seklindeki
transkriptlerden iiretilen kiiciik RNA’lardir. Hedefledikleri mRNA bolgelerinin 3’
UTR bolgelerine hibridize olarak mRNA’nin baskilanmasi veya parcalanmasina yol
acarlar ve bu sekilde gen ekspresyonunun post transkripsiyonel diizenleyicileri olarak
fonksiyon gostermektedirler (Sedani ve dig., 2012). Tek bir miRNA tiim fonksiyonel
aglar1 diizenleyerek kompleks fizyolojik ya da hastalik fenotiplerini modiile
edebilmektedir (Wang ve dig., 2012).

mMiRNA’lar ilk kez 1990 yilinin baslarinda, Victor Ambros ve meslektaglari C. elegans
adi verilen bir nematodda gelisimsel siireci degistiren mutasyonlar1 arastirirken
kesfedilmistir. Bu mutasyon mRNA translasyonunu artirmaktadir. Arastirmalar
sonucunda meydana gelen mutasyonun protein kodlayan gende degil, kiiclik bir RNA
molekiiliinii kodlayan bir gende oldugu goriilmistir (Allison, 2014:438).

Daha sonraki yillarda let-7 kesfedilmistir ve boylece diizenleyici sistemin tek olmadigi
goriilmistiir. Ancak RNA interferansinin (RNAI) kesfinden sonra bu RNA’lar ilgi
odagi haline gelmistir. incelenen biitiin ¢ok hiicreli 6karyotlar ve biitiin hayvan
sistemlerinde miRNA’lar belirlenmistir ve bazt miRNA’lar tiirler arasinda oldukca
korunmustur (Allison, 2014:439; O’Brien ve dig., 2018).

Tanimlanan insan miRNA’lar1 arasinda C.elegans’da korunan birka¢ tane miRNA da
yer almaktadir (Allison, 2014:439). Giiniimiizde hala yeni miRNA’lar kesfedilmekte
ve gen diizenlemeleri tanimlanmaktadir (O’Brien ve dig., 2018).

mMiRNA’larin post transkripsiyonel diizenleyici rolleri genellikle mRNA’nin 3> UTR
bolgesinde yer alan mikroRNA yanit elemanmna baglanmasiyla gerceklesmektedir
ancak miRNA’larin 5> UTR bélgeleri, kodlayan sekanslar ve gen promotérleri gibi
bolgelerle de etkilesime girdigi bildirilmistir (O’Brien ve dig., 2018; Ortega ve dig.,
2020). Baz1 ¢aligmalar miRNA’larin eksprese edilmis bir proteine baglanarak islevini
degistirebildigini gostermistir.

13



Tek bir miRNA yaklagik 200 farkl transkripti diizenleyebilmekte ve tek bir mRNA da
birkag farklt miRNA tarafindan diizenlenebilmektedir. miRNA’lar insan genomunun
yaklasik %2-3’1 kadardir ve bunlarin yaris1 kadar1 kiimeler halinde gruplanmakta olup
polisistronlar gibi transkriptleri vardir. Genellikle her kiime iki olgun miRNA’dan
olugmaktadir. mMiRNA aracili diizenleme ¢ok korunmus bir siire¢ olup insan
proteinlerini kodlayan genlerin %60’tan fazlas1 bu tiir diizenlemeye aciktir (Ortega ve
dig., 2020). miRNA’lar normal hayvan gelisimi i¢in ve ¢esitli biyolojik siire¢ler igin
kritik 6neme sahiptir. MiRNA’larin anormal ifadesi ¢esitli hastaliklarla iliskilidir
(O’Brien ve dig., 2018).

1.3.2.1 miRNA biyogenezi

mMiRNA’lar yerel sa¢ toka yapilar1 olusturan gen transkriplerinden olusmaktadirlar.
Cogu insan miRNA’s1 genoma dagilmis haldedir ancak bazilari miRNA kiimeleri
halinde bulunmaktadir ve birlikte transkripsiyona ugramaktadirlar. Bazt miRNA’lar,
protein kodlayan mRNA intronlarinin ig¢ine yerlesmis durumdadirlar fakat diger
miRNA’lar kodlamayan RNA’larin intron veya ekzonlarinda yer almaktadirlar.
Intronik miRNA’lar, baz1 kiigiik ¢ekirdek¢ik 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 antisens durumda yerlesmislerdir. Bu nedenle bazi
mMiRNA’lar kendi promotériinden transkribe edilebilir (Allison, 2014:439,440).

miRNA biyogenezi, miRNA’nin ilgili genden biiylik bir primer transkript
(primer-miRNA, pri-miRNA) olusturulmasiyla baslamaktadir. Pri-miRNA’nin
5’-7-metilguanozin sapkasi ve 3’ poli (A) kuyrugu bulunmaktadir. Bu durum
miRNA’larin RNA polimeraz II tarafindan transkribe edildigini gdstermektedir.

Pri-miRNA, bir mikroislemci kompleksi (microprocessor complex) tarafindan
parcalanir. Bu mikroislemci kompleksi RNA-baglama proteini olan DGCRS
(DiGeorge Sendromu kritik bolge 8) ve bir RNaz III olan “Drosha” dan olugsmaktadir.
Pri-miRNA’dan, mikroislemci kompleksi tarafindan yaklagik 85 niikleotitlik
sap-ilmek yapist olusturulur ve bu yap1 prekiirsor-miRNA (pre-miRNA) olarak
adlandirilmaktadir. Pre-miRNA’nin iki niikleotitlik serbest 3” uzantis1 bulunmaktadir
ve Ran/GTP/Exportin 5 (Exportin 5, niikleositoplazmik tasima faktorii proteinlerinden

karyoferin ailesinin iiyelerindendir) kompleksi ile ¢cekirdek disina tasinmaktadir.
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Pre-miRNA sitoplazmaya tagindiginda farkli bir RNaz III olan “Dicer” sayesinde
yaklasik 20-22 niikleotitlik mIRNA:MIRNA dupleksi olusturulmaktadir. Dupleks
¢oOziildiikten sonra olgun miRNA, RNA ile uyarilan susturma kompleksine (RISC)
dahil edilmektedir. RISC miRNA’y1i, mRNA’y1 hedeflemeye yo6nlendirmektedir
(Allison, 2014:440; Peng ve Croce, 2016).

miRNA  biyogenezinin baska yolaklar1 da bulunmaktadir. Genel olarak
Drosha/DGCRS8’den bagimsiz olan ve Dicer’dan bagimsiz olan yolaklar olarak
gruplandirilabilmektedir. Drosha/DGCRS8’den bagimsiz olan yolaktan iiretilen
pre-miRNA’lar Dicer substratlarina benzemektediler. mRNA intronlarindan tiretilen
mirtronlar ve 7-metilguanozin (m’G) ucu olan pre-miRNA’lar bu grubun bir drnegi
olarak verilebilir. Bunlar Drosha tarafindan kesilmeye ihtiyag duymadan exportin 1
araciligiyla sitoplazmaya tasinmaktadirlar. Dicer’dan bagimsiz olarak islenenler ise
Drosha tarafindan kisa sag tokast RNA (ShRNA) transkriptlerinden islenmektedir. Bu
tiir pre-miRNA’lar Dicer’in substrati olmak i¢in yeterli uzunlukta olmadiklarindan
olgun miRNA’larin olusabilmesi i¢in Argaunate 2’ye (AGO?2) ihtiya¢ duymaktadirlar.
Boylece AGO2 aracili olarak 3p =zinciri Kesilir. 5p zincirinin 3’-5’ yoniinde

kesilmesiyle olgun miRNA’lar olusur (O’Brien ve dig., 2018).
1.3.2.2 miRNA’larin mRNA translasyonunu hedef almasi

RNAI diziye 6zgii bir gen susturma islemidir ve post transkripsiyonel bir olaydir. Bu
islem ¢ift zincirli RNA’larin olusmasiyla (dSRNA) baslatilmaktadir. MiRNA’lar
“heterosilencing” yaparak birbirinden ¢ok farkli genlerin baskilanmasinda susturma
islemini yapabilmektedirler (Allison, 2014:434,435). RNAi mekanizmasinin miRNA
vasitast ile gerceklesebilmesinin avantaji  hiicrelerin  kendi igerisinde gen
regiilasyonunu saglayabilmesidir. MiRNA’lar sa¢ tokasi seklinde katlanarak
dsRNA’y1 olusturup, RNAi mekanizmasini baglatmaktadirlar (Allison, 2014:436).

Pre-miRNA cekirdekten sitoplazmaya tasindiktan sonra Dicer tarafindan islenerek
olgun miRNA dupleksi olusturulur. Bu dupleksin iki zinciri de AGO protein ailesine
ATP bagimli olarak yiiklenir ve miRNA dupleksinin bir zinciri segilerek RISC’e
yiiklenir. Buradaki genel goriis RISC’in yiiklenmesinde RNA dubleksinin tercihen 5’
ucunun yiiklenmesidir. 5’ ucu termodinamik olarak daha az kararlidir. Bu “asimetri
kurali” olarak bilinmektedir. Genellikle, 5> ucu daha az kararli baz eslesmesi yapan
miRNA zinciri “kilavuz” olarak segilmektedir, 5’ ucu daha kararli olan “yolcu”

mIRNA zinciri ise ¢ikarilarak par¢alanmaktadir.
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RISC, protein kodlayan hedef mRNA’lar1 ya translasyonunu engelleyerek veya
keserek pargalar ve bu sekilde baskilar. Hedef mRNA kesildikten sonra miRNA
bozulmadan kalarak bagka mRNA’larin taninmasin1 veya yikilmasini saglamaktadir
(Allison, 2014:440, 441; O’Brien ve dig., 2018).

Eger tamamen komplementer olma durumu s6z konusu degilse mMRNA translasyonel
olarak baskilanmaktadir. Ancak miRNA’larin ana fonksiyonu mRNA’y1 parcalayarak
gen regiilasyonunu saglamak gibi goriinmektedir. Nadir de olsa miRNA’lar gen
promotor bdlgelerinin histon modifikasyonu ve DNA metilasyonunu saglayarak hedef
genlerin ifadesini dolayli olarak degistirebilir (Sedani ve dig., 2012). Tek bir miRNA
veya miRNA ailesi yiizlerce genin post transkripsiyonel ifadesini diizenleyebilir
(Wang ve Springer, 2015). Birgok c¢alisma miRNA’larin gen ekspresyonunu nasil
inhibe ettigine odaklanmis olsa da bazi ¢alismalarda miRNA’larin gen ekspresyonunu
artirdig1 da bildirilmistir (O’Brien ve dig., 2018).

MiRNA genlerinin %50°den fazlasi, kanserle iligkili amplifikasyon, delesyon ve
translokasyon bolgelerinde yer almaktadir. miRNA’larin anormal ifadesinin kanserde
rol oynadigini gosteren pek ¢ok kanit bulunmaktadir (Allison, 2014:557).

Lin He, J. Michael Thomson ve digerleri 2005 yilinda, miRNA gen kiimesinin asiri
ifadesinin biyolojik sonucunu ve 6nemini aragtirmak i¢in, B hiicre lenfomasi tasiyan
transgenik bir fare modeli kullanmislardir. Transgenik fareleri kontrol farelerle
karsilagilagtirdiklarinda, 16semi gelisiminin kontrol hiicrelerinde 3-6 ay siirerken,
transgenik farelerde 51 giinde tamamlandigini gézlemlemislerdir. Dahasi, bu farelerde
kanser oraninin anlamli olarak arttigini (%30°dan %100’e yiikseldigi) gormiislerdir.
Buradan elde edilecek sonug ekspresyonu degisen spesifik miRNA genlerinin kanserin
baslamasina ve ilerlemesine katkida bulunmasidir (Allison, 2014:557,558).

Kanser hiicreleri karakteristik olarak kontrolsiiz biiylimeye sahip hiicrelerdir ve bircok
durumda miRNA’larin onkogenlerin ekspresyonunu baskilayan tiimor baskilayicilar
veya tam tersi timor baskilayici genleri inhibe eden onkomiRNA’lar olarak davrandigi
goriilmiistiir (Sedani ve dig., 2012; Ortega ve dig., 2020). miRNA ekspresyon profili
cesitli kanser tiirlerinde ve prognostik tahminler yaparken yardimci olabilecek
miRNA’lar1 tanimlarken kullanilabilir. Bu amagla baslangigta “Northern blot”
yontemi kullanilarak pre-miRNA’lar ve olgun miRNA’lar belirlenerek miRNA

biyogenezinde rol alan enzimlerin regiilasyonu hakkinda bilgi saglanabilir.
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Gergek zamanli PZR ve “microarray” teknikleri de SYBR Green boyasi ya da Tagman
problart kullanilarak pre-miRNA’lar ve olgun miRNA’larin belirlenebilmesi igin
optimize edilebilirler (Sedani ve dig., 2012).

1.3.3 Mitokondriyel miRNA’lar

Mitokondrilerin  kanserdeki Onemleri ilk olarak Otto Warburg tarafindan
tanimlanmistir. Ancak mitokondrinin hasar gérmek yerine degisiklige ugradigi ve bu
degisikliklerin ¢esitli tiimorlerin karsinogenezinde anahtar rol oynadigi bilinmektedir.
Hanahan ve Weinberg metabolik yeniden programlanma (metabolic reprogramming),
apoptozdan kacinma, inflamasyon, genomik instabilite veya tiimor metastazi gibi
kanser hiicrelerinin en belirgin Ozelliklerini tasiyan cesitli kanser ozelliklerini
tanimlamiglardir (Ortega ve dig., 2020).

Calismalar mitokondri fonksiyonu ve miRNA aktivitesi arasinda dinamik bir iligki
olugunu gostermektedir (Wang ve Springer, 2015). Insan hastaliklarinda ayiric1 ve
karakterize edilmis olan birgok miRNA bulunmaktadir. Bununla birlikte mitokondride
yerlesim gosteren miRNA’lar, mitomiR olarak adlandiriimaktadir (Khorsandi ve ark.,
2018).

MitomiR’lerin biiylik ¢ogunlugu cekirdekte transkribe olmaktadir ve mitokondriye
taginmaktadirlar fakat miR-1974, miR-1977 ve miR-1978 gibi bazilart mtDNA’dan
kodlanmaktadir (Khorsandi ve ark., 2018; Ortega ve ark., 2020). miRNA’lar gen
ifadesini  diizenleyebilmektedir; bu nedenle mitokondriye tasindiktan sonra
mitomiR’lerin bir mitokondriyel genin 3’ ucuna baglanarak regiilasyonunu
degistirebilecegi 6ne siiriilmektedir (Sekar ve dig., 2020). Dahast miRNA isleyisi ile
ilgili proteinler AGO ve Dicer’in mitokondride var oldugu belirlenmistir ve bu aktif
bir miRNA riboniikleoprotein ~ kompleksinin  mitokondrilerdeki  varligini
gostermektedir (Wang ve Springer, 2015).

mMiRNA’lar direkt olarak hiicrelerden, dokulardan veya kan plazmasi, tiikiiriik, beyin
omurilik sivisi, gozyasi, idrar gibi sivilardan galisilabilmektedir. Ancak mitomiR ile
calismak icin hiicreler ve dokular tercih edilmektedir c¢iinkii diger hiicresel
kompartmanlardan mitokondrilerin izole edilmesi 6nemlidir. MitomiR izolasyonu i¢in
diferansiyel santrifiijleme basit bir yontemdir. Bununla birlikte Barrey ve arkadaslari
manyetik hiicre ayirma (MACS) yontemini Kullanarak mitomiR izolasyonu i¢in bir

metot tanimlamislardir (Barrey ve dig., 2011; Ortega ve dig., 2020).
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In situ hibridizasyon, mikroarray ve RNA sekanslama gibi farkli stratejiler de
miRNA’larin belirlenmesinde kullanilabilmektedir. MitomiR izolasyonunda MACS
yontemi bu yontemler kadar kullanishi ve 6nemlidir. Diferansiyel santrifiijleme ve
ultrasantrifiij yontemleri MACS ile karsilastirildiginda mitokondri izolasyonu i¢in
MACS’in en verimli sonucu verdigi bildirilmistir (Ortega ve dig., 2020).

miRNA belirlenmesinde kullanilan stratejilerden biri KRT-PZR yontemidir. Bu
yontem duyarli, hizli, basit oldugu ve az miktarda kalip RNA gerektirdiginden yaygin
olarak kullanilmaktadir. Baslangic kalip RNA miktarini, RNA Kkalitesi gibi
degiskenleri diizeltmek i¢in analizden elde edilen veriler devamli olarak ifade edilen
ve ifade miktar1 degismeyen i¢ kontrollerle normalize edilmektedir. miRNA’larin
belirlenmesi ve ifadelerinin dogru ve giivenilir bir sekilde yapilabilmesi i¢in uygun bir
i¢ kontrol se¢imi ilk adimdir. Bu amag i¢in miR-18a, miR-191, miR-16, let-7f ve
miR-15a gibi bazi miRNAlar i¢ kontrol genleri olarak kullanilmistir. Ayrica rRNA’lar
(5S ve 18S rRNA) ve kiigiik ¢ekirdek RNA da (ShRNA, U6-RNUG6-1) i¢ kontrol
genleri olarak kullanilmustir. U6 farkli doku ve hiicrelerde devamli olarak ifade
oldugundan cesitli calismalarda dokulardaki miRNA’larin U6 ile normalizasyonu
onerilmektedir (Lou ve dig., 2015).

Barrey ve digerleri (2011) yapmis olduklar bir ¢alismada insan primer iskelet kas
hiicrelerinde (human skeletal primary muscle cell) mitokondride lokalize olan
miRNA’larin bulunmasini amaglamiglardir. Calisma sirasinda yapilan kKRT-PZR
analizlerine gore ifadesi belirlenen miRNA’lardan bazilar1 hsa-miR-484,
hsa-miR-133a, hsa-miR-29a, hsa-miR-107, hsa-miR-21, hsa-miR-22,
hsa-miR-34a’dur.

Khorsandi ve digerleri (2018) kardiyak 6liim sonrasi dondrden alinan karacigerdeki
primer islev bozuklugu modelinde mitomiR’lerin roliinii ve bunlarin mitokondriyel
proteom ile etkilesimlerini belirlemek i¢in hesaplamali biyoloji yOntemlerini
kullanarak bir ¢alisma yiirtitmiislerdir.

Yapilan in silico analizlerde olgun miRNA'lar “Mirbase” ile tanimlanmuistir.
Calismaya gore miR-22-3p, miR-122-5p ve miR-107 6nceden mitokondriden deneysel
olarak izole edilmis ve mitomiR olarak tanimlandigi belirtilmistir. Grubun 6nceden
primer islevsizlikte MiRNA ifadesi ile ilgili bir ¢alismasinda miR-22’nin mitokondri
merkezli metabolik ve apoptotik yolaklarda tahmini bir etkiye sahip olan 6nemli bir

miRNA oldugunu gostermislerdir.
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Liu ve digerleri (2019) miR-122-5p ifadesinin nazofarengal karsinom hiicre hatlarinda
anlamli derecede azaldigini1 gostermislerdir. Ayn1 zamanda miR-122-5p’nin SATB1’1
hedefledigi ve koloni formasyonu, hiicre go¢ii ve invazyonunu inhibe edebilecegi
gosterilmistir.

miR-107, ¢esitli norodejeneratif hastaliklar ve MSS yaralanmalartyla iligkili bir
miRNA’dir (Wang ve Springer, 2015). miR-107’nin hiicre boliinmesi, metabolizma,
strese cevap ve anjiyogenezde onemli bir rolii oldugu bildirilmistir. miR-107’nin
diizensizligi ¢oklu tiimor gelisimi ve progresyonu ile iligkilidir. Akciger kanseri ve
gliomda CDKG6 ifadesini azaltarak tiimor baskilayici gorevi gormektedir. Bununla
birlikte meme kanseri ve mide kanserinde tiimor invazyonu ve metastazi tesvik ederek
onkogen gorevi gormektedir. Gastrik kanserde ise NF1’i hedefledigi ve miR-107
ifadesinin baskilanmasinin proliferasyon, hiicre go¢ii ve invazyonu artirirken NF1
ifadesinin baskilanmasinin bu fentopi destekledigini bildirmislerdir (Wang ve dig.,
2016).

Itani ve arkadaslar1 2012 yilinda 12 MPNST, 11 nérofibrom, 5 normal sinir ve 3
MPNST hiicre hattinda mMRNA ekpresyon profilini analiz etmislerdir. Norofibrom
veya MPNST hiicre hatlariyla karsilagtirdiklarinda MPNST’lerde miR-21 ifadesinin
daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir. miR-21 inibitérii transfeksiyonu kaspaz
aktivitesini artirip, hiicre biiyimesini durdururken PCD4 seviyelerini artirmistir.
miR-21 ifadesinin artmasi PCD4 ifadesini baskilayarak apoptozun azalmasina ve bir
onkogen olarak hiicre proliferasyonunun artmasina neden olabilir. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak miR-21’in PCD4 araciligiyla MPNST progresyonunda rol oynayabilecegi
belirtilmistir (Itani ve dig, 2012; Sedani ve dig., 2012).

miR-21 ¢esitli norodejeneratif hastaliklar ve MSS yaralanmalariyla iligkili bir
miRNA’dir (Wang ve Springer, 2015). Galvan ve digerleri 2017 yilindaki bir
makalelerinde cesitli bobrek hastaliklari olan bireyler ve kronik bobrek hastaligi olan
hayvan modellerinde ifadesinin arttigi iyi bilinen miR-21’1 arastirmislardir.
Mitokondriyel yag asidi oksidasyonunu artirarak ve PPARa’y1 hedefleyerek farelerde
miR-21 eksikliginin bobrek fibrozuna kars1 koruyucu oldugu sonucuna varmislardir
(Galvan ve dig., 2017; Sekar ve dig., 2020).

Su ve digerleri (2018) sistemik lupus eritematoz (SLE) hastalarinda mitokondri aracili

apoptozda miRNA'larin roliinii aragtiran bir ¢alisma yapmislardir.
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Yapilan KRT-PZR analizinde miR-221-3p , miR-150-5p ve miR-21-5p’nin kontrol
grubuna gore sistemik lupus eritematoz SLE hastalarinin plazmasinda 6nemli miktarda
arttig1 ancak miR-22-3p’nin kontrol grubuyla benzer oldugu goriilmiistiir. Ancak miR-
21-5p ve miR-22-3p’nin kaspaz 10 protein seviyeleri ile negatif korelasyon gosterdigi
belirtilmistir.

Zhu ve digerleri (2018) miR-21-5p ve miR-34a ve hTERC’in serviks kanserinde
iliskisini arastirdiklar1 bir ¢alisma yiirtitmiislerdir. Calismada saglikli serviks, servikal
intraepitelyal neoplazi (CIN) I, CIN II/III ve servikal skuamoz hiicreli karsinomdan
ornekler kullanarak gercek zamanli PZR ile miR-21-5p ve miR-34a ifade seviyelerini
ve “dual-color interphase” floresan in situ hibridizasyon (FISH) ile hTERC
amplifikasyonunu belirlemislerdir. Daha sonra ise miRNA ve hTERC ifadelerini
sitolojik ve histolojik incelemelerle Kkarsilastirmislardir. Sonuglarda servikal
lezyonunun ciddiyetine bagli olarak miR-21-5p ifadesinin kademeli olarak arttigini ve
miR-34a ifadesinin kademeli olarak azaldigimi, hTERC amplifikasyonunun ise
servikal lezyonlarin siddetine gore artma egiliminde oldugunu ve bu miRNA'larin
ifadesinin ve hTERC amplifikasyonunun diisiik dereceli servikal bozukluklar yiiksek
dereceli olanlardan ayirmada insan papilloma viriisii (HPV) pozitifliginden daha
spesifik oldugunu bildirmislerdir. Dolayisiyla miR-21-5p ifadesinin artmasinin,
miR-34a ifadesinin azalmasinin ve hTERC amplifikasyonunun serviks kanserinde
agresif progresyonla iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Subramanian ve arkadaslarinin yapmis oldugu genom ¢apinda analizler (genome-wide
analysis) norofibromlarin malignansi gelistirerek MPNST'ye doniisiimlerinin bir dizi
genin fonksiyonunu kaybetmesiyle gergeklestigini agiga ¢ikartmistir. Norofibromlarla
karsilastirildiginda ¢ogu MPNST'de miR-34a ifadesinin azaldigin1 gostermiglerdir.
miR-34a ifadesinin bu tiir bir kayb1 malignansi olusumuna yol agabilmektedir. Ayrica
miR-34a kolorektal karsinom ve ndroblastoma gibi ¢esitli neoplazmlarda p53'i direkt
olarak hedeflemektedir. Bu neoplazmlarda miR-34a'nin diisiik ifadesinin apoptozun
baskilanmastyla iligkili oldugu bilinmektedir (Subramanian ve dig., 2010; Sedani ve
dig., 2012).

miR-34a akut miyeloid 16semi (AML)’de HMGB1 genini hedefleyerek hiicre apoptozu
ve otofajinin inhibisyonunda rol oynayan bir tiimér baskilayici olarak davranmaktadir.
miR-34a asir1 ifadesi PD-L1 genini hedefleyerek spesifik T hiicrelerinin apoptozunu
azaltip tiimor baskilayict gorevi gormektedir (Mardani ve dig., 2018).
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Rippo ve arkadaslari 2014 yilinda replikatif yaslanma i¢in iyi bir model olan
endotelyal hiicrelerle ¢aligmislardir. Caligmalart miR-34a, miR-181a ve miR-146a’nin
ifadesinin arttigim1 ancak bu miRNA’larin hedefledikleri Bcl-2’nin ifadesinin
azaldigin1 gostermistir. Bcl-2 mitokondriyel biitiinliigii saglayarak mitokondri
fisyon/fiizyonu ve otofajide kritik rol oynayan bir antiapoptotik faktordiir ve hiicresel
yaglanma sirasinda mitokondriyel fonksiyon ve fonksiyon bozukluklarini kontrol
etmektedir. Calismalar1 yaslanmayla ilgili olarak mitomiR ’lerin mitokondriyel protein
ifadesini regiile ederek diizenleyici bir rollerinin olabilecegi sonucuna varmistir
(Rippo ve dig., 2014; Sekar ve dig., 2020).

Insan lens epitel hiicrelerinde miR-34a’nin apoptozdaki diizenleyici roliiniin
arastirlldigt  bir c¢alisma yapilmistir. miR-34a ifadesinin artmasinin kaspaz-9
aktivasyonu, mitokondriyel membran potansiyelinin bozulmasi, mitokondriyel enerji
metabolizmasinin engellenmesi ve sitokrom C salinimi ile mitokondri aracili apoptozu
indiikledigi bildirilmistir. Aynm1 zamanda miR-34a’nin Notchl ve Notch2’yi
hedefleyebilecegi ancak sadece Notch2’nin mitokondri aracili apoptozu
tetikleyebilecegi dogrulanmistir. Calisma sonucunda miR-34a’nin ifadesinin arttigi,
mitokondri aracili apoptoz ve oksidatif stresi Notch2’yi baskilayarak tetikledigi
gosterilmistir (Fan ve dig., 2017).

miR-217, farkl hiicre tipine 6zgii olarak onkogenleri veya tiimor baskilayici genleri
hedefleyebilmektedir. Ornegin miR-217, endotelyal hiicre yaslanmasii modiile eden
ve bir onkogen olarak islev goren SirT1’i hedefleyebilmektedir. Ayn1 zamanda
miR-217, bobrek bozukluklarinda timdor baskilayici gen PTEN'I de hedefleyebilir.
Pankreatik duktal adenokarsinom (PDAC) hiicrelerinde miR-217'nin ekspresyonu ve
muhtemel roliinii arastirmak i¢in bir ¢galisma yapilmistir. “Locked nucleic acid” in situ
hibridizasyonu ve PZR analizleri miR-217'nin PDAC dokular1 ve test edilen PDAC
hiicre hatlarinda ifadesinin azaldigini gostermistir. miR-217, PDAC hiicrelerinde
tiimor hiicre biliylimesini ve “anchorage” bagimsiz koloni olusumunu inhibe etmis ve
“nude” fare ksenograftlarinda tiimor biiylimesini in vivo olarak azaltmustir. In silico
calismalarla KRAS, miR-217'nin potansiyel hedefi olarak tanimlanmistir.
“Dual-luciferase reporter gene assay” ise miR-217'nin, KRAS" direkt hedefledigini
gostermistir. Dahast miR-217 ifadesi ile KRAS protein ifadesinin PDAC hiicre
hatlarinda negatif korelasyon gosterdigi gozlenmistir. Bu nedenle miR-217 ifadesinin
azalmasi, PDAC hiicre hatlarinda KRAS'" diizenleyebilir ve miR-217 miRNA temelli

PDAC terapisinde faydali bir terap6tik ajan olarak kullanilabilir (Zhao ve dig., 2010).
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miR-217, AML’de KRAS genini hedefleyerek apoptozda rol oynar ve timor
baskilayici olarak davranmaktadir (Mardani ve dig., 2018).

Venkatadri ve digerleri (2016) bir ¢alismada meme kanseri hiicre hatlar1 olan
MDA-MB-231, ve MCF7’de ve resveratrol etkisi ile miRNA modiilasyonun anti-
proliferatif etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda resveratrol tarafindan modiile
edilen miRNA’lar belirlenmistir. Calisma sonucunda MCF7 hiicre hattinda
miR-542-3p’nin, MDA-MB-231 hiicre hattinda ise miR-122-5p’nin resveratrol
araciligryla miRNA modiilasyonunda énemli bir role sahip oldugu belirtilmistir.
mMiR-3934-5p’nin, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde tiimor baskilayici olarak,
hiicre proliferasyonunun baskilanmasi ve apoptozun desteklenmesi ile iliskili
TP53INP1'i  hedefleyerek hiicrelerin ~ Sisplantine  duyarliligin1  artirabildigi
gosterilmistir (Ren ve dig., 2019).

Ye ve digerlerinin (2019) yapmis oldugu bir calismada ise miR-3934-5p’nin
noroblastom dokular1 ve hiicre hatlarindaki rolii arastirilmistir. miR-3934-5p’nin
noroblastom dokular1 ve hiicre hatlarinda ifadesinin 6nemli miktarda arttigini ve
TPS53INP1’1 direkt olarak hedefleyerek negatif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir.
TPS53INP1 ifadesinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica miR-3934-5p’nin ifadesinin
azalmasi1 apoptozu ve noroblastom sagkalimini artirabilecegi bildirilmistir.

Liu ve digerleri (2019) “dual-luciferase reporter assay” ile miR-29’un PTEN’i
hedefledigi, miR-29 mimigi ile ifadesinin azaldigi fakat miR-29 inhibitori ile
ifadesinin arttigin1 gostermislerdir. PTEN ifadesinin artmasi osteosarkom hiicre
proliferasyonu ve gogiinii inhibe ederek mMIiR-29’un osteosarkom progresyonu
tizerindeki etkisini azaltabilir. Calisma sonucunda miR-29’un osteosarkom
metastazinda PTEN’i hedefleyerek tiimor olusmunu destekleyebilecegi ve
mMiR-29/PTEN yolaginin osteosarkom tedavisinde potansiyel terapotik hedef
olabilecegi bildirilmistir.

miR-29 ¢esitli noérodejeneratif hastaliklar ve sinir sistemi yaralanmalarinda
gosterilmigtir (Wang ve Springer, 2015). Ayn1 zamanda miR-29a ve miR-29b, Bcl-2
ve Mcl-1 genlerini hedeflemektedir. Dolayisiyla myeloid l6semide antiapoptotik
mekanizma ile timor baskilayici gorevi géormektedirler (Mardani ve dig., 2018).
miR-29a-3p ve miR-30-5p’nin dogrudan DNA metil transferaz 3A’y1 (DNMT3A)
hedefledigi ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumunu, mitokondriyel disfonksiyonu
ve hiicresel yaglanmanin erken baglangicini diizenledigi gosterilmistir (Jung ve dig.,

2020).
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Yapilan bir ¢aligmada, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri progresyonunda timor
baglatict hiicrelerde miR-1290 ve miR-1246’nin timor baglangici ve metastazda
onemli rolii oldugu ve miR-1290 ile miR-1246’nin tiimor baslatict hiicrelerde
ifadesinin arttig1 gosterilmistir (Zhang ve dig., 2016).

miR-1290 ve miR-196b, IGFBP3 genini hedefleyerek hiicre proliferasyonu ve
antiapoptotik mekanizmalarla onkogen gibi davranmaktadir (Mardani ve ark., 2018).
miR-22 AML’de CRTC1, FLT3 ve MYCBP genlerini hedefleyip CREB ve MYC
yolaklarin1 baskilayarak tiimor baskilayici olarak davranmaktadir. miR-22, PTEN
ifadesinin azalmasi ve PI3K aktivasyonu ile onkogen olarak davranmaktadir (Mardani
ve dig., 2018).

miR-22-3p, 17. kromozomda (17p13.3) bulunur ve p53 genine bitisiktir. Aragtirmalar
miR-22-3p'nin meme, rektum, pankreas, hepatoseliiler ve mide kanserleri dahil olmak
tizere farkli kanser tiirlerinde 6nemli bir rolii oldugunu géstermistir (Xiao ve ark.,
2018).

Xiao ve digerleri (2018) mesane kanseri hiicrelerinin kemoterapotik ajanlara direng
gostermesi ile ilgili bir ¢aligma yapmustir. Calismada miR-22-3p kullanilmis ve cesitli
biyoinformatik analizlerle miR-22-3p’nin NET1’i hedefledigi gosterilmistir. Daha
sonra miR-22-3p’nin NET1’i hedefledigi kRT-PZR, “Western blot” ve “luciferase
reporter assay” kullanilarak dogrulanmistir. miR-22-3p’nin mesane kanseri hiicre
hatlarinda ¢oklu ilag direnci etkisi miR-22-3p mimigi ve miR-22-3p antagomirleri
kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonunda miR-22-3p’nin NET1’1 hedefleyerek
mesane kanseri hiicre hatlarinda ila¢ direnci olusturabilecegi gdsterilmistir.

miR-22 cesitli hiicresel siireglerde 6nemli roller oynamaktadir. Ancak hem tiimor
baskilayici hem de onkojenik miRNA olarak davranabilir, bu nedenle g¢esitli
malignitelerde farklilik gostermektedir. Bir ¢calismada multipl miyelom hiicrelerinde
miR-22-3p’nin in vivo ve in vitro olarak DNA ligaz 3’1 (L1G3) hedefleyerek timor
baskilayici olarak davrandigi gosterilmistir.

miR-22-3p’nin ektopik olarak ekspresyonu, LIG3 aracili niikleer ve mtDNA tamirini
onemli derecede inhibe ederek multipl myelom hiicrelerinin apoptotik 6liimiine neden
olan DNA onarim bozuklugu hasarimi artirmaktadir. Calisma sonucunda
miR-22-3p’nin ektopik ifadesi multipl myelom hiicrelerinde yeni genetik
degisikliklerin olugmasini 6nlemistir. Boylece miR-22-3p’nin ila¢ direncine sebep
olan genomik instabiliteye karsi koruyucu etkisi gosterilmistir (Caracciolo ve dig.,

2019).
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Hrdlickova ve digerleri (2014) yaptiklar1 bir ¢aligmada let-7g, miR-541-3p, miR-138,
miR-342-5p, miR-491-5p ve miR-133a’nin hTERT’i direkt olarak diizenleyebildigini
gostermislerdir. Dahasi miR-133a, let-7g, miR-138 ve miR-491 telomeraz aktivitesini
azaltmastir.

Yuan ve digerleri 2015 yilinda, miR-133a ifadesinin azalmasi ile UCP-2 ifadesinin
artmasinin direkt iligkili oldugunu bildirmislerdir. UCP-2, UCP ailesine aittir ve bu
proteinin asir1 ifadesi gesitli kanserlerle iliskilendirilmis olup ayni zamanda timor
hiicrelerinin metabolik yeniden programlanmasinda biiyiikk rol oynamaktadirlar.
Benzer olarak miR-133a/UCP artisinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda
“doxorubicin” direnciyle iligkili oldugu bildirilmistir (Yuan ve dig., 2015; Ortega ve
dig., 2020).

Bazi mitomiR’lerin mitokondri biyogenezini diizenleyerek kas kok hiicrelerinin
fonksiyonel kas hiicrelerine farklilagmasini modiile ettigi gosterilmisitir. miR-1"in
ifadesi protein sentezi ve ATP iretimini artirmaktadir ve bu durum hiicre
farklilasmasinin dogru bir sekilde gergeklesmesi igin 6nemlidir. Ancak in vitro
ortamda yetiskin kas hiicrelerinde miR-1, miR-133a ile susturuldugunda bazi
mitokondriyel genlerin ifadesi azalmakta ve atipik mitokondri olusmaktadir. Dahas1
miR-1/133a ¢ift nakavt (double-knockout) fare modelinde in vivo olarak yapilan bir
paralel deneyde mitokondriyel fonksiyon bozuklugu ve metabolik olgunlagmanin bir
sonucu olarak kas performansimnin zayifladigi dogrulanmistir (Rodrigues ve dig.,
2020).

Masliah-Planchon ve digerleri (2013), 9 DNF, 41 PNF, 15 MPNST 6rneginde 377
miRNA’nin ekspresyonunu 6lgmek i¢in KRT-PZR yontemini kullanmiglardir. Ayrica
tiimorojenik olmayan kontrol dokusu olarak 2 yetiskin periferal sinir 6rnegini, malign
kontrol olarak ise 2 MPNST hiicre hatt1 (ST88.14 ve 90-8) kullanmislardir. Calismada
113 miRNA PNF ve MPNST ler arasinda farkli sekilde ifade olmustur. miR-21 dahil
olmak iizere 103 tanesinin MPNST’lerde PNF’lere gore ifadeleri artmistir.

10 miRNA’nin ifadesi ise azalmistir. miR-484 dahil olmak tizere 103 miRNA’dan 28
tanesinin MPNST’lerde PNF’lere gore anlamli sekilde ifadesi artmistir.

Wang ve digerleri (2012) yapmis olduklar bir ¢alismada miR-484’{in, mitokondriyel
fisyon 1’in (Fisl) amino asit kodlayan sekansina baglanarak translasyonunu baskilayip
mitokondriyel fisyonu azaltabilecegini ve kardiyomiyositler ile adrenokortikal kanser

hiicrelerinde Fisl aracili fisyon ve apoptozu inhibe edebilecegini gostermislerdir.
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Ayrica bu ¢alismada Fis1’in mitokondriyel fisyon ve apoptoz i¢in gerekli oldugu ve
anoksi sirasinda miR-484 ifadesinin azalmasina karsilik Fisl ifadesinin arttig

gosterilmistir.

Cizelge 1.3: Arastirilmak iizere se¢ilen mitomiR’ler.

mitomiR'lerin
Rolii

mitomiR'lerin
listesi

Fonksiyonlari

U6

Internal kontrol

Apoptoz

miR-22

Mitokondri merkezli metabolik ve apoptotik
yolaklarda bir etkiye sahip oldugu
diisiiniilmektedir

miRNA-34a

Mitokondriyel fonksiyon bozukluguna neden
olarak hiicre apoptozuna neden olmaktadir

miR-484

Mitokondriyal fizyon protein 1'i hedefler ve
bu proteinin mitokondriyal fizyon ve apoptoz
icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir

Timor
Baskilayici

miR-3934-5p

Ifadesinin azalmas1 TP53INP1'i diizenleyerek
noroblastoma hiicrelerinin canliliini azaltmis
ve apoptozu tesvik etmistir.

miR-217

K-RAS yolagini hedefleyerek pankreatik
duktal adenokarsinomda potansiyel timor
baskilayict olarak etki gosterir.

miR-122-5p

Nazofarengal karsinom hiicre hatlarinda
koloni formasyonu, hiicre gogii ve
invazyonunu inhibe edebilir

Proliferasyon

miR-107

Gastrik kanserde NF 1’1 hedefler baskilanmasi
hiicre gocii, proliferasyon ve invazyonu artirir.

miR-29

[fadesinin artmas1 osteosarkom hiicre
proliferasyonunu tesvik eder ve PTEN’i
hedefler

miR-1290

Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserinde
tiimdr baglangici ve metastazda dnemlidir

miR-21

Ifadesinin artmast MPNST’lerde PDCD4
fonksiyonunu baskilayabilir bu durum
apoptozu azaltir ve hiicre proliferasyonunu
artirir

Telomeraz

miR-133a

TERT geninin diizenlenmesinde rolii vardir
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MitomiR’ler mitokondride yerlesim gosteren miRNA’lar olarak mitokondriyel
stireglerin diizenlenmesinde yer almalari bakimindan NF1 hastali§i i¢in Onemli
modifiye edici adaylar olabilir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda seg¢ilen mitomiR’lerin
farkl1 NF1 tiimor doku orneklerinde (cNF ve pNF) kontrol doku (CALM) 6rnegine
gore ifadesinin degerlendirilmesi amaglandi. Arastirilmak tizere segilen miRNA’lar
cizelge 1.3’te verildi. Bu miRNA’larin kanserde rol oynadigi bilinmektedir. Bu amag
icin 5 ¢cNF, 5 pNF ve 1 kontrol doku 6rnegi kullanilarak kRT-PCR analizi ile
degerlendirilmistir. Bu tez ¢calismasinin NF1 timdr dokularinda mitomiR ’lerin varligi
ve fonksiyonlarinin arastirtlmast ile 1ilgili Oncii bir ¢alisma olabilecegi

distiniilmektedir.

26



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1 Calismada Kullamilan Geregler, Kimyasallar ve Cozeltiler
2.1.1 Doku kesiti malzemeleri

Bistiiri ucu no: 20

RPMI1640 tagima besi yeri (Gibco)

90X15 mm tek kullanimlik seffaf plastik petri kab1
S1v1 azot

15 mI’lik tek kullanimlik tiip
2.1.2 immiinfloresan boyama malzemeleri

Tuzlu fosfat tamponu

(Phosphate-Buffered Saline, PBS) : pH: 7,4, 1X (Sigma)

S1gir serum albumini (BSA) : %3/ PBS (a/h)

Keci serumu (Sigma) : %10/ PBS (h/h)

DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol) : Img/ml stok

Birincil antikor : Tavsan anti-S100 poliklonal antikoru
(DAKO)

Floresan isaretli ikincil antikor : Anti-tavsan Alexa Fluor 568

(Molecular Probes)

Lamel kapatma soliisyonu : Fluoromount™ Aqueous Mounting
Medium (Lot# SLBR5174V) (Sigma)

Doku dondurma ortami (OCT/JUNG)

Oje

Dakocytomation Pen (PAP-PEN)

Kriyotom (Leica CM1860 UV)

Leica DM2000 LED floresan mikroskop
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2.1.3 Mitokondri izolasyonu

“Qiagen TissueRuptor II”” cihazi

Qproteome mitokondri izolasyon Kiti Katalog No: 37612, Lot No: 169024979
Sodyum kloriir (Sigma) : 90,9 / Distile su (a/h)
Siv1 azot

S1v1 azota dayanikli seramik havan

2.1.3.1 Mitokondri izolasyonunu dogrulamak i¢in yapilan PZR

“Qiagen Rotor-Gene Q” cihazi

QuantiTect SYBR® green PCR kit Katalog No: 204143/204163

Distile su

Sentebiolab tRNA® (YWUR) primer-forward  : 5’-CACCCAAGAACAGGGTTTGT-3’
Sentebiolab tRNA® (YR primer-reverse  : 5°-TGGCCATGGGTATGTTGTTA-3’

2.1.4 Mitokondriyel miRNA izolasyonu ve konsantrasyon ol¢iimii

miRNeasy mini kit (50) Katalog No: 217004, Lot No: 169014193
Qiazol lysis reagent 50 ml Mat. No: 1023537, Lot No: 56901226
Thermo Scientific NanoDrop® ND-1000 Spektrofotometre cihazi

2.1.5 Komplementer DNA sentezi

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

Niikleaz igermeyen distile su

2.1.6 Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

Qiagen Rotor-Gene Q
miRCURY LNA SYBR green PCR kit Katalog No: 339345, Lot No: 7690968
MiIRCURY miRNA assay (U6 sSnRNA) Lot No: 20103903-5
MIRCURY miRNA assay (hsa-miR-22-3p) Lot No: 201803080053-5
MIRCURY miRNA assay (hsa-miR-1290) Lot No: 20400424-1
miRCURY miRNA assay (hsa-miR-122-5p) Lot No: 11001668-2
miRCURY miRNA assay (hsa-miR-107) Lot No: 20201934-3
MIRCURY miRNA assay (hsa-miR-29a-3p) Lot No: 201803080024-3
MIRCURY mIRNA assay (hsa-miR-3934- Lot No: 10805582-1
5p)
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MIRCURY miRNA assay (hsa-miR-484) Lot No: 201910030001-2
mMIRCURY miRNA assay (hsa-miR-217) Lot No: 201812130267-1
mMiRCURY miRNA assay (hsa-miR-34a-5p) Lot No: 10806865-2

mMiRCURY mIRNA assay (hsa-miR-133a- Lot No: 202002270023-3

3p)
mMIRCURY miRNA assay (hsa-miR-21-5p) Lot No: 201906130014-5

2.1.7 DNA agaroz jel elektroforez malzemeleri

Agaroz Katalog No: A9539-500G;
Lot # SLBD4156V (Sigma)

Yiikleme tamponu:

Gliserol (Merck) 55 ml

1X TAE tamponu 4,5 ml

Orange G boya (Merck) 0,01g
Tris-asetat tamponu (pH 8.0):

Tris baz (Merck) 2M

Glasiyel asetik asit (Merck) 1,14 ml

Na,EDTA (Merck) 05M
EasyStain 111 (20,000X, Safe Alternative to EB) Katalog No: A4209 (Biomatik)
Molekiiler agirlik belirleyicisi (Biyomatik) : 100bp DNA “ladder”

2.2 Yontemler

2.2.1 Bireylerin klinik 6zellikleri, NF1 tiimér dokularimn elde edilmesi alimi ve

dondurulmasi

Hacettepe Universitesi [hsan Dogramaci Cocuk Hastanesi Pediatrik Néroloji
Unitesine bagvurup NF1 tamsi almis hastalardan kendi istekleri ile Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dalinda
cerrahi operasyonla ¢ikartilmis ¢cNF ve pNF timor dokulari bu tez ¢alismasinda
kullamildi. Doku 6rneklerinin bir kismi1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dalina gonderilirken kalan kism1 RPMI 1640 tasima besiyerleri
(Gibco) icerisinde kisa bir siire icerisinde TOBB ETU Tip Fakiiltesi Morfoloji

Laboratuvarlari’na ulastirildi.
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Bu dokular 90x15 mm’lik petri kaplarina aktarildiktan sonra 20 no’lu bistiiriler
yardimi ile 1 em®liik parcalara béliindii. Bu parcalarin bir kismu sivi azotta taze
dondurulup (fresh frozen) daha sonra kullanilmak {izere -80°C’de saklandi. Dokularin
kalan diger parcalari doku dondurma ortami igerisinde daha sonra kesit almak
amaciyla donduruldu ve -80°C’de saklandi. Kalan pargalar ise trizol igerisinde alinarak
-80°C’de saklandu.

Calismada biri kontrol doku, besi CNF ve besi pNF doku 6rnegi olmak {izere toplam
11 ornekle calisildi. Hasta bireylerin kisisel bilgilerinin gizlemek adina hastalar K
(Kontrol, CALM doku 6rnegi), cNF (kiitan6z tiimor 6rnegi) ve pNF (pleksiform tiimor
Ornegi) olarak isimlendirildi ve numaralandi.

CALM’lar, NF1 hastalarinda en yaygin neoplastik olmayan pigment bozukluklaridir.
Biallelik NF1 gen inaktivasyonuna sahip melanosit hiicrelerinin yogun bir sekilde
birikmesiyle olusmaktadirlar (Gutmann ve dig., 2017).

Cizelge 2.1°de tez ¢alismasinda yer alan hastalara ait klinik 6zellikler verilmektedir.

Cizelge 2.1: Hastalarin klinik 6zellikleri.

= O: =
o B o(Z|» o S12 |&
x|z ol |als|Z|z|S5 |3 z|l5|e|c|e |3 |2
Ol|p|a ml-2 L < § SIS |x|&> g’r v |g|3|5|w|E |g
T [3z[g92|a|8|® 2|3 |&|8|5|13|5|3|5|3|= (3
2 z(a|® || |&le |8 lalal2[c|B|la]|e|z(?|F(2|e (@ Diger
g |5(a|2 213 (== (2 |Z|2|% |5 g|2|2 (g |e|s|(a|lm|T
~[=l=|l& |38z |3 |2|a|= 3 2|l=x|8 2|52 |5 |% (<
= | =|5I3|s|Ss|=2z|ZE[(g(3(s|e|lx|2|=|o
@ = MERERE SERE < S| | T
A E | |m|=
K K X | X X X
cNF-1| K | x X X X
cNF-2 | K | x X X X
cNF-3 | E X | x X X
cNF-4 | E X X | x
cNF-5 | E X X X
pNF-1 | K X | x X X X Kan kusma
Sol bébrek agenezisi, beyinde (sol
pNF-2 | E | x| x X X X X orbita) NF uyumlu kitle, Yiiz: Sol taraf
asimetri, sol gz kapagi dustklugi
pNF-3 | E | x X X X [ x| x Sag tibial psodoartrozu
pNE-4 | E ar % 4 ‘Bobreklfsrde hetero;eryte, yaygin |_<a$|nt1
izleri, gbvde On-arka ylizde kserozis
e i ; ——
pNF-5| K | x X X X | x X X[ x| x - e geyrl i k?’T"k yav§| |%r| - "
memede agri ve sislik, sag goguste sislik

Tiim calismalar TOBB-ETU Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onay1
alinarak (KAEK-118/088) gergeklestirilmistir (EK-1).
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2.2.2 Taze dondurulmus doku kesiti

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Anabilim Dalindan alinip -80°C’de saklanan doku oOrneklerinin Tibbi Patoloji
Anabilim Dalinda patolojik tanilar1 dogrulandiktan sonra -80°C’de dondurma ortami
igerisinde saklanan 6rneklerden immiinboyama igin kesit alindi.

Bu amag i¢in doku -80°C’den ¢ikarilip ¢oziinmeden ortasindan Leica CM1860 UV
cihazi yardimiyla 5 mikron kalinliginda “frozen” kesitler alindi ve elde edilen bu seri
kesitler immiinfloresan boyama i¢in adeziv mikroskop lamlari {izerine alindi. Boyama

islemine kadar -80°C’de saklandi.
2.2.3 immiinfloresan boyama

Immiinofloresan boyamanin amaci, florokrom olarak isimlendirilen kimyasal, renk
veren maddelerle doku ve hiicrelerdeki molekiillerin goriiniir hale getirilmesidir.

Bu ¢alismada 6nceden kesit alinmig 6rnekler kullanildi. Lamlardan biri negatif kontrol
amaclh kullanildi. Bu deneyde ilk olarak lamlar -80°C’den ¢ikarilip 30 dakika
kurumalar1 i¢in oda sicakliginda bekletildi. Lamlar -20°C’de sogutulan aseton
icerisine konarak 4°C’de 15 dk bekletildikten sonra asetondan ¢ikartilarak 3-4 dk oda
sicakliginda bekletildi. Doku kesitlerinin kurumamasi igin bir lam saklama kutusu
icerisine musluk suyu konduktan sonra kalan asetonun uzaklastirilmasi igin lamlar bu
suya hafifce daldirilarak yikandi ve lamlar suya degmeyecek sekilde kutuya
yerlestirildi. Daha sonra doku Kkesitlerinin ¢evresi PAP-PEN ile ¢izildi. Doku
kesitlerinin {izerlerini tamamen kapatacak sekilde %3 BSA-PBS igerisinde %10
oraninda sulandirilmis ke¢i serumundan 50 pl her kesit tizerine eklendi. Kutunun
kapag1 kapatilarak 4°C’de 30 dk bekletilerek kesitler bloke edildi. Bekleme isleminden
sonra kesitlerin tizerindeki %3 BSA / PBS igerisinde %10 ke¢i serumundan olusan
soliisyon uzaklastirilip yikama yapmadan %3 BSA-PBS ile 1/1000 oraninda
sulandirilmig primer antikordan (Tavsan anti-S100 poliklonal antikoru (DAKQO)) 50
uL kesitlerin tizerine eklendi. Kontrol amagh kullanilan lama 50 pl %3 BSA-PBS
¢ozeltisi eklendi ve gece boyu 4°C’de bekletildi. Reaksiyonun hizlanmasi igin gece
boyu 4°C’de bekletilen kesitler oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Primer antikor
uzaklastirildi ve musluk suyu ile yikama yapilarak her kesitin {izerine 50 ul %3
BSA-PBS ile 1/1000 oraninda sulandirilmis floresan isaretli sekonder antikor
(poliklonal tavsan anti-S100 antikoru, Alexa Flour 488) eklendi ve lamlarin bulundugu
kutu 151k girmemesi i¢in alimiinyum folyoya sarilarak karanlikta 45 dk bekletildi.
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Daha sonra sekonder antikor uzaklastirildi, kesitler lam saklama kutusundaki musluk
suyuna hafif¢e daldirilarak yikandi ve hiicre ¢ekirdeklerinin goriiniir hale gelebilmesi
igin {izerlerine 50 pl 1/1000 oraninda PBS ile sulandirilmis DAPI eklenerek 5 dk
karanlikta bekletildi. Son olarak DAPI uzaklastirilip yikama yapildi ve kesitlere
“Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium” (Sigma) konularak lam ile iizerleri
kapatildi. Doku kesitlerinin fotograflari TOBB ETU Tip Fakiiltesi Morfoloji
Laboratuvarlari’nda bulunan Leica DM2000 LED floresan mikroskop ile ¢ekildi.

2.2.4 Sivi azotta doku parcalanmasi

Mitokondri izolasyonu yapilmadan &nce dokular pargcalanmak zorundadir. Bu amag
icin ilk olarak kullanilacak havan, tlipler ve diger malzemeler sivi azot dokiilerek
sogutuldu. Daha sonra doku pargaciklar1 tek kullanimlik petrilere alindi. Timor
dokularinin beyaz renkli ve sert kisimlarindan yaklasik 100 mg alindi ve doku 1 ml
%0,9 sodyum kloriir ile yikandi. Sodyum Kkloriir uzaklastirildiktan sonra dokular
bistiiri ile olabildigince kiigiik pargalandi. Doku pargalar1 havan igerisine alinip iizerine
stv1 azot eklenerek toz haline gelene kadar ezildi. Toz haline gelmis doku parcalar1 50

ml’lik tiipe alindi.
2.2.5 Mitokondri izolasyonu

Mitokondri izolasyonu i¢in Qiagen Qproteome mitokondri izolasyon Kkiti tireticinin
talimatlarina gore optimize edilerek kullanildi (Katalog No: 37612, Lot:169024979).

[zolasyon yapilmadan 6nce “distruption” ve “lysis” soliisyonlarma 1/100 oraninda
proteaz inhibitor soliisyonu eklendi.

S1v1 azotta pargalanan dokular 50 ml’lik tiipe alindiktan sonra iizerlerine 500’er uL
lizis tamponu eklenerek “Qiagen Tissue Ruptor II” ile tekrar homojenize edildi.
Homojenizasyon buz iizerinde cihazin orta hiz ayar1 kullanilarak gergeklestirildi.
Homojenatlarin iizerine 1,5 ml “lysis” soliisyonu eklendi ve 4°C’de karistirici tizerinde
cihazin 4 numarali hiz ayarinda 40 dk karistirildi. Daha sonra 6rnekler 1000xg’de 10
dk 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiijden sonra siipernatan atild1 ve her pelletin tizerine
1,5 ml “distruption” soliisyonu eklenerek tekrar “Qiagen Tissue Ruptor I1” cihazi
yardimiyla homojenize edildi. Ornekler 1000xg’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi.
Siipernatanlar 2 ml’lik tiiplere aktarildi ve tekrar 1000xg’de 10 dk 4°C’de santrifij
edildi. Santrifiijden sonra siipernatanlar farkli 2 m1’lik tiiplere alinarak 6000xg’de 10
dk 4°C’de santrifiij edildi. Stipernatanlar atildu.
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Bu asamadan sonra iireticinin talimatlarina gore yiiksek saflikta (high purity)
mitokondri izolasyon protokolii takip edildi. Bu amag¢ icin santrifiijjden sonra elde
edilen pelletlerin her birine 750 ul mitokondri saflastirma soliisyonu eklendi. Bu sirada
farkli 2 ml’lik tiiplerin her birine 750 ul mitokondri saflastirma soliisyonu eklendi. 750
ul mitokondriyel saflastirma soliisyonu eklenen 2 ml’lik tiiplerin tam altina yavasca
500 pl “distruption” soliisyonu eklendi. Daha sonra pellet-mitokondri saflagtirma
soliisyonundan olusan karigim diger tiipteki mitokondri saflastirma soliisyonunun tam
tizerine yavasga eklenerek faz olusumu saglandi ve 6rnekler 14000xg’de 15 dk 4°C’de
santrifiij edildi.

Santrifiijden sonra her siipernatanin 1,5 ml’si atildi. Kalan, mitokondri pelletini igeren
0,5 ml karisimlar ise farkli 2 ml’lik tiiplere aktarildi. Pelletler 1,5 ml mitokondri
“storage” soliisyonuyla seyreltildi ve 8000xg’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Tekrar
her stipernatanin 1,5 ml’si atildi, kalan 0,5 ml’lik pellet ve slipernatan karigiminin
tizerine 1,5 ml mitokondri “storage” soliisyonu eklendi. Tekrar 8000xg’de 10 dk
4°C’de santriflij yapildi. Santrifiijden sonra 2 ml’lik tiipte yaklagik 20 pl mitokondri
“storage” soliisyonu kalacak sekilde siipernatan atildi ve drnekler bir sonraki agama

i¢in -20°C’de saklandi.
2.2.5.1 Mitokondri tRNALeU (WUR) primer PZR

Tiimor doku orneklerinden mitokondri izole edildigini dogrulayabilmek adina bir
gergek zamanli PZR reaksiyonu kuruldu. izole edilen mitokondri érnekleri -20°C’den
alind1 ve buz tlizerinde ¢6zildi. Bu amag i¢in 1.3.1 numarali bolimde bahsedilen

tRNALUUYR) primeri kullamildi. Primer dizileri 2.1.3.1 numarali boliimde verildi.
Gergek zamanli PZR reaksiyon sartlari:

Qiagen QuantiTech Master Mix :5uL

tRNALe! (YR Eorward Primer 10,8 ul
tRNALe (WR) Reverse Primer 10,8 ul
DNA : 1,5 ul
dH20 11,9 uL

10 uL
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Tepkime kosullart:

95°C’de 2 dk

95°C’de 15sn

50°C’de 30sn » X 40 dongi
72°C’de 40 sn

72°C’de 40 sn

2.2.6 Mitokondriyel miRNA izolasyonu

Calismanin bu kisminda ger¢ek zamanli PZR analizi ile mitokondri izolasyonunun
yapildigi dogrulandiktan sonra Qiagen miRNeasy mini kit (50) (Katalog N0:217004,
Lot N0:169014193) kullanilanarak mitomiR izolasyonu gerceKlestirildi. Izolasyon
lireticinin ~ talimatlarma uygun bir sekilde gergeklestirildi. Onceden izole
edilip -20°C’de muhafaza edilen mitokondrilerin tizerine 700 ul Qiazol eklenerek 5 dk
oda sicakliginda bekletildi. Orneklere 140 ul kloroform eklenerek 15 sn ¢alkaland.
Omekler oda sicakliginda 3 dk bekletildikten sonra, 12000xg’de 15 dk 4°C’de
santrifiij edildi ve bundan sonraki tiim asamalar i¢in santrifiij 25°C’ye ayarlandi.
Santrifiijden sonra tiiplerin en {istiinde olusan sulu (aquous) faz yeni RNaz icermeyen
2 ml’lik tiiplere aktarilarak {izerlerine 1’er hacim %70 etanol eklenip vorteks
yardimiyla karistirildi. Ornekler maksimum 700 pl olacak sekilde mini “spin” kolona
kondu. 8000xg’de 15 sn 25°C’de santrifiij edildi. Hacmi fazla olan 6rnekler i¢in bu iki
islem tekrarlandi. Kolondan gegen soliisyon RNaz igermeyen 2 ml’lik tiiplere aktarildi.
2 ml’lik tliplere aktarilan soliisyonlara 450 pl %100 etanol eklenip vorteks yardimyla
karistirildi. Farkli birer mini “spin” kolona 700 pl dérnek kondu ve 8000xg’de 15 sn,
25°C’de santrifiij edildi. Hacmi fazla olan ornekler igin bu iki islem tekrarlandi.
Kolondan gegen soliisyon uzaklastirildi ve santrifiij ayn1 degerlerle tekrarlandi. Mini
“spin” kolonlara 500 ul RPE soliisyonu eklenip, 8000xg’de 15 sn, 25°C’de santrifiij
edildi. Kolonlardan gegen soliisyon uzaklastirildi. Daha sonra mini “spin” kolonlara
500 ul %80 etanol eklenip 8000xg’de, 2 dk, 25°C’de santrifiij edildi. Kolonlar yeni
birer koleksiyon tiipiine yerlestirilip kapaklar agik sekilde 8000xg’de 5 dk, 25°C’de
santrifiij edildi. Mini “spin” kolonlar RNaz igermeyen 1.5 ml’lik tiiplere yerlestirildi.

Uzerlerine 14 pl RNaz icermeyen su kolon membraninin tam iizerine eklendi.
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Tiiplerin kapaklar1 kapatilip 1 dk beklendi. Daha sonra 8000xg’de 1 dk, 25°C’de iki

defa santrifiij edildi. Ornekler kullanilacaklari zamana kadar -20°C’de sakland.

2.2.7 Komplementer DNA sentezi

MitomiR izolasyonu yapilan 11 6rnekten cDNA sentezi yapmak icin miRCURY LNA
RT Kit (Katalog No: 339345, Lot No: 7690968) kullanildi. Bu amag i¢in iireticinin
talimatlar1 uygulandi. Reaksiyon biter bitmez 6rnekler gercek zamanli PZR analizi
i¢cin -20°C’de saklandi. Baslamadan Once treticinin talimatlarina uygun olarak kit
igersinde bulunan “UniSp6 RNA spike-in”e 80 pl niikleaz igermeyen distile su eklenip
vorteks yardimiyla karistirildi. 30 dk buzda bekletildikten sonra tekrar vorteks ile

karigtirld1 ve porsiyonlanarak -20°C’de muhafaza edildi.
cDNA sentezi i¢in PZR reaksiyon sartlari:

5X miRCURY RT reaction buffer :2 ul

Niikleaz icermeyen distile su 14,5 ul
10X miRCURY RT enzyme mix  : 1 pl
RNA spike-in 20,5 ul
Kalip RNA (5 ng/uL) 22 ul

10 pul
Tepkime kosullari:

Reaksiyon revers transkripsiyon :42°C’de 60 dk
Reaksiyonun inaktivasyonu :95°C’de 5 dk

2.2.8 Kantitatif gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

cDNA sentezi yapilan mitomiR’lerin ifadesini analiz etmek i¢in “miRCURY LNA
SYBR Green PCR” kit ve KRT-PZR yo6ntemi kullanildi Bu amag i¢in PZR primerleri
once hafifce vorteks ile karistirildi ve santrifiij edildikten sonra tizerine 220 pl niikleaz
icermeyen su eklenip oda sicakliginda 20 dk inkiibe edildi.

Daha sonra tekrar vorteks ile karistirilip, santrifiij edildikten sonra, porsiyonlandi ve

-20°C’de muhafaza edildi. cDNA’lar reaksiyondan 6nce 1:15 oraninda sulandirilarak
kullanildi.
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Gergek zamanli PZR reaksiyon sartlari:

2X miIRCURY SYBR Green Mix 5 pul

PZR Primer Karigimi s 1l
Kalip cDNA (1:15) 4 ul
— o
Tepkime kosullart:
Baslangig 1s1 aktivasyonu :95°C’de 2 dk
Denatiirasyon :95°C’de 10 sn
Baglanma ve uzama asamalari :56°C’de 60 sn } X 40 dongi
Erime egrisi analizi : 60-95°C

2.2.9 Agaroz jel elektroforezi

KRT-PZR analizi sonucunda elde edilen mitomiR’ler %2,5’luk agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Bunun i¢in 150 ml %2,5 agaroz (Sigma) /TAE hazirlandi
ve DNA bantlarini goriiniir hale getirebilmek i¢in Syl “EasyStain III” (Biomatik)
eklendi. Bant biiyiikliiklerini saptayabilmek i¢in markor olarak 100 bp markor
(Biomatik) kullanildi.

2.2.10 istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi
ile incelendi. Incelenen tiim miRNA degerlerinin asir1 degerler igerdigi, carpik oldugu
(normal dagilmadigi) belirlendi. MiRNA degerlerini tanimlamak icin ortanca
(min-maks) degerleri ile birlikte anlagilabilirligi arttirmak ve literatir ile
karsilastirilabilmesi i¢in ortalama degerleri de gosterildi. Normal dagilmayan miRNA
degerlerini timor tiiriine gore karsilastirmak icin Mann-Whitney testi kullanildi.
miRNA degerlerine logaritmik (LN) doniisiim uygulandi.

LN doniistimii sonrasinda tim miRNA degerlerinin normal dagilima uyduklar
goriildii. LN miRNA degerlerini tiimor tiirlerine gore karsilastirmak icin student’s t
testi kullanildi. Istatistiksel analiz, hesaplamalar ve grafik ¢izimi i¢in Ms-Excel 2016
ve IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 22.0. Armonk, NY, IBM Corp.) programlar kullamild. Istatistiksel

kararlarda p<0.05 anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Tiimor Dokularinda Schwann Hiicrelerinin Varhgi ve Yerlesiminin

Gosterilmesi

NF1 timér dokularimin ana bileseni Schwann hiicreleridir. Bu nedenle NF1 tanisi
almis hastalardan Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik ve Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dal1 tarafindan cerrahi yontemlerle ¢ikarilan tiimor doku
orneklerinin tiimor dokusu olup olmadiklarinin tespit edilmesi amaciyla drnekler

Schwann hiicre belirteci olan anti-S100 antikoru ile boyandi (Resim 3.1, resim 3.2).

A) DAPI

C) CAKISTIRILMIS

Resim 3.1: Kiitan6z nérofibrom tiimor doku 6rneginin insan Schwann
hiicrelerinde immiinfloresan boyamasi A) Mavi niikleer, DAPI, B)
anti-S100 ile boyanmis Schwann hiicreleri, C) Cakistirilmis (40X).
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A) DAPI R B) 5100

C) CAKISTIRILMIS -

Resim 3.2: Pleksiform norofibrom tiimor doku 6rneginin insan Schwann
hiicrelerinde immiinfloresan boyamasi A) Mavi niikleer, DAPI, B)
anti-S100 ile boyanmis Schwann hiicreleri, C) Cakistirilmis (40X).

3.2 Mitokondri izolasyonu ve Dogrulanmasi

Hastalardan alinan doku 6rneklerinin tiimor dokusu olduklari dogrulandiktan sonra
tim doku orneklerinden bir parga alinip uygun sartlar altinda “Qiagen Qproteome”
mitokondri izolasyon kiti kullanilarak mitokondri izolasyonu yapildi. Mitokondri
izolasyonunun dogru ve basarili bir sekilde gergeklestigini tespit etmek igin
Sentebiolab firmasi tarafindan sentezlenen tRNA'(UYR) primerleri ve “Qiagen
Quantitect master mix” kullamlarak gercek zamanli PZR yapildi. Orneklere ait gergek

zamanli PZR goriintiileri Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1: tRNA®UOYR) primerleri ile gergeklestirilmis gergek zamanl PZR
goriintiisti (@) cCNF-1 kodlu doku 6rnegi (b) K, cNF-2, cNF-3, pNF-1 pNF-2,
PNF-3, pNF-4, pNF-5 kodlu doku 6rnekleri (¢) cNF-4, cNF-5 kodlu doku
ornekleri.

Gercek zamanli PZR analiz sonuglari, tiim 6rneklerde tRNA®UYR) primerlerinin

mtDNA’sia baglandigini, dolayisiyla mitokondri izolasyonunun basarili bir sekilde

gerceklestigini gosterdi (Sekil 3.1).

3.3 Tiimér Dokularindaki Mitokondrilerde Secilen miRNA’larin Gen ifadesinin
Nicel Analizi

Tiimo6r doku 6rneklerindeki mitomiR verilerinin analizi igin mitokondrilerden miRNA
izolasyonu miRNeasy mini kit (Qiagen) kullanarak gergeklestirildi. Elde edilen
mitomiR’lerin derisimleri Thermo Scientific NanoDrop® ND-1000 spektrofotometre
cthazi ile 6l¢iildii. NanoDrop cihazinda elde edilen absorbans degerleri ve mitomiR
miktar1 Cizelge 3.1°de verildi. MitomiR orneklerinin 260/230 oranlarinin diisiik

olmasi, fenol kontaminasyonunun varligin1 gostermektedir.
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Cizelge 3.1: Izole edilen mitomiR’lerin konsantrasyonlar1 ve saflik

degerleri.
Hasta No Konsantrasyon (ng/pL) A260/A280 A260/A230
K 5,208 1,480 0,505
cNF1 156,036 1,568 0,320
cNF2 201,145 1,689 0,204
cNF3 14,773 1,423 0,496
cNF4 295,910 1,903 0,289
cNF5 91,969 1,536 0,509
pNF1 7,867 1,644 0,937
pNF2 30,252 1,577 0,962
pNF3 44,006 1,476 0,268
pNF4 17,152 1,422 0,147
pNF5 106,953 1,534 0,207

MIRNA’larin uzunlugu ortalama 22 niikleotid oldugundan izole edilen mitomiR ’lerin
kalite kontrolii i¢in agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmadi. Onun yerine
miRNA’larin kantitatif ger¢ek zamanli PZR analizlerinde i¢ kontrol geni olarak en ¢ok
kullanilan U6 (RNUG-1) snRNAnin ifadesi analiz edildi.

Dokulardan elde edilen mitomiR 6rnekleri miRCURY LNA RT Kiti (Qiagen) ile
cDNA’ya ¢evrildi ve Qiagen miRCURY LNA SYBR Green PCR Kkiti ile sentezlenen
c¢DNA’lardan ilk olarak U6 primerinin gen ifadesi analiz edilerek cDNA’larin dogru
bir sekilde sentezlenip sentezlenmedikleri tespit edildi. Dondurulmus dokulardan izole
edilen mitomiR’lerin miktar1 az oldugundan U6 primerleri kullanarak gereken cDNA
miktar1 i¢in optimizasyon calismast yapildi. Bu calisma sonucunda sentezlenen

cDNA’larin 1/15 olarak sulandirilmasina karar verildi (Sekil 3.2).

10 15 20 25 0 35 40 45 50

Sekil 3.2: cDNA miktar1 i¢in optimizasyon ¢alismasina ait KRT-PZR (a)
1/15 seyreltme, (b) 1/30 seyreltme, (c) 1/45 seyreltme, (d) 1/60 seyreltme.
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Bu optimizasyon c¢aligmasi sonucunda mitomiR’lerden sentezlenen tim cDNA
ornekleri 1/15 seyreltilerek KRT-PZR analizi i¢in kullanildi (Sekil 3.2). Bu 6rneklerde
normalizatér gen olarak U6 snRNA primeri ile beraber 12 farkli mitomiR ifadesi
KRT-PZR yontemi kullanilarak analiz edildi. Hem U6 sSnRNA hem de segilen tiim
mitomiR’lerin ifadelerinin calisildig1 reaksiyonlar i¢in erime egrisi analizi yapildi
(Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15). Erime
egrilerine bakildiginda da her reaksiyon igin tek bir tepe noktas1 (peak) goriilmesi,
hedef transkriptlerin 6zgiil bir sekilde amplifiye edildigini gdsterdi. Tiim bu analizler

Qiagen Rotor Gene Q analiz programu ile gerceklestirildi.

©) () P S ies

Sekil 3.3: U6 primeri erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.
Sekil 3.3’e bakildiginda 6rneklerin tepe noktalarinin ayni yerde oldugu goriildii. Ayni
zamanda tiim orneklerin tepe noktalar1 gézlemlendi. Bu bulgular hedef transkriptlerin

0zgiil bir sekilde amplifiye oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.4: ctNF-1 i¢in U6 primeri ve se¢ilen mitomiR ’lerin erime ve
amplifikasyon egrileri (a) CNF-1 U6 primeri erime egrisi analizi; (b) cNF-1
U6 primeri amplifikasyon egrisi; () cNF-1, miR-217, miR-107,
miR-122-5p, miR-34a-5p, miR-3934-5p, miR-484, miR-29a-3p, miR-1290,
miR-22-3p, miR-21-5p, miR-133a-3p erime egrisi analizi; (d) cNF-1,
miR-217, miR-107, miR-122-5p, miR-34a-5p, miR-3934-5p, miR-484,
miR-29a-3p, MmiR-1290, miR-22-3p, miR-21-5p, miR-133a-3p
amplifikasyon egrisi analizi.

o A b) L

Sekil 3.5: miR-217 primeri erime egrileri ve amplifikasyon egrileri ()
CNF-5, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) cNF-5, pNF-4 amplifikasyon egrisi
analizi.
Sekil 3.5’te miR-217’nin bulgularina bakildiginda ise sadece ¢cNF-5 ve pNF-4’te ifade
oldugu gozlemlendi. Erime egrilerine bakildiginda ise iki 6rnegin tepe noktalar1 ayni

yerdeydi ve iki Ornekte tek birer tepe noktast bulunuyordu. Dolayistyla drneklerin

0zgiil bir sekilde amplifiye oldugu goriildii.
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Sekil 3.6: miR-107 erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi analizi; (c) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2,
PNF-5 erime egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5
amplifikasyon egrisi analizi.

Sekil 3.6 miR-107’ye bakildiginda tiim 6rneklerin ifade edildigi ve erime egrilerinde

tepe noktalarinin ayn1 yerde oldugu goriildii.
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Sekil 3.7: miR-122-5p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) CNF-2
erime egrisi analizi; (b) cNF-2 amplifikasyon egrisi; (c) cNF-4, pNF-2 erime
egrisi analizi; (d) cNF-4, pNF-2 amplifikasyon egrisi analizi.
Sekil 3.7 miR-122-5p’nin analizinde c¢NF-2, cNF-4 ve pNF-2 ifade oldu. Erime
egrilerine bakildiginda ise ctNF-4 ve pNF-2’nin hedef transkriptinin 6zgiil bir sekilde
amplifiye oldugu goriildii. ctNF-2’nin erime egrisine bakildiginda ise 86°C’de tepe

noktasi bulundugu goriildii.
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Sekil 3.8: miR-34a-5p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢) cNF-3, ctNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) CNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.

Sekil 3.8 miR-34a-5p’ye bakildiginda ise tiim Orneklerin ifade oldugu ve erime
egrilerinin tepe noktalarinin ayni yerde oldugu goriildii. Bu bulgular miR-34a-5p’nin

0zgil olarak amplifiye oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.9: miR-3934-5p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K ve
PNF-3 erime egrisi analizi; (b) K ve pNF-3 amplifikasyon egrisi; (c) cNF-2
erime egrisi analizi; (d) cNF-2 amplifikasyon egrisi analizi; (e) cNF-4,
CNF-5, pNF-2 erime egrisi analizi; (f) cNF-4, cNF-5, pNF-2 amplifikasyon
egrisi analizi.
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Sekil 3.9 miR-3934-5p’nin bulgular1 K, cNF-2, cNF-4, cNF-5, pNF-2 ve pNF-3’iin

ifade oldugunu gosterdi. Bu 6rneklerin erime egrisi analizleri ise miR-3934-5p’nin

0zgiil bir sekilde amplifiye oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.10: miR-484 erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) ctNF-3, cNF-4, ctNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.
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Sekil 3.11: miR-29a-3p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K,
cNF-2, pNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1,
PNF-3, pNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢c) cNF-3, ctNF-4, cNF-5, pNF-2,
PNF-5 erime egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5
amplifikasyon egrisi analizi.
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Sekil 3.12: miR-1290 erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢) cNF-3, ctNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.
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Sekil 3.13: miR-22-3p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cCNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pPNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢c) cNF-3, ctNF-4, ctNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.
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Sekil 3.14: miR-21-5p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K, cNF-2,
PNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1, pNF-3,
pNF-4 amplifikasyon egrisi; (¢) cNF-3, cNF-4, ctNF-5, pNF-2, pNF-5 erime
egrisi analizi; (d) cNF-3, cNF-4, cNF-5, pNF-2, pNF-5 amplifikasyon egrisi
analizi.

miR-484 (Sekil 3.10), miR-29a-3p (Sekil 3.11), miR-1290 (Sekil 3.12), miR-22-3p
(Sekil 3.13) ve miR-21-5p’nin (Sekil 3.14) erime egrisi ve amplifikasyon egrisi

analizleri tiim 6rneklerin 6zgiil bir sekilde ifade oldugunu gosterdi.
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Sekil 3.15: miR-133a-3p erime egrileri ve amplifikasyon egrileri (a) K,
cNF-2, pNF-1, pNF-3, pNF-4 erime egrisi analizi; (b) K, cNF-2, pNF-1,
PNF-3, pNF-4 amplifikasyon egrisi; (c) cNF-4, cNF-5, pNF-2 erime egrisi
analizi; (d) cNF-4, cNF-5, pNF-2 amplifikasyon egrisi analizi; (¢) pNF-5
erime egrisi analizi; (f) pNF-5 amplifikasyon egrisi analizi.
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miR-133a-3p’nin (Sekil 3.15) bulgulart ise cNF-3 disindaki 6rneklerde 6zgiil bir
sekilde amplifiye oldugunu gosterdi. Elde edilen PZR iiriinleri %2,5’luk agaroz
hazirlanarak agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Ornek olarak kontrol dokuya ait
agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 3.16°da verildi.

Sekil 3.16: Kontrol dokuya ait segilen mitomiR ’lerin %2,5 agaroz jel
elektroforez goriintiileri.

Kantitatif analize baslamadan once esik degeri (treshold) 0,03 olarak belirlendi ve
2"44Ct metoduyla analiz gergeklestirildi. Bu amag i¢in her drnegin mitomiR ’leri kendi
i¢ kontrolu olan U6 snRNA’s1 ile kendi igerisinde normalize edildi. Daha sonra bu
sonuglar kontrol doku sonuglarma gore tekrar normalize edilerek AACt degeri
hesaplandi. Elde edilen bu degerler 224 formiiliinde kullanilarak incelenen miRNA
orneklerinin kontrol doku 6rnegine gore ifade miktar1 bulundu. Cizelge 3.2’de kontrol

ve tiimor doku 6rneklerinin 2°22C verileri verildi.
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Cizelge 3.2: Tiimér doku rneklerinin secilen mitomiR’lerde 224 degerleri.

Hasta No | miR-217 | miR-107 | miR-122-5p | miR-34a-5p | miR-3934-5p | miR-484 | miR-29a-3p | MmiR-1290 | miR-22-3p | MiR-21-5p | miR-133a-3p

K 0,00 1,00 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
cNF-1 1,00 0,20 2936,74 0,57 1530,73 0,13 0,45 0,03 0,27 0,19 0,05
cNF-2 0,00 4,86 0,00 2,03 44146,15 4,82 5,28 0,50 4,50 2,07 1,59
cNF-3 0,00 0,06 0,00 0,21 0,00 0,15 0,13 0,06 0,09 0,12 0,00
cNF-4 126,24 25,99 21469,49 12,38 94629,34 32,22 54,19 0,44 29,65 49,52 3,71
cNF-5 357,05 9,71 0,00 12,30 5673,41 18,77 28,84 0,16 5,35 1997 2,64
pNF-1 0,00 0,03 0,00 0,10 0,00 0,17 0,14 0,33 0,08 0,23 0,04
pNF-2 13,27 0,45 60724,88 0,68 4269,94 1,32 2,95 0,04 1,04 1,79 7,67
pNF-3 0,00 25,81 28,05 221,32 0,33 55,72 38,59 2,43 47,18 44,63 6,96
pNF-4 25,63 1,16 1,00 3,25 11505,21 4i21 1,51 0,01 1,87 0,48 1,61
pNF-5 0,00 0,03 0,00 0,01 0,00 0,04 0,05 0,00 0,04 0,02 0,01
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Cizelge 3.2’de bulunan verilere bakildiginda pNF-1 ve pNF-5 6rneklerinde neredeyse
U6 snRNA disinda higbir miRNA ya hi¢ ifade edilmedi, ya da yok derecede az ifade
edildigi tespit edildi. Bununla birlikte kontrol dokuda miR-217 ve miR-122-5p’nin hig
ifade edilmedigi goriildi. Ayrica miR-34a-5p’nin pNF-3’te, miR-3934-5p’nin ise
cNF-3, pNF-1 ve pNF-5 disindaki 6rneklerde ¢ok yiiksek miktarda ifade oldugu
goriildii. Diger secilen miRNA’larin hemen hemen tiim 6rneklerde ifade edildigi tespit
edildi. Bu nedenle miR-217, miR-122-5p, miR-34a-5p ve miR-3934-5p disindaki
diger mitomiR’ler ayn1 grafikte analiz edildi (Sekil 3.18).

Cizelge 3.3: NF1 Tiumor doku tiirlerinde miRNA ortanca degerleri (Min-Maks ile
birlikte).

MR Ortancac(kl/lFin-Maks) Ortancarzwﬂﬁn-Maks)
miR 21 24.8564 (0.1908-49.5221) 1.1348 (0.4796-1.7901)
miR 22 14.9613 (0.2717-29.6508) 1.4543 (1.0425-1.8661)
miR 29 27.3212 (0.4506-54.1917) 2.0272 (1.5052-2.5491)
miR 34a 6.4755 (0.5704-12.3805) 1.966 (0.683-3.249)
miR 107 13.0941 (0.1961-25.9921) 0.8092 (0.4538-1.1647)
miR 133a 1.8806 (0.0548-3.7064) 4.6437 (1.6133-7.6741)
miR 484 16.1764 (0.1303-32.2226) 1.2669 (1.2142-1.3195)
miR 1290 0.2334 (0.0254-0.4414) 0.0258 (0.0107-0.0409)
miR 122-5p 0.0048 (0.0011-0.0084) 0.0118 (0-0.0237)
miR 217 1.2323 (0.0194-2.4453) 0.3768 (0.257-0.4965)
miR 3934 7887.5761 (4269.9398-
48080.0347 (1530.7256-94629.3438) 11505('212 2)

Cizelge 3.3’deki miRNA ortancalar1 incelendiginde; cNF tiimdr tiirtindeki hemen
hemen tiim ortancalarin pNF tiimor tiirlinden daha biiyiik oldugu, buna karsin hi¢bir
miRNA’da NF1 timor doku tiiriine gore istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig:
bulundu (p>0.05).

Cizelge 3.2°deki degerlerin asir1 gozlemler icermesi nedeni ile degerlerin dogal
logaritmas1 (LN) alinarak logaritmik doniisim uygulandi. Logaritmik doniisiim
sonrasinda miRNA degerlerine iliskin “box-plot” grafigi ¢izildi (Sekil 3.17).
Logaritmik (LN) doniisiimii sonrasinda yapilan analizlerde de timor tiiriine gore
miRNA ortancalar1 arasinda anlamli farklilik olmadigi, tim miRNA’larda tiimor
tiirlinden bagimsiz olarak istatistiksel anlamda benzer ortancalar goriildiigii (p>0.05)

belirlendi.
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Sekil 3.17: Tiimér doku drneklerinin secilen mitomiR’lerde 224t degerleri
(LN dontiistimii sonrasinda).
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Sekil 3.18: kRT-PZR analizine gére mitomiR’lerin NF1 tiimoér dokularinda
analizi.
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Sekil 3.19: kRT-PZR analizine gére miR-34a-5p’nin NF1 timor

dokularinda analizi.
Sekil 3.18’e bakildiginda cNF-4, cNF-5 ve pNF-3’te miRNA ifadelerinin diger
orneklere gore daha fazla oldugu goriildii. Sekil 3.19’ta pNF-3’te miR-34a-5p’nin
ifadesinin yiiksek oldugu goriildii. Bu sonuglara gére cNF ve pNF orneklerinin her
mitomiR i¢in ortalamasi hesaplandi ve buna gére cNF ve pNF arasinda mitomiR
ifadeleri arasinda bir fark olup olmadig1 degerlendirildi (Sekil 3.20). Buradaki verilere
gore mMiR-21-5p, miR-29a-3p ve miR-107 ifadesinin c¢NF doku o&rneklerinde;
miR-22-3p, miR-34a-5p, miR-133a-3p, MiR-484 ve miR-1290 ifadesinin ise pNF
doku orneklerinde yiiksek oldugu goriildii. miR-34a-5p’nin ifadesi pNF doku
orneklerinde cNF’lere gore anlamli derecede yiiksekken, miR-484 ve miR-1290

ifadesinin iki grupta da birbirine ¢ok yakin oldugu goriildii.
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Sekil 3.20: NF1 timor doku 6rneklerinde miR-21-5p, miR-22-3p,
miR-29a-3p, miR-34a-5p, miR-107, miR-133a-3p, miR-484 ve miR-1290
icin ortalama degeri.

Kontrol dokusunda miR-122-5p ve miR-217 ifade edilmediklerinden dolayi, ifade
edilen ornekler arasinda en az ifadeye sahip olan sirasiyla pNF-4 ve cNF-1 6rnekler
normalizator olarak secildi ve miR-122-5p ve miR-217 ifadeleri bulunan 6rnekler bu
iki 6rnege gore degerlendirildi (Sekil 3.21 ve Sekil 3.22). Sekil 3.21°deki verilere gore
PNF-2 6rnegi en yiiksek miR-122-5p ifadesine sahipti. Ayni zamanda cNF-4 6rneginin
ifadesi de diger 6rneklere kiyasla daha yiiksekti. Sekil 3.22°deki verilere gore cNF-5
ornegi en yiiksek miR-217 ifadesine sahipti. Bununla birlikte cNF-4 6rneginin
miR-217 ifadesi de cNF-1, pNF-2 ve pNF-4 6rneklerine kiyasla daha yiiksekti.
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Sekil 3.21: kRT-PZR analizine gére miR-122-5p’nin NF1 timor
dokularinda analizi.
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Sekil 3.22: kRT-PZR analizine gére miR-217’nin NF1 tiimér dokularinda
analizi.

Son olarak miR-3934-5p’nin gergek zamanli PZR analizi yapildi. miR-3934-5p’nin
cNF-3, pNF-1 ve pNF-5 disindaki 6rneklerde ¢ok yiiksek miktarda ifade oldugu
goriildiigiinden miR-122-5p ve miR-217 (sirastyla sekil 3.21 ve sekil 3.22) gibi diger
mitomiR’lerden ayr1 degerlendirildi. Sekil 3.23’e bakildiginda cNF-4 O6rneginin
miR-3934-5p ifadesi en yiiksekti. Bununla birlikte cNF-2 6rneginde de miR-3934-5p
ifadesi diger Orneklere kiyasla daha yiiksekti. Ancak cNF-3, pNF-1 ve pNF-5

orneklerinde ifade olmadig goriildii.
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Sekil 3.23: KkRT-PZR analizine gére miR-3934-5p’nin NF1 timor
dokularinda analizi.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda, NF1 tiimor doku oOrneklerinde segilen birka¢ mitomiR’in
ifadelerinin saglikli dokuya gore degisip degismedigi, varliginin arastiriimasi
amaclandi. Bunun igin ilk olarak taze dondurulmus tiimor doku orneklerinden
mitokondri izolasyonu yapildi ve daha sonra izole edilen mitokondrilerden mitomiR
izolasyonu gerceklestirilerek KRT-PZR analizi ile analiz edildi.

NF1, 1/2500 (Wilson ve dig., 2021) goriilme sikligi olan otozomal dominant,
multisistemik ve kansere yatkinlik ile giden bir ndrokiitandz hastaliktir. Ciller, CALM
olusumu ve norofibrom adi verilen iyi huylu tiimorler hastaligin belirtilerindendir.
NF1 geni protein iirlinii olan ndrofibromin, timoér baskilayic1 gen olarak fonksiyon
gormekte ve kaybi proliferasyon ve tiimor olusumu ile sonuglanmaktadir. Hastalarin
%15-20'si pNF, MPNST ve diger malignansileri gelistirebilir. NF1 klinik olarak
birinci derecede periferal sinir sistemi olmak {izere, viicudun cesitli organ ve
sistemlerini tutan bir hastaliktir. Temel karakteristik bulgulari nérofibrom olusumu,
CALM’lar, aksiller ve inguinal ¢illenme, Lisch nodiilleri, kemik deformiteleri,
O0grenme giigliigli ve timor gelisimine yatkinliktir (von Deimling vd., 1995). Bu
kriterlerden en az ikisini gosteren hastalar NF1 tanist almaktadir. NF1 hastalig1 i¢in
bir takim genotip-fenotip korelasyonlar1 belirlenmis olsa da heniiz kesin bir iligki
belirlenememistir. Ayni aile iginde NF1 tanisi almis bireylerde bile farkli klinik
ozellikler goriilebilmektedir (Pasmant ve dig., 2011; Gutmann ve dig., 2017). Ayrica
hastaligin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir ve tedaviler semptomatiktir (Gutmann
ve dig., 2017). Bu konu ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma mevcut olup goriislerden birisi de
modifiye edici genlerin etkili olabilecegidir. Cesitli semptomlar icin farkli modifiye
edici genler calisilmaktadir. Bu nedenle NF1 hastaliginda rol oynayabilecek regiilator
molekiillerin varliginin ve rollerinin arastirilmas: olduk¢a 6nemlidir ve literatiire
biiyiik bir katki saglayabilir. Son yillarda gelisen mitokondri bilimi ile birlikte yapilan
calismalar mitokondrilerin fonksiyonundaki degisikliklerin de bir modifiye edici
faktor olarak NF1 hastalarinin farkli fenotipler gostermesinde rol oynayabilecegini

diistindiirmektedir (Sharafi ve Ayter, 2018).
55



Mitokondri fonksiyonunu etkileyen faktorlerden biri de kisaca mitomiR olarak
isimlendirilen, mtDNA’da kodlanan veya ¢ekirdekten mitokondrilere tasinan
miRNA’lardir (Khorsandi ve ark., 2018; Ortega ve ark., 2020). NF1 bir timor
predispozisyon bozuklugudur ve NF1 hastalar1 bir¢ok kanser tiirii i¢in daha yiiksek
riske sahiptir (Kresak ve Walsh, 2016). miRNA’larin hiicrelerdeki regiilator rollerinin
yani sira kanser baslatici rolleri goz oniine alindiginda miRNA’lar NF1 hastalig1 i¢in
tan1 ve tedavi bakimindan ideal molekiiller olabilirler.

Mitokondrilerin hiicrelerdeki rolleri, hastaliklarla iliskisi anlasilmaya basladikca
yogun calisilan bir alan haline gelmistir. MiRNA’larin mitokondrideki rollerini
anlamak olduk¢a 6nemlidir ve mitomiR’ler mitokondriyel hastaliklar veya mitokondri
iligkili hastaliklarda yeni prognostik, diagnostik ve terapdtik anlamda yeni kapilar
acabilir. Bircok ¢alisma miRNA'larin mitokondriyel disfonksiyon i¢in bir biyobelirteg
olarak potansiyel etkisinin ve molekiiler yolaklarla etkilesiminin oldugunu
gostermektedir (Sekar ve ark., 2020). Bu baglamda NF1 hastaliginda miRNA’larin
mitokondrideki rollerini aragtirmak énemlidir ve bu tiir arastirmalar NF1 hastaliginin
mekanizmalarinin aydinlatilmasina katki saglayabilir, genotip-fenotip korelasyonunun
belirlenmesine yardimci olabilir ve hastaligin kendisinin tedavisinin bulunmasina
katki saglayabilir. Literatiirde mitomiR’lerin 6zellikle kanser iizerindeki etkileri ile
ilgili bircok yayin bulunmaktadir (Wallace, 2018) ancak NF1 ile iligkisini gésteren bir
caligma yoktur. Bu tez ¢alismasi bu konu ile ilgili ilk ¢alisma olacaktir ve tamamen
Ozgiindiir.

Norofibromlarin ana bilesenini Schwann hiicreleri olusturmaktadir ve S100, Schwann
hiicre belirteci oldugundan bu tez ¢aligmasinda ilk olarak kullanilan dokularin NF1
timor dokusu oldugunu gosterebilmek i¢in immiinfloresan boyama yapilmis ve
boyamada anti-S100 antikoru kullanilmistir (Resim 3.1, resim 3.2). Daha sonra timor
dokular1 kullanilarak mitokondri izolasyonu yapilmistir. Donmus dokulardan
mitokondri izolasyonu ile ilgili literatirde pek fazla calisma bulunmamaktadir.
Literatiirdeki calismalardan birinde donmus post-mortem insan beyin dokusundan
mtDNA izolasyonu i¢in farkli yontemler karsilastirilmig, en iyi sonucun MACS
yontemini kullanan bir ticari kit ile mitokondri izolasyonu yapildiktan sonra DNA
izolasyonu sonrasinda alindigi belirtilmistir (Devall ve dig., 2015). Buna ek olarak
MACS yontemiyle mitokondri izolasyonunun diger yontemlerden daha iyi sonug
verdigini belirten giincel ¢aligmalar da bulunmaktadir (Barrey ve ark., 2011; Ortega

ve ark., 2020).
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Ancak bu calisma kapsaminda, yapilan degisikliklerle birlikte MACS metodunu
kullanmayan ticari kitler kullanilarak donmus dokulardan basarili bir sekilde
mitokondri izole edilebilecegi ve bu mitokondrilerden de miRNA izolasyonu
yapilabilecegi gosterilmistir. Bu durum da literatiire bir anlamda katki saglayabilir ve
donmus dokulardan mitokondri izolasyonunda alternatif bir yontem olusturabilir.
Fakat bu yontemin de bazi kisitliliklart bulunmaktadir ve optimizasyon gerekebilir.
tRNA®UOUR)  primerleri  kullanilarak yapilan gergek zamanli PZR sonucunda
orneklerin tepe noktasi yapmasi primerlerin mtDNA’ya baglandigin1 ve mitokondri
izolasyonunun dogru bir sekilde gergeklestigini gostermistir (Sekil 3.1).
Mitokondrilerin izole edildigi gosterildikten sonra tezin son asamasi olan miRNA
izolasyonu ve analizi kismma gecilmistir. izole edilen mitokondrilerden miRNA
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen miRNA’larin konsantrasyonu ve safliklari
Olgiilmiistiir (Cizelge 3.1). Bu sonuglara bakildiginda yiiksek bir fenol
kontaminasyonu bulundugu fark edilmistir. Bunun nedeni ise miRNA izolasyonu igin
kullanilan kitin fenol icermesidir. Her ne kadar total RNA izole etmek yerine sadece
miRNA izolasyonu yapilsa da ve bunun icin defalarca yikama yapilsa da fenol
kontaminasyonu tamamen onlenememistir. Yapilan literatiir ¢alismalarinda, Kitlerle
yapilan RNA izolasyonu sonucunda bu tip fenol kontaminasyonlariin olusabilecegi
saptanmistir (Matlock, 2015). Bununla birlikte kullandigimiz “Qiagen miRNeasy”
Kitinin miRNA izolasyonunda ¢ok basarili oldugu ve pikogram seviyede izole edilen
miRNA’larda bile basarili ve dogru sonug verdigi kullanma kilavuzunda belirtilmistir.
Kitin performansmi belirlemek amaciyla 6rneklerimizden elde edilen mitomiR
orneklerinde U6 snRNA primeri ile test yapilmis ve tiim 6rneklerde U6 snRNA’nin
basarili bir seklide ifade edildigi tespit edilmistir. Ancak dondurulmus doku
kullandigimizdan ve mitomiR’lerin konsantrasyonu diisiik oldugundan kitin 6nerdigi
seyreltme miktar1 kullanildiginda kRT-PZR’de reaksiyonun ¢ok ge¢ gergeklestigi,
dolayisiyla reaksiyonun ¢ok gec sikluslarda yiikseldigi gozlemlenmistir. Bu nedenle
U6 snRNA ifadesi lizerine bir optimizasyon caligmasi yapilmis (Sekil 3.2) ve bu
calisgma sonucunda kitin Onerdigi 1/60 seyreltme orami yerine 1/15 seyreltme
yapilmasma karar verilmistir. Tez caligmast NF1 hastaliginda mitomiR’lerin
arastirilmasi bakimindan ilk ¢alisma niteliginde oldugundan birkag miRNA secilmis

ve analiz edilmistir.
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Bu tez calismasinda arastirilmak {izere se¢ilen miRNA’lar apoptozda (Wang ve dig.,
2012; Fan ve dig., 2017; Khorsandi ve dig.; 2018;) proliferasyonda (Itani ve dig., 2012;
Wang ve dig., 2016; Zhang ve dig., 2016; Liu ve dig., 2019), tiimor baskilamadaki
rolleri (Zhao ve dig., 2010; Liu ve dig.; 2019; Ye ve dig., 2019) ve telomeraz
(Hrdlickova ve dig., 2014) ile iliskileri goz oniine alinarak ¢izelge 1.3’te dort ana
baslik altinda bir araya getirilmistir. Burada segilen miRNA’larin, mitokondride
lokalize olabildigi mitokondriyal hastalik ve disfonksiyonlarda rol aldigi, kanserde
rolii bulundugu ve NF1 hastaliginda rol oynadigi bilinmektedir. Bu baglamda se¢ilen
miRNA’lar1 aragtirmanin 6nemli oldugu diisiiniilebilir.

NF1 tiimor dokularindan izole edilen mitomiR’lerin ifade edildigi gosterilmis, ancak
bu ifadelerin dogrulugunu tespit etmek i¢in tiim mitomiR’ler i¢in erime egrisi analizi
yapilmistir. Bu analiz sonucunda yanlis sicaklikta yilikselme gdsteren Ornekler
secilerek tekrar KRT-PZR reaksiyonu kurulmus ve yine yanlis yerde yiikselme yapan
mitomiR’ler, NF1 6rneklerinde hig ifade edilmeyen mitomiR grubuna eklenmistir. Bu
nedenle cNF-2 Orneginin miR-122-5p ifadesi igin tekrar kRT-PZR reaksiyonu
kurulmasina ragmen erime egrisinin 86°C’de tepe noktasi olusturdugu gézlenmis ve
hi¢ ifade edilmeyen mitomiR grubuna eklenmistir (Sekil 3.7). Ayrica pNF-3
ornegindeki miR 3934-5p’in erime egrisi analizinde tepe noktasinin diisiik seviyede
oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.9). Ancak bu 6rnek agaroz jel elektroforezine yiiklenip
yuriitiildiigiinde diger 6rneklerle ayni yerde bant verdigi gézlendi. Bu nedenle ifade
edilen miRNA’nin az miktarda oldugu anlasildi.

Erime egrisi analizi sonrasinda tiim iiriinlerin dogrulugunu ve primerlerin 6zgiil bir
sekilde amplifikasyon gerceklestirdigini gostermek amaciyla agaroz jel elektroforezi
yapilmustir (Sekil 3.16). Erime egrisi analizi sonrasinda kalan diger 6rneklerin ifadeleri
285Ct degeri iizerinden analiz edilmistir. Bu sonuglara goére miR-122-5p ve
mMiR-217’nin kontrol doku ile birlikte bir ¢ok ornekte ifade edilmedikleri tespit
edilmistir. Bununla birlikte miR-3934-5p bazi 6rneklerde ifade edilmese de, bazi
orneklerde kontrol dokuya gore ¢ok yiiksek bir ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir.
miR-34a-5p’nin ise pNF-3’te ifadesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2).
Dolayisiyla bu dort miRNA disinda kalan diger mitomiR’ler ayn1 grafikte analiz edildi
(Sekil 3.18). Cizelge 3.2 ve sekil 3.18 birlikte degerlendirildiginde segilen

miRNA’larin az miktarda olsa da mitokondride lokalize olabilecegi sdylenebilir.
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miR122-5p, miR 217 ve miR 3934-5p disindaki diger mitomiR’lerin ifadelerine
bakildiginda (Cizelge 3.2) cNF-3, pNF-1 ve pNF-5 orneklerinde tiim segilen
mitomiR ’lerin ifadelerinin yok denecek kadar az oldugu tespit edilmistir.
Diger 6rneklerdeyse miR-34a-5p’nin pNF-3’te cok yiiksek oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3.19). Diger mitomiR’lerin ifadelerinde ise anlamli bir fark olmadig
goriilmiistiir (Sekil 3.18). Bu 8 mitomiR i¢in cNF ve pNF’ler arasinda karsilastirma
yapildiginda (Sekil 3.20) miR-34a-5p ifadesinin pNF 6rneklerinde ¢cNF’lerden daha
fazla oldugu goriilmistiir. Bunun sebebi pNF-3’iin miR-34-5p ifadesinin digerlerine
gore ¢ok yiiksek olmasidir. Diger drnekler icin ise secgilen mitomiR’ler cNF’lerde pNF
orneklerine gore daha yiiksek bir ifade gozlendi ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (Cizelge 3.3 ve Sekil 3.17). Sekil 3.21°de miR-122-5p ve sekil
3.22’de miR-217 ifadesinin sirastyla pNF-2 ve cNF-5’te diger 6rneklerden daha fazla
ifade oldugu goriilmektedir. miR-122-5p ve miR-217’nin kontrol dokuda ifade
olmadig1, 2722t degerlerinin ise digerlerine gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 3.2). Bu nedenle analizin dogrulugu agisindan diger miRNA’larla
degerlendirmeye alinmayarak kendi i¢erisinde degerlendirilmislerdir. Cizelge 3.2’ deKi
24ACt degerleri ve sirastyla miR-122-5p ve miR-217’nin pNF-2 ve cNF-5’te
digerlerine gore ¢ok daha yiiksek miktarda ifade edilmis olmasi (Sekil 3.21 ve Sekil
3.22) bu miRNA’larin mitokondride lokalize olabilecegini gdstermistir.
miR-34a-5p’de pNF-3’iin, MiR-3934-5p ise cNF-2 ve cNF-4’iin 244C degeri
digerlerinden ¢ok daha yiiksek oldugu i¢in ayr1 degerlendirilmistir (Cizelge 3.2, Sekil
3.19 ve Sekil 3.23).
miR-122-5p kontrol dokuda ifade edilmediginden, ifade edilen 6rnekler arasinda en
diisiik ifadeye sahip olan pNF-4 normalizator olarak segilmistir (Sekil 3.21). pNF-4
Oornegine gore en cok miR 122-5p ifadesi sirasiyla pNF-2, cNF-4 ve cNF-1
orneklerinde goézlenmistir. Kontrol dokuda ifade edilmeyen diger bir miRNA,
miR-217’dir. Burada da miR-217 kontrol dokuda ifade edilmediginden, cNF-1
normalizator olarak secilmistir (Sekil 3.22). Burada en ¢ok miR-217 ifadesine sahip
olan sirasiyla cNF-5 ve ctNF-4 6rnekleridir.
miR-122-5p, kanser hiicrelerinde en ¢ok rastlanan ve fonksiyonu bilinen
miRNA’lardan biridir. miR-122-5p, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonunu inhibe ettiginden dolayr tiimor baskilayict olarak fonksiyon
gostermektedir. Bu nedenle kanser hiicrelerinde miR122-5p’nin ifadesinin azaldigi
tespit edilmistir (Liu ve dig., 2019; Dai ve dig., 2020).
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Ayn1 zamanda yapilan c¢aligmalarla miR-217’nin kanser hiicrelerinde tiimor
baskilayici oldugu gosterilmistir (Zhao ve dig., 2010). Bu sonuglara gére miR-122-5p
ve miR-217 ifadesi bulunan 6rneklerde tiimorlerin biiyiikliiklerinin veya sayilarinin
daha az olabilecegi diisiinlilmektedir. Ancak bu hastalarin dosyalarinda bu konu ile ile
ilgili bir bilgiye rastlanmamistir. Bununla birlikte dort doku 6rnegimizde (cNF-1,
CNF-4, pNF-2, pNF-4) hem miR-122-5p hem de miR-217’de ifade edildigi
gorilmiistiir.

Ancak hastalarin belirtileri karsilastirildiginda diger 6rneklerden farkli higbir ortak
belirtiye rastlanmamistir (Cizelge 2.1). Bu nedenle hastalarin semptomlar1 ve
miRNA’larin  ifade seviyeleri arasinda higbir baglanti  kurulamamustir.
miR-3934-5p’nin ifadesine bakildiginda diger segilen miRNA’lara gore ¢ok farkli ve
cok yiiksek ifadeye sahip oldugu tespit edilmistir. miR-3934-5p’nin; ctNF-3, pNF-1 ve
PNF-5 6rneklerinde hig ifade edilmemekle birlikte diger 6rneklerde 6zellikle sirasiyla
cNF-4 ve cNF-2’de ¢ok yiiksek bir ifadeye sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 3.23).
Literatiir taramasinda, mMiR-3934-5p’nin de, mMIiR-122-5p ve mIiR-217 gibi
proliferasyonu inhibe ettigi ve bununla birlikte apoptozun baslamasinda rol oynadigi
belirtilmistir (Ye ve dig., 2019). Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada bir EGFR
inhibitorii olan gefitinibe direng gosteren hastalarda miR-3934-5p ifadesinin ¢ok
yiiksek oldugu gozlenmistir (Hu ve dig., 2017). Sonuglar1 bu {i¢ miRNA igin
karsilagtirdigimizda i¢in CNF-4 Orneginde yliksek bir ifadeye sahip olduklar
gozlenmistir (Sekil 3.21, sekil 3.22, sekil 3.23). Hastanin belirtileri diger hastalara gore
karsilagtirildiginda ise, bu hastanin sporadik bir vaka olup, hem pNF hem de cNF
tiimdre sahip oldugu goriilmiistiir. Her iki tiimdr tiiriine de sahip olan bir diger 6rnek
ise pNF-3 hastasidir. pNF-3 bir ailesel vaka olup cNF-4 hastasina gore daha ¢ok
semptoma sahiptir, ancak bu tiimor dokusunda bahsedilen miR-122-5p, miR-217 ve
mir-3934-5p’nin ifade edilmedigi ya da ¢ok az miktarda ifade edildigi gozlenmistir.
Ayrica pNF-3’te miR-34a ifadesinin ¢ok yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2,
Sekil 3.19). Literatiide miR-34a’nin mitokondriyel fonksiyon bozukluguna sebep
olarak hiicrenin apoptozuna neden oldugu gosterilmistir (Fan ve dig., 2017). Ifade
edilen diger mitomiR’lerde ise kayda deger bir gen ifadesi tespit edilmemistir. Bu
durum, bu ti¢ mitomiR’in pNF ve cNF tiimér olusumunda rolii olmadigini, ancak diger

semptomlarin olugsmasinda rolu olabilecegini gdsterebilir.
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Son olarak bu ¢alisma taze dondurulmus dokular iizerinden yapildigindan 6rneklerde
NF1 tiimor hiicrelerinin temelini olugturan Schwann hiicreleri diginda farkl: hiicreler
de bulunmaktadir. Bu nedenle burada elde edilen sonuglar hiicre kiiltiiriinde saf
Schwann hiicre popiilasyonu olusturuldugunda daha giivenilir bir sonug elde edilebilir.
Ozetle eldeki bulgular 15181nda NF1 tiiméorlerindeki mitomiR’lerin NF1 hastaligmin
fenotip-genotip iliskilendirilmesinde, ilaglara kars1 direng (Hu ve dig., 2017) veya
yatkinlik yaratmakta rolii olabilecegi konusunda iyi bir baslangi¢c olabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak gelecekteki arastirmalarla bu miRNA’larin NF1 iizerindeki
muhtemel rollerinin aragtirilmasi desteklenmelidir. Bu bulgular NF1 hastalig1 i¢in

miRNA’larin mitokondrideki rollerinin aydinlatilmasina katki saglayabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

e Literatiirde mitomiR’lerin insan NF1 cNF ve pNF’lerde gen seviyesindeki
ifadesi tizerine bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamiz bu
konuda literatiire katki saglayacaktir.

e Taze dondurulmus yumusak dokulardan mitokondri izolasyonu i¢in kullanilan
yonteme bakildiginda ticari kitler yeterli goriilmektedir ancak timor gibi sert
dokular i¢in uygun bir optimizasyon yapilarak basarili bir seklide kirillgan
yapiya sahip olan miRNA’lar izole edilmistir. Bu nedenle bu calisma sert
dokulardan mitokondri ve akabinde mitomiR izolasyonu igin optimize bir
metot olusturulmasinda literatiire katki saglayacaktir.

e FElde edilen bulgular 1518inda ¢cNF ve pNF tiimor gruplari arasinda hicbir
farklilik bulunamamistir. Ancak 6rnek bazinda asir1 ifadesi olan miRNA’lar
bulunmustur.

o Ifade seviyeleri arastirtlan mitomiR’ler arasinda miR-34a, miR-122-5p,
miR-217 ve miR-3934-5p’nin farkli gen ifadelerine sahip olduklari
gozlenmistir. Ancak hastalarin  belirtileri arasinda bir korelasyona
rastlanmamistir. Bu nedenle hastalarin soy ge¢misleri, daha detayli demografik
ozellikleri, anamnez ve muayene sonucu gerekmektedir.

e Bu tez calismast NF1 hastaliginda mitomiR’leri arastiran literatlirdeki ilk
caligmadir. Dolayisiyla gerek hasta sayisi1 gerek arastirilmasi istenen miRNA
say1s1t nedeniyle bir on ¢alisma niteligi tasimaktadir. Bu nedenle NF1 hasta
ornek sayisi artirtlarak tim mitomiR’ler RNA-seq yontemiyle analiz edilebilir.

e Bu caligma sadece CNF ve pNF timér dokulart tizerinde yapilmistir. Ancak
daha saglikli ve karsilastirilabilir sonuclar elde etmek icin MPNST gibi baska

NF1 tiimor tipleri de ¢alismaya alinmalidir.
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Bu ¢aligsmada taze dondurulmus dokular kullanilmistir. Bu nedenle farkli hiicre
tiplerinden olusan bir hiicre popiilasyonundan mitomiR analizi yapilmistir. Bu
da degerlendirme sonucunu etkilemektedir. Bu nedenle ayni arastirma hiicre
kiiltiirinde NF1 tiimoér hiicrelerinin temelini olusturan saf Schwann hiicre
popiilasyonu olusturularak tekrarlanmalidir. Bu sekilde elde edilen sonuglarla
NF1’de genotip-fenotip iliskilendirilmesinde daha giivenilir sonug alinabilir.

RNA-seq yontemi sayesinde tiim mitomiR’ler analiz edildiginde sadece 11
mitomiR  degil, mitokondride bulunan tim miRNA’larin ifadeleri

arastirilmalidir.
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