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OZET

Sharifi. SH. (2020). Norofibromatozis Tipl Olgularinda NF1 Gen Mutasyonlarinin Yeni
Nesil Dizileme Teknolojisi Ile Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Von Recklinghausen hastalig1 olarak da bilinen Norofibromatosis Tipl (MIM # 162200), etnik
ve 1rksal kokenden bagimsiz, diinya genelinde 3000 ila 4000 kiside 1 prevalansina sahip yaygin
bir Ailevi kanser sendromudur. Bu hastalik, kromozom 17q11.2'de lokalize tiimor baskilayict
bir gen olan NF1 genindeki dominant mutasyonlardan kaynaklanan kalitsal bir bozukluktur.
NF1 geni, norofibromin (NM_000267) olarak adlandirilan sitoplazmik bir protein kodlar.
Norofibromin, esas olarak GTPaz aktive edici protein GAP olarak islev goriir ve RAS (rat
sarkom proteini) aktivitesini inhibe eder. Yapilan arastirmalar, NF1 ile iligkili tiimorlerde,
norofibromin ekspresyon kaybinin yiiksek seviyelerde aktif RAS ile iliskili oldugunu
gostermektedir. NIH tarafindan belirlenen NF1 tami kriterleri arasinda ¢oklu cafe-au-lait
lekeleri, iriste Lisch nodiilleri, aksiller ve inguinal ¢illenme ve ndrofibrom adi verilen benign
periferik sinir kilifi tiimorleri, optik gliom, 6zgiin kemik lezyonlar1 ve aile hikayesi
bulunmaktadir. NF1 ile iligkili diger klinik komplikasyonlar arasinda noérolojik, renal,
kardiyovaskiiler, gastrointestinal, endokrin ve ortopedik tutulum, 6grenme ve entellektiiel
yetersizlik, dikkat eksikligi ve perferik sinir kilifi veya merkezi sinir sistemi maligniteleri
bulunmaktadir. NF1 hastalarinin yaklasik dortte biri dnemli morbidite ve mortaliteye neden olan
bu klinik komplikasyonlardan birini veya birkacim1 gostermektedir. Genel olarak farkli
hastalardan elde edilen tiimoér dokularinda saptanan germline ve somatik mutasyonlarin
karakterizasyonu, NF1 gen mutasyonunun tipi, dogasi ve siklig1 hakkinda bilgiler saglamis olsa
da, NF1°de tiimor olusumunun molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki mevcut bilgimiz halen
sinirlidir. Bunun yani sira bircok sendrom norofibromatozisi ile ortak klinik bulgular
gostermekte ve bu durum o6zellikle antenatal dénemde kesin tami agisindan zorluklara yol
acabilmektedir. Bu nedenle, norofibromatozis ile benzer sendromlarin sikliklarinin ve molekiiler
etiyopatogenezlerinin bilinmesi, prenatal ve postnatal olgularin izlemi agisindan o6nem
kazanmaktadir. NF1’nin klinik heterojenligi, hastaligin tanisida sorumlu NF1 genin tim
ekzonlarin1 es zamanli dizilenmesini, delesyon/duplikasyon arastirilmasinin yapilmasini
gerektirmektedir. Calismamizda, klinik tani olarak NF1 disiiniilen olgularda, iliskili NF1
geninin tiim ekzonlar1 ve ekzon-intronsinir bolgelerini igeren, tasarlanmig NF1gen testi ile
YND; Ion Torrent platformunda yapilan arastirmadan elde edilen varyantlar incelendi. Klinik
kesin tanida Onemi belirlenen varyantlara 6zgiin Primerler tasarlanarak Sanger dizileme ile
dogrulandi, olanakli olgularda segregasyon analiz sonuglari arastirildi, herhangi bir varyant
iliskisi saptanmayanlarda yontemin tasarimi geregi kapsanmayan bolgeleri Sanger dizileme ile
incelendi. Sanger dizilemede patojenik varyant saptanmayan olgularda MLPA yontemi ile
delesyon/duplikasyon analizi yapildi. Del/dup analiz sonucu pozitif olgularda array-CGH
yontemi ile NF1 mikrodelesyonu sendromu arastirildi. Sonug olarak toplalm 27 ailede Klinik
kesin tanil1 olgularda NF1 geninde tanimlanmig 11 yeni variant ve literatiirde bildirilmemis 11
olast iligkili variant saptandi ve tani oran1 % 94 olarak belirlendi. Calisma sonug¢larimizin, Tiirk
toplumunda NF1 geni mutasyon tipleri ve frekanslarinin saptanmasina, tasiyicit bireyleri
belirlenerek iyi ve kotii huylutiimérler agisindan erken donemden itibaren takip olanaginin
saglanmasina, genetik danismada, prenatal veya pre-implantasyon Oncesi genetik tanida
yardimci olmasina katki saglamasi beklenir.

Anahtar Kelimeler: Norofibromatozis tipl, Yeni Nesil Dizleme, lon Torrent, MLPA, array-
CGH, NF1

Bu ¢alisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: TDK-2018-28151
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ABSTRACT

Sharifi. SH. Investigation of NF1 Gene Mutations with Next Generation Sequencing
Technology in Neurofibromatosis Typel Cases. Istanbul University, Institute of Health Science,
Genetics Department. Doctoral Thesis in Genetics. Istanbul. 2020.

Neurofibromatosis Type 1 (NF1), also known as VVon Recklinghausen disease, is a common
familial cancer syndrome independent of ethnic and racial origins, Itaffects approximately 1 in
3000 to 4000 people worldwide. This disease is an inherited disorder caused by dominant
mutations in the NF1 gene. The NF1 gene encodes a cytoplasmic protein called neurofibromin
(NM_000267) that is a negative regulator of the RASpathway. Previous studies have shown
increased expression of neurofibromin in NF1-related tumors. The diagnostic criteria for NF1
defined by National Institutes of Health are multiple cafe-au-lait (CAL) spots, benign peripheral
nerve sheath tumors (neurofibromas), Lischnodules, axillary and inguinal freckles, optic glioma,
spesific bone lesions and family history. Other clinical manifestations associated with NF1
include neurological, renal, cardiovascular, gastrointestinal, endocrine and orthopedic, learning
and intellectual disabilities, attention deficit, and peripheral nerve sheath or central nervous
system malignancies. About aquarter of NF1 cases eventually develop one or more of
theseclinical complications that lead to significant morbidity and mortality. Although
Characterization of the germline and somatic mutations in tumor tissues provided information
about the type, nature and frequency of NF1 gene mutation, information about the molecular
mechanisms of the tumor formation is still limited. In addition, somes sendromes present
clinical findings that overlap with neurofibromatosis, and this can lead to problems in diagnosis,
especially in the prenatal period. Therefore, understanding the frequency of molecular
etiopathogenesis of neurofibromatosis is important for the follow-up of prenatal and
postnatalcases. Given the clinical heterogeneity of NF1, rapid, accurate parallel sequencing of
this gene and deletion / duplication analysis (when necessary) is required for proper diagnosis.
In this study, we performed sequencing of the NF1 gene with in-house-designednext generation
sequencing (NGS) targeted NF1 gene, using an lon Torrentplatform, coveringng all exons and
exon-intron boundaries in 27 families diagnosed with neurofibromatosis type 1. When
sequencing did not yield any pathologic variants, the gene was analysed with MLPA for
deletion/duplications. If MLPA showed a deletion, a possible microdeletion involving the NF1
gene was investigated with array-CGH. As a result, we identified 11 previously reported
possible related variants and 11 variants that were not previously reported in the literature. Thus
the frequency of diagnosis was 94% in this study. The results of our research are expected to
contribute to the present knowledge about NF1 gene mutation types and frequencies in the
Turkish population. This will provide follow-up opportunities which will allow early detection
of benign and malignant tumors as well as proper genetic counseling including prenatal or pre-
implantation genetic diagnosis.

Keywords: Neurofibromatosis type 1, Next Generation Sequencing, lon Torrent, MLPA, array-
CGH, NF1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TDK-2018-28151



1. GIRIS VE AMAC

VonRecklinghause nhastaligi olarak da bilinen (MIM # 162200), etnik ve 1rksal
kokenden bagimsiz, diinya genelinde 3000 ila 4000 kiside 1 prevalansina sahip yaygin
bir Ailevi kanser sendromudur. Bu hastalik, kromozom 17ql1.2'de localize tiimor
baskilayict bir gen olan NFlgenindeki dominant mutasyonlardan kaynaklanan kalitsal
bir bozukluktur. NF1geni, norofibromin (NM_000267) olarak adlandirilan sitoplazmik
bir protein kodlar. Bu protein, dokularin ¢ogunda diisiik diizeyde eksprese (/ifade)
edilirken, merkezi sinir sisteminde (MSS) en yiiksek seviyede eksprese edilmektedir.
norofibromin, esas olarak GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak islev goriir ve RAS
(rat sarkom proteini) aktivitesini inhibe eder. Proto-onkogen olarak islev géren RAS; i¢
ve dis uyaranlara bagli olarak, hiicrenin c¢ogalmasini, farklilasmasini, canliligini
siirdlirmesini veya oliimiinii tetikler. Norofibrominin GAP iligkili domaini (GRD) tiim
GAP protein siiper ailesi (/list Ailesi) ile dizi homolojisi gostermektedir. Yapilan
arastirmalar, NF1 ile iliskili timoérlerde, norofibromin ekspresyon kaybinin yiiksek
seviyelerde aktif RAS ile iligkili oldugunu gdstermektedir. Bu hiicresel diizensizlik
NF’1in klinik fenotipik 6zelliklerinin ¢cogunu, 6zellikle NF1de belirgin olan iyi huylu ve
koti huylu neoplazm riskini agiklamaktadir. Yapilan ¢aligmalar NF1 geninde tesbit
edilen mutasyonlarin gen boyunca rastgele dagildigini ve mutasyon olusumuna daha
yatkin olan sicak bolgelerde lokalize olmadiklarini gostermektedir. NF1genindeki
mutasyonlar, herhangi bir ekzonu etkileyen kiigiik boyutlu delesyon veya insersiyon
seklinde olabilecegi gibi, tek baz diizeyindeki degisimlerden megabazlar diizeyine kadar
uzayan biiylik delesyonlar seklinde de olabilecegini gdstermistir. Bu nedenle, rapor
edilen mutasyon oranlari, kullanilan tekniklere ve doku kaynagina bagl olarak % 60 ile
% 95 arasinda degigmektedir. NIH tarafindan belirlenen NF1 'in tan1 kriterleri arasinda
¢oklu cafe-au-lait lekeleri, Lisch nodiilleri, aksiller ¢illenme ve nérofibrom adi verilen
benign periferik sinir kilifi timorleri bulunmaktadir. NF1 ile iliskili diger klinik
komplikasyonlar arasinda noérolojik, renal, kardiyovaskiiler, gastrointestinal, endokrin
ve ortopedik bulgular, 6grenme giigliigii ve entellektiiel yetersizlik, dikkat eksikligi ve
periferik sinir kilifi veya merkezi sinir sistemi maligniteleri bulunmaktadir. NF1
hastalarinin yaklagik dortte biri 6nemli morbidite ve mortaliteye neden olan bu klinik
komplikasyonlardan birini veya birkacin1 gelistirmektedir. Genel olarak farklh

hastalardan elde edilen tiimor dokularinda saptanan germline ve somatik mutasyonlarin



karakterizasyonu, NF1 gen mutasyonunun tipi, dogast ve sikligi hakkinda bilgiler
saglamig olsa da, NF1 ’de tiimdr olusumunun molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki
mevcut bilgimiz halen siirlidir. Bunun yani sira birgok sendrom norofibromatozisile
ortak Kklinik bulgular gostermekte ve bu durum 6zellikle antenatal donemde kesin tani
acisindan zorluklara yol agabilmektedir. Bu nedenle, Norofibromatozisile iligkili
sendromlarin sikliklarinin ve molekiiler etiyopatogenezlerinin bilinmesi, prenatal ve
postnatalolgularin izlemi agisindan onem kazanmaktadir. Bu sayilanlarbu hastalikta
klinik taninin yani sira molekiiler taninin da 6nemini vurgulamaktadir. Bu nedenle
molekiiler analizleri hizlandirmak, NF1 ile iliskili timorlerde ilgili biyolojik yolaklarin
genotip-fenotip iliskisi tizerine etkilerini arastirmak amaciyla hedef genin YND tabanli
NF1-gen testi ile dizilenmesi, saptanan varyantlarin Sanger dizileme yontemi ile
dogrulamas1 amaclanmistir. Ayrica olast biiyiikk delesyon/duplikasyonlar MLPA ve
array-CGH yontemleriyle incelenmistir. Bu kapsamda yaptigimiz calismada
Klinigimizde 2009-2018 yillar1 arasinda Norofibromatozistani kriterlerini saglayan ve
takip altinda olan, 27 Aileden 47 olgu klinik ve diger laboratuvar testleri ile birlikte
incelendi. Arastirmanin devaminda, indeks olgularda NF1 geninin protein kodlayan
bolgelerini ve ekzon-intron sinirlarini kapsayan YND tabanli NFI-gen testinden elde
edilen verilerin degerlendirilmesi ve saptanan varyantlarin klinik 6nemi oldugu
diistintilenlerin 6zgiin Primerler tasarlanarak Sanger dizileme ile konfirmasyonu, aile
segregasyon analiz sonuglarinin incelenmesi, herhangi bir varyant iligkisi saptanmayan
olgularda NF1 Yeni nesil dizilemede kapsam disi oldugu bilinen bolgelere ait
tasarlanan Primerler kullanilarak, Sanger dizileme ile arastirilmasi gergeklestirildi.
Aragtirmanin  son asamasinda her hangi bir varyasyon saptanmayan ancak
Norofibromatozistipl tanmi kriterleri ile uyumluluk gdsteren hastalarda, NF1 genindeki
olasi biliylik del/dup’lar1 tanimlamak amacl, kullanilan MLPA ve array-CGH
yonteminin klinik taniya katkis1 degerlendirildi. Bu ¢alismada mutasyon saptanan olgu
ve ailelerinin 6zgiin genetik danisma almalar1, postnatal ve tasiyicilik testlerinin
yapilmasi ve prenatal /preimplantasyon genetik tani i¢in zemin olusturulmas ise klinik

izlemdeki en dnemli katk1 olacaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Norofibromatosis Tip 1 (NF1), etnik ve irksal kokenden bagimsiz, diinya genelinde
3000 ila 4000 kiside 1 prevalansa sahip yaygin bir ailesel kanser sendromudur (Barrea
ve ark, 2017; Anderson ve ark, 2015). Norofibromatozis tip 1, kromozom17ql11.2'de
bulunan tiimdr baskilayict NF1genindeki dominant mutasyondan kaynaklanan kalitsal
bir genetik bozukluktur. NF1, 57 ortak ekson (2.818 amino asit) ve li¢ alternatif olarak
kirpilan eksondan olusan, 282 kb uzunluguna sahip, bilinen en biiylik genlerden biridir

(Mao ve ark, 2018; Hinman ve ark, 2014).

NFlgenin mRNA's1 11 ila 13 kb'dan uzundur ve nérofibromin (NM_000267) olarak
adlandirilan bir sitoplazmik proteinini kodlamaktadir (Barrea ve ark, 2017; Hirbe ve
ark, 2014). Norofibromin, esas olarak GTPaz aktive edici protein (GAP) olarak islev
goriir ve hiicre ¢ogalmasini, farklilagmasini, hayatta kalmasini ve oliimiinii tesvik eden
RAS (rat sarkom proteini) proto-onkogeninin aktivitesini inhibe ederek hiicresel diizeni
saglar. Norofibromin, memelilerde normal embriyonik gelisim i¢in gerekli bir protein
olup ve miirin modellerde bu proteinin olmamasi, esas olarak kan damarlarinin anormal
gelisimi sebebiyle 6liimciildiir (Barrea ve ark, 2017; Trovo-Marqui ve ark, 2006). Bu
protein, cogu dokuda diisiik seviyede eksprese edilirken, merkezi sinir sisteminde
(MSS) en yiiksek seviyede eksprese edilmektedir (Barrea ve ark, 2017). Tipl
Norofibromatozisile iligkili tiimorlerde, ndrofibromin ekspresyonunun kaybi, yiiksek
seviyede RAS’in asir1 aktivasyonuna ve hiicre tipine bagli olarak, RAS yolagmin
devamindaki proteinlerin (AKT/mTOR ve RAF/MEK) diizensiz sinyalizasyonuna sebep
olur. Bunun, NF1’in klinik fenotipinden, 6zellikle NF1'de belirgin olan iyi huylu ve
kotli huylu neoplazmalarin gelisiminden sorumlu oldugu diistiniilmektedir.(Williamsve
ark, 2009).

2.1. Norofibromatozis Tip 1 (NF1)

Norofibromatozis tip 1 (NF1), bir ¢ok hiicre tipini ve viicut sistemlerini etkileyen
karmasik, kalitsal ve otozomal dominant bir bozukluktur. Norofibromatozis tip 1’in
klinik bulgular1 tarih boyunca cesitli vakalar iizerinden bildirilmistir (Fener ve ark,
2011; Fener ve Gutman, 2013). 1882 yilinda Friedrich nérofibromalarin PSS’nin

endondrium kismindan kaynakli oldugunu gosterilmistir. 50 yil sonra, tani
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kriterlerinden biri olan iris nodiilleri, Viyana’li oftalmolog Lisch tarafindan
tanimlanmistir. Hastalik 1988 yilina kadar Von Recklinghausen olarak adlandirilirken,
aym yil Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan, hastaligin norofibromatozis tiplolarak

adlandirilmasi 6nerilmistir (Fener ve ark, 2011; Fener ve Gutman, 2013).

Bu hastaligin insidanst 3000 ila 4000 kiside yaklagik 1 ve genel olarak prevalansi
Diinyada yaklasik 5000 kiside 1 olarak belirtilmistir (Huson ve ark, 1989; Evans ve
ark,2010). Bu hastalik NF1 geninde gerceklesen degisik mutasyonlar sonucunda ortaya
cikmaktadir. NF1 geni’nin mutasyon orani yiiksek olup ve her jenerasyonda yaklasik
olarak her 10.000 gamette bir mutasyon meydana gelmektedir. NF1geni
mutasyonlarin yarist germ hiicrelerinde gerceklesirken diger yarisi de novo olarak

olusmaktadir (Mao ve ark, 2018).

2.2. NF1 'in Molekiiler Genetigi

2.2.1. NF1 Geninin Tamimlanmasi

1987'de NF1 geninin, gen baglanti ¢alismalari ile 17.Kromozom iizerinde oldugu
gosterilmigtir. Daha sonra NFlgeninin iki bagimsiz grup tarafindan kromozom
17.11.2'ye yakin bir bolgeye haritalandig1i belirtilmistir(Cawthon ve ark,1990;
Wallace ve ark, 1990; Viskochil ve ark, 1990). Yapilan farkli ¢alismalarda NF1
klinik tanis1 alan iki hastada saptanan 1 ve 17 ve digeri 17 ve 22 kromozomlarini
iceren dengeli translokasyonlar, NF1 geninin pozisyonunun daha 1yi
tanimlanmasma yardimcit olmustur. Farkli caligmalarda 17.kromozomun bu
bolgesine farkli aday genlerin haritalandig: tespit edilmistir(Li Y ve ark,1995).
Aragtirmalar bu genlerin NF1 geninin i¢ine gomiilmiis oldugunu (embedded gene)
ve bu genler deki herhangi bir degisim norofibromatoziz kliniginie yansimamasini
gostermistir(Huson ve ark, 1989; Evans ve ark,2010). Bu ii¢ farkli gen: EV12A,
EV12b ve OMgp olmak {iizere intron 27b’nin (~ 61kb) i¢inde bulunup ve her biri 2
ekzondan olusumaktadir. Bu genler NF1 geninin komplementar zincirinde NF1
genine ters oryantasyonda okunur (Viskochil ~ve ark, 1999). Bu gomiili
genlerin(embdded gene) yani sira, adenilat kinaz 3 (AK3) NF1 geni nin
37.intronununn i¢inde tamimlanmistir. Bu gen genom boyunca farkli
lokalizasyonlarda bulunup ve NF1 geniyle ayni oryantasyonda okunmaktadir.

Norofibromatozis tipl hastaliginda yapilan arastirmalar, NF1’in i¢cinde bulunan bu



genlerin protein Uriinlerinin birbiriyle etkilesime girmedigini ve bu genler in
(gomiilii genlerin) eksikligi ile iligkili herhangi bir spesifik fenotip bulgunun
ortaya ¢ikmadigini gostermistir (Viskochilve ark,1990).

2.2.2. Alternatif Kirpilma

Alternatif kirpilma, proteozomda ¢esitliligi olusturan 6nemli bir mekanizma olarak
tanimlanmistir. Bu mekanizma farkli gelisim evrelerinde ve farkli doku tiplerinde gen
ekspresyonunu diizenleyen bir mekanizma olarak belirtilmistir. Yapilan arastirmalar,
alternatif kirpilma isleminin bozulmasinin, timoér gelisiminde 6nemli bir roli
oldugunuve bu mekanizmanin NF1 hastalarinda genotip-fenotip ilgkisinden sorumlu

oldugunu gostermektedir (Eisenbarth ve ark, 1995).

2.2.2.1. Tip 1 norofibromin
Tip 1 ndrofibrominin protein dizisinde, 23a ve 48a eksonlar1 bulunmamaktadir. Yapilan
farkli galigmalarada bu protein izoformunun RAS proteinine yiiksek afiniteye sahip

oldugunu gostermistir (Xu ve ark, 1990).

2.2.2.2. Tip 2 norofibromin

Bu protein transkripti ekson 23a'nin GAP (GTPase aktive edici protein) related
domain’ine (GRD) 21 amino asidin eklenmesi ile olugsmaktadir. Bu izoformda, GAP
fonksiyonu bozuldugu i¢in, RAS regiilasyonunun da daha az etkili oldugu gosterilmistir

(Andersen ve digerleri, 1993; Skuse ve digerleri, 1996).

Bu protein izoformu, insan ve kemirgen dokularmin ¢ogunda tespit edilmistir. Tip 2
norofibromin astrositlerde ifade edilmektedir ancak merkezi sinir sistemi (MSS)
noronlarinda ifade edilmememktedir (Andersen ve ark, 1993; Gutmann ve ark, 1999).
Yapilan arastirmalar Tip 2 norofibrominin noroblastlarda ve schwann hiicrelerinde de

ifade edildigini gostermistir (Gutmann ve ark, 1995b).

2.2.2.3. Uciincii nérofibromin izoformu
Bu noérofibromin izoformu, ekson 48a'nin carboxyl terminus’una 18 amino asitin
eklenmesi ile olugsmaktadir. Yapilan aragtirmalar bu transkriptin kalpte ve iskelet

kasinda ifade edildigini gostermektedir(Gutmann ve ark,1995).



2.2.2.4. Diger norofibromin izoformlari

Norofibromin’in diger izoformlar1 diger 3 tip’e gore daha diisiik bir diizeyde ifade
edilmektedir. Bu izoformlardan bazilar1 sadece MSS'de, beyincik, beyin sap1 veya
omurilikte ve cok diisiik diizeyde ifade edilmektedir. Bunlarin i¢inde bazi
izoformlar postnatal gelisimin erken evrelerinde On beyin noronlarinda
tanimlandig1 igin, sinir sistemi gelisimi ve farklilasmasinda koruyucu bir rol
oynayabilecekleri One siiriilmiistir (Kauffman ve ark,2002; Gutmann ve

ark,1999).

2.2.3. Gomiilii Genler

Yapilan arastirmalar intron 1 ve 27b’nin, NF 1 genindeki diger intronlardan 6nemli
6l¢iide daha uzun oldugunu ve EV12A, EV12B ve OMgp genlerinin intron 27b (~ 61
kb)’ nin iginde bulundugu saptanmistir (O'Connell ve ark, 1990; Vourc'h ve Andres,
2004).

2.2.3.1. EV12A And EV12B

EV12A ve EV12B genleri, fare genlerinin (Evi-2A ve Evi-28) insandaki homologlart
olarak bilinmektedir. Arastirmalar EV12A ve EVI12B genlerin transmembran
proteinlerini kodladigin1 ancak bu genlerin ana fonksiyonlarinin net olarak
bilinmedigini gostermistir (Vourc'h ve Andres, 2004). Farkli calismalar bu genlerin ayni
zamanda onkogen olarak da rol oynayabileceklerini diisiindiirmektedir (O'Connell ve
rak, 1990; Vourc'h ve Andres, 2004). Yapilan farkli calismalarda EV12A’nin, beyinde,
periferik kanda ve kemik iliginde (Cawthon ve ark, 1990b) ve EV 12B’nin, periferik kan
kemik iligi ve fibroblastlarda ifade edildigini bildirilmistir (Cawthon ve ark,1991).

2.2.3.2. OMG

OMG geni merkezi sinir sistemi'nin oligodendrositlerinde ifade edilir (Habib ve ark,
1998). Bu gen, hiicre disi bir adhezyon proteini olan oligodendrosit miyelin
glikoproteinini (OMg) kodlamaktadir (Mikol and Stephansson, 1988). OMgp'nin
noronal fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir ancak murin modellerinde yapilan

caligmalar OMgp'nin bir timor baskilayic1 olarak islev gorebilecegini gostermistir

(Venturin ve ark, 2006; Vedrine ve ark, 2011).



2.2.4. Psodogen Benzeri Diziler

Psodogenler’in, kromozomlar arasinda meydana gelen multiple duplikasyonlar ve
transpozisyonlar sonucunda olustuklari disiiniilmektedir (Luijten ve ark, 2001). Bu
genler erken durdurma kodonu ve farkli mutasyonlar (frame sift vd) sonucu olusan ve
fonksiyonu olmayan diziler olarak da tanimlanmistir. Bu sebepten dolay1 bu dizilerin
ifade edilmedikleri ve protein yapisina doniismedikleri diisliniilmektedir (Balakirev ve
Ayala, 2003). NFlgeni ile yaklasik % 95 sekans homolojisi gosteren 30 dan fazla
psodogen tanimlanmistir (Luijten ve ark, 2001). Bu psddogenlerinin fonksiyonlari

heniiz bilinmemektedir.

2.3. Norofibromin
2.3.1. NF1 Gen Ekspresyonu

2.3.1.1. NF1 Geninin cDNA Dizisi

NF1 geni nin ¢cDNA dizisi ilk 6nce Gutmann ve Collins (1993) ve Viskochil ve
arkadaslar1  (1993) tarafindan agiklanmistir. NFlgeninin protein {riinii
norofibromindir. norofibromin ~ 2818 amino asit‘ten olusan 220-250 kDa
biiytikliigiinde olan bir proteindir. Yapilan arastirmalar bu proteinin gelisimin

farkli asamalarinda viicudun tiim dokularinda ifade edildigini gostermistir (DeClue

ve ark, 1991; Daston ve ark, 1992).

2.3.1.2. Neurofibrominin Dokulardaki ifade Diizeyi

NF1 mRNA’s1 ¢ogunlukla yetiskin dokularda, diisiik bir konsantrasyonda ifade
edilmektedir. Bu protein deri fibroblastlari, dalak, akciger, kas ve farkli hiicre ve doku
tipleri arasinda, farkli diizeylerde bulunmaktadir (Wallace ve ark, 1990). Norofibromin
geninin en yiiksek diizeyde ifadesi, yetiskin beynindeki noronlarda, merkezi sinir
sisteminde (MSS) ve periferik sinir sisteminde (PSS) bildirilmistir (Golubic ve ark,
1992). Hayvan modeli {izerinde yapilan ¢alismalar, sican embriyonik gelisimi sirasinda
aksonal yol bulmada norofibrominin 6nemli bir rolii oldugunu ve bu protein
diizeylerinin yiiksek oldugunu gostermistir, ancak dogum sonrasi gelisimde noral
olmayan dokularda da bu proteinin diisiik seviyede varlig1 saptanmistir (Daston ve ark,
1992; Daston ve Ratner, 1992). Norofibromin diizeyinin noéral ve ndral olmayan

dokulardaki degisimi, bu proteinin islevindeki farkliliklardan kaynaklandigini



gostermektedir. NF1 gen mutasyonlari, bu genin MSS'nin iginde ve diginda olan ifade

diizeyine bagli olarak, ¢cok cesitli klinik bulgularin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir.

2.3.2. Norofibromin Ras GAP Fonksiyonu

NF1 geni tiirler arasinda ¢ok yiiksek oranda korunmus bir gen olarak
tanimlanmaktadir. Bu gen fare ile insan arasinda ~%98 oraninda homoloji
gostermektedir (Bernards ve ark, 1993; The ve ark, 1997). Bu giine kadar yapilan
calismalarda NF1 gibi GAP proteinlerine benzer ve/veya ayni isleve sahip olan
proteinleri kodlayan en az 160 gen bildirilmistir. Bu gen Ras/mitogen activated
protein kinase (MAPK) yolaginin regulasyonunda 6nemli isleve sahiptir. Ras’in
kodladig1 protein bir G proteinidir (GTP baglayan protein). Bu proteinler hiicre
membraninin i¢ yiiziine lokalize olmuslardir. GTP veya GDP baglh formlar ile, iki
farkli konformasyonda hiicre igerisindeki ¢esitli proteinleri etkileyip o proteinlerin
konformasyon degismine ve fosforilenmelerine yol acarak sinyal iletimini saglar.
Bu proteinler hiicrede son derece kritik roller oynamaktadirlar. Bu yolak biiylime
faktorlerinin reseptdr tirozin kinaz (RTK), G-proteini bagli reseptorler, sitokin
reseptorler ve ekstraselliller matriks reseptorlerine baglanmasiyla aktive olup
hiicre i¢i protein trafigini, hiicre iskeletinin organizasyonunu, biiyiime faktorii
sinyal iletimini, ve gen ifadesi gibi mekanizmalar1 diizenlerler. RAS biitiin
kanserlerin yaklasik %20’sinde somatik mutasyona ugramaktadir. Bu nedenle
RASopatiler, RASsinyal yolaginin aktive oldugu kanser sendromlar1 olarak da

bilinmektedir (Ballester ve ark, 1990; McTaggart ve ark, 2006).

2.3.2.1. RAS Aktivasyon Mekanizmasi

RAS Ailesi proteinleri, GDP veya GTP nin baglanmasia gore ikili molekiiler switch
mekanizmasiyla sirastyla off veya on pozisyonunda kontrol edilmektedir. Arastirmalar
bu proteinlerin GDP ve GTP baglanmas1 ve GTPaz hidrolizi i¢in yiiksek afiniteye sahip
olduklarini bildirmistir. Bununla birlikte intrinsik GTP hidrolizi ve GDP /GTP degisim
iki temel regiilator protein olarak bilinen Guanin niikleotid exchange faktor (GEF) ve
GTPaz aktive edici proteinler yani GAP ile kontrol edilmektedir. GTP bu proteinlere
baglandigi zaman, konformasyonel degisimini saglayarak bu proteinlerin hedef
downstream effektorler ile etkilesmesine olanak vermektedir. GAP ’larin birincil
fonksiyonu sinyal iletimini negatif olarak regiile etmektir. Guanin nukleotid exchange

factorler (GEF) inaktif GDP yi aktif GTP ye cevirerek, RAS sinyal yolaginin



aktivasyonunda ve hiicresel diizeni saglamakta 6nemli rol oynamaktadir (Ballester ve

ark, 1990; McTaggart ve ark, 2006) (Sekil .2.1).
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Sekil 2.1 Ras aktivasyon/inaktivasyon dongiisii (Le LQ ve ark, 2007°den degistirerek
alinmus).

2.3.2.2. RAS Mutasyonlar1 Ve Kanser liskisi

Hiicre boliinmesinde ve gelisim sinyallerinde aktif rol alan RAS proteinleri tiim
kanserlerde siklikla somatik mutasyona ugramaktadir. Insanlarda RAS genlerindeki
asir1 aktivasyona sebep olan mutasyonlar tim kanserlerin %20’sinde saptanmaktadir.
Bu mutasyonlar, GTPaz aktivitesini bozarak GTP-bagli formda kalan mutant RAS
proteinlerinin hiicrede birikimine sebep olmakta, hiicrelerin kontrolsiiz bir Sekil de
uyarilmasina, biliylimesine ve kanserlesmis hiicrelerin apoptoza direng gibi 6zellikler
kazanmalarina yol agmaktadir (Le LQ ve ark, 2007; McTaggart ve ark,2006; Ballester
ve ark, 1990).

Hiicrelerin sinyal iletimi ve proliferasyon bozukluklart ile malign dontisiimiin
aktivasyonu, RAS genlerindeki mutasyonlarin yani sira ¢esitli genler deki mutasyonlar
yoluyla da meydana gelmektedir (Le LQ ve ark, 2007). Bu genler arasinda GTP’yi GDP
’ye hidrolize ederek RAS sinyal yolagini inaktif hale getiren ve hiicre diizenini saglayan
NF1 genin kodladigi noérofibromin yer almaktadir. Norofibrominin ekzon 21-27a’y1
kapsayan bolgesi, guanozin trifosfataz aktive eden proteinlerin (GAP) katalitik
bolgesiyle homoloji gostermektedir. Ekzon 21-27a bolgesi GAP ile ilgili bolge (GRD)
olarak adlandirilip ve NF1lgeninde fonksiyonel olarak net olarak tanimlanan tek bolge

olarak belirtilmistir.
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Norofibromin hiicre cogalmasi, farklilagmasi ve morfogenezini control eden RAS sinyal
yolaginin negatif regiilatorii olmasindan dolay1 tiimor baskilayic1 protein olarak
adlandirilmistir (Ballester ve ark, 1990; McTaggartve ark, 2006).

Norofibrominin kaybi1 hiicrede RAS sinyal yolaginin devamli aktivasyonuna yol acarak
bu hiicrelerde kontrolsiiz proliferasyona neden olur. Yapilan aragtirmalar
norofibrominin bulunmadiglr ya da mutant oldugu durumlarda RAS sinyal yolaginin
asir1 akivasyonu asir1 hiicre boliinmesi, invazyon, metastaz ve apoptozun engellenmesi
gibi mekanizmalara yol agarak, farkli iyi huylu ve ya kétii huylu kanserlerin ortaya

ciktigin1 gdstermistir (Le LQ ve ark, 2007).

2.4. NF1 ’in tam kriterleri ve klinik 6zellikleri

Norofibromatozis tipl, ayn1 mutasyonu paylasan aile bireylerinin arasinda bile oldukga
degisken semptomlar gostermektedir. NF1 gen mutasyonlarinin farkli hiicre tiplerinde
gerceklesmesine bagli olarak, Norofibromatozis tipl hastalarinda ¢ok cesitli klinik
bulgularin goriildiigii bildirilmistir. Bu belirtilerden NF1°de deri bulgulari ¢ocukluk
caginda ortaya ciktigr icin tanisal olarak 6nem kazanmistir. 1988 yilinda NIH
kriterlerine gore NF1 tanis1 i¢in asagida gosterilen bulgular dan en az ikisinin olmasi

gereklidir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 NF1 tam Kkriterleri (NTH, 1988).

En az alt1 veya daha fazla cafe au lait makiilii (en biiyiik ¢ap1 ergenlik 6ncesi bireylerde > 5 mm ve
ergenlik sonrasi bireylerde > 15 mm)

Aksiller veya inguinal ¢illenme

Optik gliom

Iki veya daha fazla Lisch nodiilii (iris hamartomalarr)

Herhangi bir tiirden iki veya daha fazla nérofibrom veya bir pleksiform nérofibrom

Ozgiin kemik lezyonlar1 (sfenoid kanat displazisi, tibiada psddoartroz gibi)

Bu bulgular1 gésteren 1. derece akrabanin olmasi

2.4.1. Klinik Ozellikler

2.4.1.1. Deri bulgular:
NF1’de en sik goriilen deri bulgular1 olan Café au lait lekeleri, ¢iller ve nérofibromlar
bu hastaliga tan1 koymak acisindan 6nemlidir ve hastaligin en erken klinik bulgular

dandirlar (Nunley KS ve ark, 2009).
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2.4.1.2. Café au lait lekeler

Bu lekeler, agiktan koyukahve renge kadar degisiklik gdsteren, homojen ancak bazen
homojen olmayan pigmentasyon ile atipik formlar1 goriilen makiillerdir (Sekil 2.2). Bu
lekeler viicutta rastgele dagilir ancak sagli deri ve avug iginde gozlenmemektedir. Atipik
Café au lait lekelerinin vicudun ayni bolgesinde ¢ok sayida olmasi veya viicudun bir
tarafinda diger tarafa gore kiimelenme gostermesi, mozaik NF1’i yansitiyor olabilir.
Yapilan ¢aligmalarda Café au lait lerin boyut ve sayilari ile NF1’in siddetinin gostergesi
olmadigini ancak NF1 in tanisinda dnemli oldugunu bildirilmistir. Dogumdan itibaren
Caf¢ au lait lekeleri goriilmekle olup bazen de ilk 2 yilda gelisebilmektedir (Nunley KS
ve ark, 2009).

Sekil 2.2. Café au lait lekeleri (istanbul Tip Fakiiltesi, i¢c hastahklar1 ABD, Tibbi Genetik
BD arsivinden).

2.4.1.3. Ciller

Ciller Café au lait lekelerinin gelismesinden daha sonar meydana gelen temel tani
kriterlerinden Dbiridir. Goriiniimleri gilinesten kaynakli olan ¢illere benzer ancak
tamamen giines 15181 gormeyen bdlgelerde de goriilen ¢ok sayida kiiciik boyutta (1-3
mm’lik) makiillerdir. Olgularin %80’inde aksilla ve inguinal bdlgede ortaya
cikmaktadir (Sekil 2.3). Bazi hastalarda boyun, gégiislerin alt1, dudaklarin ¢evresinde ve
yetigkinlerin gdvdesinde de goriilebilir. Bu ciller genellikle kiigiik yasta derinin
kvriminda baslar. Bu bulgularin ortaya ¢ikma sebebi bilinmemektedir ancak kivrim
bolgelerinde artmis olma nedeninin, bu bolgelerde siirtiinme, sicaklik veya nem artisi

olabilecegi diistiniilmektedir (Hirbe AC ve ark, 2014).
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Sekil 2.3. Cillenme (Istanbul Tip Fakiiltesi, i¢ hastaliklar1 ABD, Tibbi Genetik BD
arsivinden).

2.4.1.4. Norofibromlar

Nofibromlar, NF1’in en belirgin bulgularindan biridir. NF1 olgularda ¢ok sayida
norofibrom goriilebilir, bu yiizden hastalifa Norofibromatozis ismi verilmektedir.
Norofibromlar periferik sinir kiliflarini saran Schwann hiicrelerinden kdken alan benign
tiimdrlerdir ve Schwan hiicreleri, perindral hiicreler ve fibroblastlar, mast hiicrelerinden
olugsmaktadirlar (Sekill.4) (Williams ve ark, 2009). Norofibromlar, NF1 hastaliginin
onemli bir morbidite kaynagidir (Page ve ark, 2006).

Sekil 2.4. Norofibromlar (istanbul Tip Fakiiltesi, i¢ hastahklar1 ABD, Tibbi Genetik BD
arsivinden).
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Tiimorlerin  yeri nedeniyle, kutandz norofibromlar (genellikle c¢ok sayida ve
asemptomatik), sub kutandz (deri alti) (sert tlimorler, ndrolojik semptomlar veren,
genellikle malign tiimorlere ilerlemez) ve pleksik (birkag¢ sinir demeti ve baglantilari
dahil) formlarindan olusmaktadir. Pleksus norofibromlar1 artma egilimindedir, bu da
onemli viicut deformitelerine, sinir sikismasina ve kemik hasarina ve ilgili
komplikasyonlara yol agabilir. Sik hiicre boliinmesinin sonucu, timor transformasyonu
ve 1yl huylu maligniteye ilerlemesi ve bu durumda benign periferik sinir kiliflarindan

Malign Periferik Sinir Kilif Tiimorlerinin (MPNST) olusumuna sebep olmaktadir.

2.4.1.5. Pleksiform norofibromlar (PNF)

Pleksiform norofibromlar, ¢oklu sinir fasikiiliinden kaynaklanan ve sinirin uzunlugu
boyunca biiyliyebilen neoplazilerdir (Hirbe ve ark, 2014; Nguyen ve ark, 2011).
PNF’lar daha derin dokulara infiltre edilip; deri ve kas disinda i¢ organlarada
yayilabilmekte. Bu yapilar sinirler iizerine basi yaparak norolojik endikasyonlar
olusturabilmektedir (Page ve ark, 2006). PNF’lar diger norofibromlardan farkli olarak
dogustan itibaren gelisip ancak yasamin ilk 4-5 yilinda fiziksel olarak
goriilebilmektedirler (Mautner ve ark, 2006). Yapilan caligmalar NF1 tim gen
delesyonu olan hastalarda MPNST geligsme riskinin daha kiigiik boyutlu mutasyonlara
gore daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur (Hirbe ve ark, 2014). Genis
norofibromlart olan vakalarda bag dokusu malignitesi gelisme riski diger valakalara
gore daha yiiksek olup ayrica NF1 hastalarinda PNF’lerin MPNST’e dontligme riski
oldugu tahmin edilmistir (Mautner ve ark, 2006) (Sekil 2.5).

Sekil 2.5. PNF (istanbul Tip Fakiiltesi, i¢ hastahklar1 ABD, Tibbi Genetik BD arsivinden).
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2.4.1.6. Nevus anemikus

Nevus anemikus yiizeyel dermiste kan damarlarinin katekolaminlere duyarliliginin
artmast sonucu olusmaktadir (Mountcastle ve ark, 1986; Greaves ve ark, 1970).
Genellikle asemptomatiktirler ve en sik govdede bulunurla (Sekil 1.6). 2 yasin altinda
olan NF1 hastalarda Nevus anemikus bulgusu daha az belirgin oldugundan, bu
bulgunun tani i¢in 6nemli bir deri bulgusu oldugu diisiiniilmektedir (North ve ark,

2009).

Sekil 2.6. Nevus anemikus (https://www.dermatologyadvisor.com/home/decision-support-
in-medicine/).

2.4.1.7. Jiivenil ksantograniilom (JXG)

Jivenil ksantogranilom NF1 hastalarinda goziikebilen, turuncu ve iyi smurh
papiilonodiiler lezyonlardir. Jiivenil ksantograniilom (JXG) viicudun tiim bolgelerinde
ortaya c¢ikabilir ancak bas ve boyun bolgesinde daha sik goriilmektedir (Chu ve ark,
2012). NF1 hastalarin yaklasik %18’inde yasamin ilk yillarinda bir veya ¢ok sayida
JXG gelisebilir (Ferrari ve ark, 2014). Yapilan arastirmalar JXG’u olan NFI
hastalarinda JMML (jiivenil miyelomonositik 16semi) gelisme riski daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Zvulunov ve ark, 1995). IMML gelisen ¢ocuk hastalarda anemi,
trombositopeni, 16kositoz, hepatosplenomegali ve lenfadenopati goriilme riski
yuksektir. JXG’un JMML ile olan iligkisinin etiyopatogenezi halen bilinmemektedir
(Paulus S ve ark, 2017) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Jiivenil ksantograniilom (https://www.aad.org/dw/dw-insights-and
inquiries/dermatopathology/neurofibromatosis-type-1-juvenile-
xanthogranuloma-and-leukemia-wasting-a-good-worry).

2.4.1.8. Glomus tiimorleri

Son zamanlarda NF1hastalarinda glomus cisimlerinden olusan tiimoérlerinin goriildiigii
bildirilmistir (Brems ve ark, 2009). Bu cisimler viicut 1sisin1 kontrol eden kii¢iik dermal
arteriyovendz anastomozlardir. Cogunlukla el ve ayaklarda tirnak yataginin altinda
bulunmaktadirlar (Sekil 2.8). Glomus tiimorleri her yasta goriilebilir ancak 20-40 yas
arasinda goriilme siklig1 daha yiiksektir. Glomus tiimorii genel olarak benign seyirli
olmakla birlikte birkag olguda malign transformasyon ayrica metastaz yaptigi

bildirilmistir (Watanabe ve ark, 1998).

Sekil 2.8. Glomus tiimorii(https://dermnetnz.org/topics/glomus-tumour/).


https://www.aad.org/dw/dw-insights-and
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2.4.2. Deri Dis1 Bulgular

2.4.2.1. Goz bulgulari

NF1’in tami kriterlerlerinden biri olan Lisch nodiilleri sari-kahve renkli ve 1-2 mm
capinda olan papiillerdir. Bu lezyonlar, irisin alt yarisinda yogunlasmakta olup, ¢ocuk
hastalarin %10'unda goriiliirken erigkin hastalarin %90°inda bulunmaktadir (Otsuka ve
ark, 2001; DeBellave ark, 2000) (Sekil 2.9). Yapilan ¢alismalarda Lisch nodiillerin
sayistyla hastaligin siddeti arasinda bir iligki olmadigi belirtilmistir. NF1 hastalarinda
diger goz bulgularindan olan konjenital ve kalitsal glokom, koroid anomalileri ve
etiyolojisi  bilinmeyen bilateral konjenital pitozis gibi anomaliler nadir olarak

rastlanmaktadir.

Sekil 2.9. Lisch nodiilleri (Abaloun Y ve ark, 2017).

2.4.2.2. Norolojik Bulgular

NF1 hastalarinda periferik ve merkezi sinir sistemi tutulumlar1 ve buna bagh
komplikasyonlar 6nemli morbidite ve mortaliteye sebep olabilmektedir (Korf ve ark,
2002). Gliomlar, merkezi sinir sisteminin herhangi bir lokasyonunda ortaya g¢ikabilir
ancak en ¢ok yerlestikleri yer optik yolak olarak bilinmektedir. Optik gliom genellikle 6
yas altinda ortaya ¢ikmakta ve hastalarin %5’inde basinca baglh gérme bozuklugu, optic

sinir atrofisi, erken puberteye yol acabilmektedir (Rosser ve ark, 2002).
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Optik yolak disindaki gliomlar, NF1 'li hastalarin %5'inde goriiliir ve en sik beyin sapi,
diensefalon ve serebellumda yerlesirimektedir.

Diger Norolojik Bulgular arasinda yer alan epilepsi, ¢ocuk ve yetiskin NF1 hastalarin
yaklasik %5'inde goriilmekte olup bu hastalarda epilepsiden kaynaklanan nobetler;
beyin travmasi, enfeksiyon yanisira temporal skleroz ve NF1 ile iligkil gliomlar gibi

cesitli nedenlerle olusmaktadir (Ferner ve ark, 2007).

Hafif mental retardasyon NF1 hastalarinin  %30-50’sinde saptanabilmektedir
(Thiagalingam ve ark, 2004).Yapilan arastirmalar, NF1 yakininda bulunan 13 geni
kapsayan biiylik delesyonlari olan hastalarda (NF1 mikrodelesyonlari) 6grenme gii¢liigii
ve sendromik olmayan mental ve motor fonksiyon bozukluklarinin ortaya ¢ikabilecegini
diisiindiirmektedir (Frayling ve ark, 2018; De raedt ve ark, 2003; Pinna ve ark, 2015;
Rojnueangnit ve ark, 2015; Pasmant ve ark, 2010; Upadhyaya ve ark, 2007).

MPNST nérolojik bulgularin arasinda yer alan, yiiksek dereceli bir yumusak doku
timoriidir ve subkutan norofibrom veya PNF’dan kaynaklandigi bildirilmistir. Bu
timorler tek basina norofibrom olmadan da gelisebilir ve NF1 hastalarinda 6nemli
morbidite ve mortaliteye sebep olabilen bulgulardan biri olarak degerlendirilmektedir
(Ferner ve ark, 20027).

2.4.2.3. Iskelet Sistemi Bulgular

Makrosefali ve skolyoz NF1 hastalarinda en sik goriilen iskelet anomalileri arasinda yer
almaktadir. Bunun yanisira bu hasta gurubunda orantili boy kisaligi goriilmektedir
(Ferner ve ark, 2007). Psodoartroz NF1’de konjenital olarak goriilen diger bir iskelet
anomalisidir ve bu anomali tibiada egrilmeye neden oala bilir. NF1'in diger iskelet
deformitelerinden biri de sfenoid kanat displazisidir. Bu bozukluk genellikle konjenital

ve bilateral olarak ortaya ¢ikmaktadir (White ve ark, 1986).

2.4.2.4. Kardiyovaskiiler Sistem Bulgular:

Norofibromin proteini vaskiiler endotel ve diiz kasta bulunmaktadir. Yapilan
aragtirmalar, NF1 gen mutasyonundan kaynaklan nd&rofibromin eksikliginin,
vaskiilopatiye sebep olabilecegini gostermektedir.

NF1'in kardiyovaskiiler bulgular1 arasinda konjenital kalp hastaligi, vaskiilopati ve

hipertansiyon yer almaktadir. NF1 hastalarinda koroner kalp hastalig1 popiilasyonun
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geneline gore daha siktir. Dolagim sisteminin isleyisinde, kan damarlarinin i¢ zarindaki
hiicrelerin asir1  ¢ogalmasindan kaynaklanan daralmalara ve bunun sonucunda
hipertansiyon, fel¢ veya koroner arter hastalifina yol agan bozukluklar NF1 gen
mutasyonlainin sonucunda ortaya ¢ikan en onemli bulgulardandir(Oderich ve ark,

2007).

2.4.2.5. Solunum Sistemi Bulgulari

NF1 hastalarinda siddetli skolyoz veya Pleksiform norofibromlarin gogiise basi
yaptigindan restriktif akciger hastali§i olusa bilmektedir. Ayrica akcigerler, malign
periferik sinir kilifi tiimorlerinin (MPSSKT) metastaz yaptigi en 6nemli organlardan
biridir.

2.4.2.6. Gastrointestinal Sistemi Bulgular1

Nérofibromatoz ile iliskili cesitli gastrointestinal system (GIS) maligniteleri
goriilebilmekte olup ve viicudun diger bolgeleri gibi norofibromlar ve malign periferik
sinir kilifi tiimérleri ile tutulabilir. Gastrointestinal stromal tiimérler (GIST), NF1
hastalarinin = %25'inde  bildirilmistir. GIST benign bir seyir izlemektedir ve
gastrointestinal kanamasi ve devaminda anemiye neden olabilmektedirler (Agaimy ve

ark, 2012).

2.4.3. NF1 ile liskili Tiimorler

NF1 gen mutasyonunu tasiyan bireylerde ¢ok sayida benign veya malign timor riski
artmaktadir. Bu hastalarda yasam boyu kanser gelisme riski genel popiilasyona goére 2,7
kat artmis olup bu risk 50 yas ve tistiinde kiimiilatif bir etki ile %20'ye yiikselmektedir
(Hirbe ve ark, 2014; Neumann ve ark, 2011; Upadhyaya ve ark, 2009; Mannelli ve
ark, 2007; Stewartve ark, 2007; Stewartve ark, 2007; Brems ve ark, 2007,
Niemeyer ve ark, 2006; Takazawa ve ark, 2005; Stiller ve ark, 1994; Yamazaki ve
ark, 1988). Asagidaki tabloda NF1 geninde olusan somatik mutasyonundan

kaynaklanan kanserler 6zetlenmistir (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2 NF1 ile iliskili benign ve malign tiimorlerde somatik mutasyonlar.

Timor tipi

Benign ve ya Malign (Iyi

Mutasyon tipi

huylu veya kétii huylu)
Kutan6z nérofibromlar Benign NE1
Timor yiiki yiiksek olan Benign NF1, TPS3, RB1
hastalarda (kutanéz
ndrofibromlar)
Pleksiform Benign/Malign Potansiyel
nérofibromlar NF1, TP53, RB1, CDKN2A
Spinal norofibromlar Benign NF1
MPNSTSs Malign RAS/MAPK yolagindaki somatik

ve/veya germline mutasyonlar
sonucunda

Evre IV astrositomlar
(glioblastoma multiforme)

Malign-Yiiksek Dereceli

% 50 EGFR aktivasyonu

Malign-Disiik Sinif

PTEN
Paragangliomalar ve . NF1
Feokromositomalar Malign .
Tirozin kinaz mutasyonu
(HIF) indiiksiyonu
TMEM127
Gastrointestinal Stromal Malign ICC (interstitial cells of Cajal)
Timorler hiicrelerinde NF haployetersizligi
5% PDGFRA
% 90-95 oraninda aktive edici
mutasyonlar (c-kit)
Glomus Timorleri Benign NF1
Gastrik Karsinoid Tiimorler Malign NF1, CTNNB1

JMML

Hematolojik malinite

RAS/MAPK yolagindaki somatik
ve/veya germline mutasyonlar
sonucunda

2.5. NF1 iliskili sendromlar

2.5.1. NF1 in degisken formlar

Neurofibromatozis hastaliginin, ailesel spinal Norofibromatozis (FSNF) ve segmental
NF1 (SNF1) olmak iizere bilinen iki varyant formu bildirilmistir. Bu sendromlarin yan1
sira Norofibromatozis tip 2 (NF2), ailesel Schwannomatoz ve Watson sendromu dahil

olmak iizere NF1'e benzer 6zelliklere sahip olan bir¢ok sendrom rapor edilmistir. Bu
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bozukluklar Tablo 2.3'de 6zetlenenmektedir. Biitiin bu hastaliklar i¢in altta yatan ortak

genetik temel aydinlatilmis olup, bu hastalik grubu RASopatiler olarak adlandirilmistir.

2.5.2. Rasopatiler

RASopatiler sinir sistemi, kardiyovaskiiler system ve cildi ilgilendiren, dismorfik yiiz
Ozelliklerine neden olan, ortak ve ayirt edici klinik 6zelliklerin belirli kombinasyonlarini
sergileyen bir grup hastaliktir. Bu hastalik grubundan sorumlu genlerin her biri RAS-
MAPK (mitojenlerle aktive olan protein kinazlar) sinyal yolaginin bir bilesenini kodlar.
RAS-MAPK yolagmin elemanlarmin olusturdugu RASproteinleri karmasik hiicre igi
sinyal agmin son derece merkezi iyeleridir. Bunlardan biri olan norofibromin hiicre
gelisiminde ve diizenlemesinde rolu olan, RasMAPK molekiiler sinyal yolaginin énemli
bir parcasidir. Bu bilgiler bu yolagin sadece onkogenezde 6nemli olmadigi ve ayni
zamanda biiylime, gelisme, bilissellik, bagisiklik sistemi ve vaskiiler gelisimde kilit rol
oynadigim1 gostermektedir (Denayer ve ark., 2008; Review by Bennett ve ark, 2009)
(Tablo 2.4). Rasopatilerin ve teshisi RasMAPK yolundaki genler arasindaki etkilesimler
ve yliksek diizeyde klinik ortiisme nedeniye zor olabilmektedir. Teshis sadece klinik
ozelliklere dayanamaz ve molekiiler karakterizasyon da esit derecede bu hastaliklarin
ayirimi igin gereklidir (Messiaenve ark, 2011; Erickson ve ark, 2010; Upadhyaya
ve ark, 2009; Li ve ark, 2009a; Cordeddu ve ark, 2009; Spurlockve ark, 2009;
Pasmantve ark, 2009; Hulsebos ve ark, 2007; Razzaqueve ark, 2007; Al-Rahawan
ve ark, 2007, Schubbertve ark, 2007; Navave ark, 2007; Roberts ve ark, 2007;
Kontaridis ve ark, 2006; Korf ve ark, 2005; Mazzanti ve ark, 2003; Legius ve ark,
2002; Rouleau ve ark, 1993; Tassabehji ve ark, 1993; Watson ve ark, 1967). Asagidaki
tabloda Rasopatiler; klinik bulguar ve iligkili genleri (Tablo 2.3) ve ardindan Ras yolagi
ile iligkili genler/ kromozomal lokasyonlar1 ve fonksiyonlar1 6zetlenmektedir (Tablo

2.4).

Tablo 2.3 Rasopatiler; klinik bulguar ve iliskili genler

Disorder Fenotip Etken Gen

Bu hastalikta NF1'in klinik 6zellikleri nadir
olarak bildirilmistir. FSNF hastalarinda
birden fazla bilateral spinal tiimdorler

Ailesel Spinal goriilmekte ve bazi hastalarda MPNST’e
Norofibromatozis (FSNF) yaygin olarak rastlanmaktadir. FSNF'de
farkli progenitdr hiicre tiplerinde
ndrofibrominin anormal ekspresyonuna
bagli olarak farkli klinik bulgular ortaya
¢ikmaktadir.

NF1 mutasyonlarinin spesifik
spektrumu: missense veya splice
bolge degisiklikleri olmaktadir.




Embriyogenez déneminin farklt
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Segmental NF1 (SNF)

Yaklasik ~% 0.0006 -% 0.0018 oranda
ortaya ¢ikmaktadir.
farkl: fenotipler ortaya gikar.
Periferik kanda NF1 mutasyonlari,
SNF1 hastalarinda nadir olarak

Genellikle hastalarin viicudunun dortte
birinde veya yarisinda ortaya cikar.

evrelerinde meydana gelen
postzigotik NF1 mutasyonlarinin
olusum zamanina bagli olarak

gozlenmistir.

Norofibromatozis Tip 2
(NF2)

Siklig1 25.000'de 1 olarak bilinmektedir.
Schwann hiicrelerinden olusan, genellikle

akustik sinirlerin vestibiiler dallarinda hem

NF2'nin ay1rt edici 6zelligi, yalnizca
iyi huylu olan Schwannomlardir. Hem

de cevresinde meydana gelebilirler.

Schwannomin 'i kodlayan NF2

geninin (110 kb),
mutasyonlar1 ile meydana
gelir.

Schwannomatosis

NF2'den ayirt etmesi zor bir
hastaliktir. Insidans. 30.000'de
yaklagik 1 olarak belirtilmitsir.
Schwannom vestibiiler sinirden

gelismemektedir.

IN/1/SMARCB1ve NF2 geninin

Tiimor baskilayict gen

somatik mutasyonlari ile
gerceklestigi gosterilmistir

Watson Sendromu

Klinik 6zellikleri hem NF1 hem de
Noonan sendromuna benzerlik gosterir.
Bu hastalikta CAL sayis1 diistiktiir.
Lisch nodiilii ve nérofibrom, kisa boy,
kognitif bozukluk ve pulmoner darlik
bu hastaligin belirtilerindendir ancak
diger NF1 komplikasyonlar1 bu
hastalikta goriilmemektedir.

NF1 mutasyonlari

Noonan Sendromu

Konjenital kalp hastalig, fasiyal dismorfizm,
kisa boy, iskelet defektleri, mental gerilik ve
hematolojik anormallikler bu hastalikta
gozlenir.

PTPN11, SOS1, RAF1, MEK1,
KRAS, NRAS, BRAF

SHOC2

Noonan benzeri sendrom (NS /
LAH)

Gevsek anagen sag

LEOPARD Sendromu

Lentijinler, elektrokardiyografik anormallikler,
okiiler hipertelorizm, pulmoner kapak darligt,
anormal genital organ, biiylime ve gelisme
geriligi ve sagirlik bu hastaligin
belirtilerindendir.

PTPN11, RAF1

Legius Sendromu

NF1 Benzeri Sendrom: cafe au lait makiiller,
aksiller ¢illenme, hafif norobilissel bozukluk
ve makrosefali goriilmektedir

SPRED1

Costello Sendromu

Makrosefali, cutis laxa, nazal ve
perioral papillomlar, derin palmar ve
plantar kirigikliklar, yaygin cilt
hiperpigmentasyonu ve tirnak
distrofileri goriilmektedir. Artmis
malignite riski vardir:
rabdomyosarkom, transisyonel hiicreli
karsinom ve noroblastom

HRAS, KRAS, BRAF, MEK1

Kraniyofasiyal dismorfoloji, ektodermal
anomaliler ve kardiyak defektler. Kaba yiiz,
konjenital kalp defekti, ektodermal anomaliler
(folikiiler ve palmar hiperkeratoz), kisa boy,

Kardiyo-facio- kutanéz Sendrom
mental retardasyon (orta - agir). NS ve

KRAS, BRAF, MEK1, MEK2, SOS1

Costello sendromuna benzerlik gosteren yiiz
ozellikleri.
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Tablo 2.4. Ras yolagi ile iliskili genler/ kromozomal lokasyonlar1 ve fonksiyonlari

Gen

Genin fonksiyonu

Kromozomal
lokalizasyonu

PTEN

Cift yonlii isleve sahip bir protein fosfatazdir (Tiimor baskilayici)
AKT / PKB sinyal yolunu negatif olarak diizenler.

10g23.3

PTPN11

Protein Tirozin Fosfataz.Hiicresel siirecleri diizenler: hiicre
bliylimesi, farklilagma, mitotik déngii ve onkogenik doniisiim gibi
mekanizmalarda yer almaktadir.

12424

SOS1

RAS (GEF) i¢in guanin niikleotid degisim faktoriidiir.
GTPyi GDP ye gevirerek Ras yolagin1 diizenler.

2p22-p21

BRAF

Serin / treonin protein kinazi. MAP kinaz / ERK sinyal
yolagini diizenler: hiicre boliinmesini, farklilagmayz,
sagkalimini etkiler.

7q34

RAF1/CRAF

MAP3K. Membranla iliskili GTPazlara dogrudan baglanir
ve ras ailesini negative yonde regule eder. Hiicre
béliinmesi, apoptoz, hiicre farklilagsmasi ve hiicre gogiinde
rol oynayan genlerin ifadesini kontrol eder.

3p25

HRAS

GTPase siiper ailesinin iiyesidir.
GTPase aktivitesini tetikler. GTP ve GDP'ye baglanarak
RAS Sinyal yolaginda islev gérmektedir.

11p15.5

KRAS

GTPase siiper ailesinin protein iiyesidir.
GTPase aktivitesini tetikler.
GTP ve GDP'ye baglanarak RAS Sinyal yolaginda islev
gormektedir.

12p12.1

MAP2K1/
MEK1

Ozgiin mitojenlerle aktiflestirilmis protein kinazlar
arasinda yer almaktadir. Hiicre boliinmesi, farklilagma,
transkripsiyonel diizenleme, hiicre gelisimi gibi siireclerde
igslev yapmaktadir.

15422.1-922.33

MAP2K?2/
MEK2

Ozgiin mitojenlerle aktiflestirilmis protein kinazlar
arasinda yer almaktadir.
Mitotik biiylime faktorii sinyal yolaginda kritik rold vardir.

19p13.3

SMARCB1

(timor baskilayict) kromatin yapilarinin {izerindeki baskiy1
hafifleterek transkripsiyonel faktorlerin hedeflerine daha
etkili bir sekilde ulagmasini saglar.

22q11

P/3Ky

pi3 / pi4-kinaz protein ailesinde yer almaktadir. Hiicre dis1

sinyallerin modiilatoriidiir: E-kaderin-aracili hiicre-hiicre

adhesyonu ile aktiflesmektedir. Epitelin yapisal ve islevsel
biitiinligiliniin korunmasinda rol oynamaktadir.

7922.3

SPRED1

Bu gen Ras/IMAPK yolaginda Ras'in negatif regiilatorii olarak
gorev almaktadir.

15q14

2.6. Mutasyon tespit teknikleri

NF1’de tumor olusumunun molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki mevcut bilgimiz halen

stnirlidir. Farkli hastalardan elde edilen tumor dokularinda saptanan germline ve

somatic mutasyonlarin karakterizasyonu, NF1 gen mutasyonunun tipi, dogast ve sikligi

hakkinda bilgiler saglamistir. Bu aragtirmalardan elde edilen veriler NF1'de ve NF1 ile

iligkili timorlerde etkilenen ilgili biyolojik yolaklarin tanimlanmasinda ve genotip-
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fenotip iliskilerini anlama ydniinde Onemli bir adimdir. Asagida, NF1 somatik ve
germline mutasyon analizi i¢in en sik kullanilan analiz ydntemlerinden (bizim

arastirmamiz dahilinde) bazilarina genel bir bakis yer almaktadir.

2.6.1. Coklu Ligasyona Bagh Prob Amplifikasyonu (MLPA) (Multiple Ligation -
dependent Probe Amplification)

MLPA, DNA ve RNA dizisinde olusan doz degisimlerini saptayabilenbir yontemdir. Bu
yontem multipleks PZR yoOntemine dayali bir teknik olarak belirtilmistir. MLPA
Teknigi ile nokta mutasyonlar1 ve dengeli translokasyonlar ayirt edilememektedir.
Ayrica bu yontemin hedefe yonelik olmasi ve daha az ¢6ziiniirliikte tarama yapilmasi bu
teknigi sinirlandirmaktadir (Bainbridge ve ark, 2011). Bir MLPA probu, hedef diziyle
birlesen iki oligoniikleotid dizisinden olusmaktadir. iki probun DNA bdlgesine
baglanmasi ayrica hibridizasyonun gerceklesmesi DNA da hedef dizinin olmasi
anlamma gelmektedir. Bu asamada probun iki kisminin arasinda fosfodiester bagi
olusur. Sonrasinda ligasyon islemi ile ile bu iki oligoniikleotid zinciri birleserek
reaksiyon gerceklesir. Ligasyonu tamamlanan iki oligoniikleotid zinciri prob multipleks
PZR ile ¢ogaltilmaktadir. Tek bir ¢ift PZR Primer ile hedef bolgeye hybridize olan
MLPA problar1 ¢ogaltilip ve amplikonlar elde edilir. Goriintiileme, ileri Primerdeki
floresan boyanin varligindan dolay1 kapilerel ektroforez sonrasi yapilabilir. Caligmada
her prob i¢in farkli boylarda olusan diziler, ayni test tiipiinde maksimum 50 farklh
hedefin ¢ogaltilmasini ve birbirinden ayrilmasini saglar. Bu yontemde, veri analizi
orneklerdeki hedef dizilerden elde edilen amplikonlaruin dozu karsilastirilarak

yapilmaktadir (Schouten veark, 2002).

2.6.2. array-CGH

Array CGH (a-CGH), karsilastirmali genom hibridizasyon analizlerini, microarray
teknolojisiyle birlestiren ve genomik dengesizlikleri DNA diizeyinde tanimlayan bir
teknikti.  NF1 geni ile ilgili Ilk olarak, Mantripragada ve arkadaslari, (2006)
17q11.2°de 2.24 Mb'lik bir bolgeyi kapsayan 183 prob igeren bir array gelistirmistir
(Mantripragada ve ark, 2006). Bu teknigin esas1 florsan boyali hasta ve farkli florsan
boyali olan kontrol DNAlarmin cam slyte lizerine immobilize olan bir DNA ile
hibridizasyonuna dayanmaktadir. Bdylelikle ¢ok sayida farkli genomic bolgelerde
insanlar arasinda varolan SNP ve CNV’ler karsilastirmali olarak incelenebilmistir. CNV

mutasyonlarr, hem klasik Mendel tipi hastaliklarda hemde kompleks hastaliklarda
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gozlenmektedir. Gen anlatimini diizenleyen bolgelerde yer alan CNV’ler gen dozajinin
ve anlatimiin olumsuz etkilenmesine neden olabilirken, genomun bazi bolgelerindeki
CNV’ler belirgin bir fenotipe yol agmayabilir. CNV’ler ¢ok sayida geni, bir genin
tamamin1 veya parcalarini, regulator elementleri igerebilir veya gen igermeyen
bolgelerde bulunabilir. Array-CGH NF1 geninde biiyiikk yeniden diizenlemelerin
saptanmasinda ayrica mikrodelesyon tiplerinin ayirt edilmesi i¢in 6énemli bir yontemdir.
array-CGH tekniginin ¢alismasinda, izole edilen test DNA Cy5 (Siyanin5), control
DNA Cy3 (Siyanin3) olmak tizere farkli renklerdeki florokrom boyalarla isaretlenir ve
isaretlenen tirlinler ayn1 anda slayt {izerine sabitlenmis problarla hybridize edilmektedir.
Hibridizasyon tamamlandikta non spesifik baglanmalar1 uzaklastirma amaglh yikama
asamasina gegilir. Islemin devaminda Array slaytlar tarayici cihazina taratilir ve tarama
isleminden elde edilen goriintiilerin analizi ¢esitli yazilim programlari ile gerceklestirilir

(http://www.agilent.com/genomics/protocolvideos).

2.6.3. SangerDizileme

1977 yilinda Maxam ve Gilbert’in kimyasal degradasyon ve ayni zamanda Sanger ile
ekibinin zincir sonlandirma yontemini kesfetmesiyle, DNA dizileme aragtirmalar1 hiz ve
onem kazanmigtir. Dizileme yonteminin, DNA dizilerinin ortaya ¢ikmasinin yani sira
nonsense, missense ve splice site gibi nokta mutasyonlarinin ve kiiclik insersiyonlar,
delesyonlar ve SNP'ler gibi ¢ok cesitli mutasyonlarinin tanimlanmasinda énemli bir rolii
vardir. NF1 geninin analizinde, dizileme yontemi tek basina %95'e kadar NF1 germline
ve somatik mutasyonlari tanimlamak icin yaygin olarak kullanilmistir (Sanger ve ark,
1977).

NF1 gibi biiyiik genler in dizilenmesinde en biiylik dezavantajlarindan biri, dizilemek
icin PZR'a bagh yontemler kullanarak kisa boyda dizilerin {iretilmesine dayali
olmasidir.

Sanger DNA dizileme yontemin esasi, dideoksiniikleotid (ddNTP) analoglar1 ile DNA
zincirin uzamasinin sonlandirilmas1 dayanmaktadir. Bu yontem gilinlimiizde altin
standart olarak Kabul edilmistir (Sanger ve ark, 1977). Primer uzama asamasinda,
normal niikleotidlererin (ANTP) eklenmesi ile yeni sentezlenen zincir elde edilir. Buna
ek ddNTPlerin yeni sentezlenen zincire eklenmesiyle, her basamaktas entezi sonlanan
fragmanlar elde edilir. Farkli uzunluktaki yeni sentezlenen ve sonlanan zincirler

(Floresan isaretli), Kapiller jel elektroforezinde dizi uzunluklarina (boyutlarina) gore
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ayrilir ve tasidiklar1 floresan sinyallerle olgiiliir. Sanger dizileme c¢alismasinda farkli
mikro plaklarin her bir kuyusuna konulan farkli 6rnekler in ayni zamanda dizileme
reakstyonuna girmesi ve elektroforetik ortamdan izlenerek dizilenmesi miimkiin
olmustur. Bu yontem kapiler sistemlerin kullanilmasi ve bilgisayar sistemine entegre

edilmesiyle ger¢ceklesmektedir.

2.6.4. Yeni Nesil Teknolojiler (Next Generation Technologies)
Yeni nesil dizileme teknolojilerinin, NF1 hastalig ile iligkili timorlerde, tiimorigenez
ve maligniteden sorumlu olan molekiiler mekanizmalar hakkinda 6nemli bilgiler

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

2.6.4.1. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil Dizileme yontemi, bir ornekten elde edilen DNA’nin milyonlarca
fragmaninin es zamanl olarak ve yiiksek sayida dizilenmesi esasina dayanir. Dizileme
teknolojileri, genel olarak kalip hazirlama, dizileme, goriintileme ve veri analizi
basamaklarindan olugsmaktadir. Kalip hazirlama asamasinda tek DNA molekiilii klonal
olarak c¢ogaltmaktadir. Tek DNA molekiilii ¢ogaltmak amaclh iki farkli yontem
kullanilabilmektedir (Fan ve ark, 2006).

Emiilsiyon PZR (Dressman ve ark, 2003) ve katifaz amplifikasyonu klonal olarak
cogaltilmis kaliplarin hazirlanmasinda kullanilan en yaygin yontemlerdir (Fedurco ve
ark, 2006).

EmPZR, dis1 yag ve i¢i PZR reaksiyonununun gercgeklestirdigi reaktif sivi ile dolu olan
mikroskopik boncuklarin her bir tanesinde tek tip bir Primerin varlifinda buna eslesen
kalip DNA’nin klonal bi¢imde ¢ogaltilmas: yontemidir. Kat1 faz amplifikasyon metodu
cam bir slayt iizerinde fragment veya komplementer kaliplardan elde edilen rastgel
birleserek dagilmis ve klonal olarak c¢ogaltilmis kiimelerin elde edilmesi timelin’e
dayalidir (Shendure ve ark, 2008).

Dizileme yontemlerinin geri doniisiimlii zincir sonlanmasi, ligasyon bazli, ve gergek
zamanli dizileme gibi gesitleri vardir (Metzker ve ark, 2010). Farkli platformlar hem
kalip hazirlama hem de dizileme asamasinda farkli yontemleri kullanmaktadir.

Yeni nesildizileme ile elde edilen veriler, kisa okuma uzunluklarina sahip olduklarindan
dolayi, ileri biyoinformatik araclarla bu kisa dizilerin referans genoma haritalanmasi ve
ardigik olarak siralanmasini gerektirmektedir. Kisa okuma uzunluklari (~400bg)

nedeniyle YND yontemleri tekrar dizilerinin, biiylik delesyon ve duplikasyonlarini net



26

olarak tesbit edemez. Ayrica dengeli translokasyonlarin kirik bolgelerin amplikon
smirlar iginde bulunmasi durumuna bagl olarak ayirt edilmesinde uygun bir metod
degildir (Goodwin ve ark, 2015).

YND ile elde edilen varyantlarin ¢oklugu ve o varyantlarin anlamlandirilmasindaki
zorluklar, ko-segregasyon analizleri, hedef bolgelerin motif veya GC baz igerigi
acisindan zengin olmasi gibi nedenlerden kaynakli, diisiik okuma alinan amplikonlarin

yeniden taranmasi gerektirmektedir.

2.6.4.2. YND Teknolojisindeki Yeni Gelismeler

YND, hedefe yonelik gen panelleri ile hastaliklarla iligkili bircok genin eszamanh
olarak dizilenmesini saglar, ayrica tim ekzom dizileme (TED), tim genom dizileme
(TGD), ve ekpresyon calismalar1 icin RNA dizilemesi ve metagenomik caligmalar gibi
cok cesitli klinik ve arastirma alanlarinda kullanilabilir. Genom dizileme, tiim genomun
biitiiniiyle dizilendigi, genomik bilginin en kapsamli halini arastirmay1 amaglar. Eksom
dizileme ise genin kodlayan ekzonlarim1 ve foksiyonel elementlerini hedefleyen bir
yontemdir (Majewski ve ark, 2011). Her bir yontem, sinirlarina ve iistiinliiklerine bagl

olarak farkli durumlarda tercih edilmektedir.

2.6.4.3. lon Torrent Platformu

lon Torrent platformu, Yeni nesil dizileme yontemlerinde en sik kullanan platform
lardan biridir. Ion Torrent platformunda Kiitliphane ve taslak hazirlama asamalari;
DNA'in multipleks Primer lerle amplikon temelli ¢ogaltilmasi, elde edilen fragman
uclarinin enzimatik olarak modifikasyonu (end repair) ve adaptorlerin baglanmasi,
adaptorbagl Kiitliiphane iirlinlerinin emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasindan olusmaktadir.
Uglarina adaptor bagli DNA fragmanlari, iizerlerinde adaptor dizilerin tamamlayici
bazlarindan olusan dizilerin kovalent olarak bagli bulundugu boncuklarla eslestirilir ve
icerisinde PZR i¢in gerekli reaktiflerin ve polimerazin bulundugu yag migelleri
olugturulurak her bir DNA fragman1 emPZR ile amplifiye edilir. Zenginlestirme
asamasinda amplifiye edilmis DNA fragmanlarini tagiyan boncuklar, yag pargaciklari,
reaktifler ve amplifikasyona katilmamis boncuklardan ayristirilir.

Ion Torrent Platformunda milyonlarca kuyucuga sahip c¢ip Tlizerinde dizileme
yapilmaktadir. Dizileme sirasinda amplikonlara dNTP baglandigi anda ortama salinan
H+ iyonlar ¢ipin altinda bulunan iyon sinyal alicis1 tarafindan algilanarak ham veriye

dontstiirilmektedir (Merriman ve ark, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirma Grubunun Qusturulmasi

Arastirma grubumuz, 1990-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi Capa Tip
Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Genetik Bilim Dali Poliklinigi'nde muayene
edilen ve onceden bildirilmis tani kriterleri dogrultusunda Norofibromatozis tipl tanisi
kesinlesmis ve ¢alismaya dahil olmay1 yazili onaylar ile kabul etmis 18 yas {istiinde
olan hastalardan olusmaktadir. Bu hasta grubunda, YND ile tim NF1 gen analizi,
Sanger analizi, MLPA ve array-CGH yontemleri uygulandi. Calismada hastaliga neden
olan mutasyonlarin saptanmast ve genotip/fenotip iliskilerinin ortaya konmasi
arastirildi.

Calismanin uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi
(30.06.2017, 825 say1). Calismaya alinan hastalarin ¢alisma konusunda bilgilendirmesi

ve onayinin alinmasindan sonra anamnez, pedigri ¢izimi ve fizik muayene yapildu.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hastlarin klinik Degerlendirmeleri

Calismaya alinan hastalarin anamnez ve fizik muayene bilgileri NF1 hastalarina ait
olusturulan forma gore degerlendirieldi ve kaydedildi (bununla ilgili bilgiler sayfa 158).
Pedigri ¢izimi en az ii¢ kusagi kapsayacak sekilde yapildi. Hasta fotograflari, diger
gerekli olan tetkikleri (ultrasonografi, MR, ekokardiyografi vd.) ve aboratuvar sonuglari

(endokrinolojik, vd.) dosyalarina eklendi.

3.2.2. Molekiiler Yontemler

3.2.2.1. DNA Eldesi

Bu asama hastalardan alinan 6 ml K3EDTA’ll periferik venoéz kan (stril)
numunelerinden yapildi. Izolasyon DNA Isolation Kit for Mammalian Blood,
Roche11796828001 KIT ile, firmanin uygun gordgii protokole dayanarak yapildi (Tablo
3.1).



Tablo 3.1 ROCHE Kit ile Dna izolasyonu.

1. Hibridizasyon firmi +70°C’ye ayarlanir.

2. Elution buffer +70°C’ye konur.

3. 1,5 mI’lik ependorf igerisine:

» 200 ul Kan

» 200 pl Buffer (2-Yesil Kapak)

» 40 ul Proteinaz K

4. Vortekslenerek, 10 dk+70°C’de bekletilir.

5. Uzerine 100 pl izopropanol eklenir ve iyice calkalanr.

6. Filtreli (spin column) tiipe aktarilir.

7. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

8. Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

9. Uzerine 500 ul 4a (Removel Buffer-Siyah Kapak) konur.

10. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

11. Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

12. Uzerine 500 pl 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur.

13. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

14. Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipii konur.

15. Uzerine 500 pl 4 (Washing Buffer-Mavi Kapak) konur.

16. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

17. Alt kisim atilir. Yeni toplama tiipi konur.

18. 14000 rpm’de 15 sn spin yapilir.

19. Toplama tiipleri atilir. Altlarina 1,5 ml’lik ependorf konur.

20. Spin column tiiplerde filtrenin tam ortasina gelecek sekilde 100 pl

Elution buffer eklenir.

1. 8000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

2. Filtreye takili DNA asagiya geger.

3. DNA elde edilmis olur.

28
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3.2.2.2. DNA Kalitesinin DegErlendrmesi, Seyreltmesi Ve Ol¢iimii

Hastalardan DNA izolasyonu yapildiktan sonra, elde edilen orneklerin Kkalitesi,
konsantrasyonu ng/uL, absorbasyon degeri ise (A260/280~1,80-1,89)
spektrofotometrede 6lgiildii (Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Kullanilacak olan
DNA konsantrasyonu YND teknigi i¢in 1,6-2 ng/ul olacak sekilde MmiliQ su ile
seyreltildi. Hedef konsantrasyona ulasan DNA’lar YND yonteminde kullnilmadan 6nce
Olciilmeye alindi. Seyreltilmis DNA’lar once kalibrasyon ol¢iimiine alindi. Bunun ig¢in
dsDNA HS Assay Kit‘te var olan standart 2 farkli 6rnek kullanilarak, kalibrasyon
Olctimii yapildi. Calismanin bu kisminda herbir standart 6rnek icin 199 pL. Qubit®
dsDNA HS Buffer ve 1 pL Qubit® dsDNA HS Reagent kullanilip, solsiyonu
kullanilacak hale geldi. 10 pL standart +190 uL hazirlanan soliisyonu karistirilarak 2
dakika inkiibe edildi (oda sicakliginda). Sonrasinda Qubit®3.0 Florometrede karigimdan
Olgiildii. Kalibrasyon olgtimii yapildiktan hemen sonra, her 1 6rnge aymi sekilde
hazirlanmis soliisyonu kullanilarak istenilen karisim (198 pL soliisyon+2uL seyreltilmis
olan DNA) calismaya hazir hale geldi. Olgiim 6ncesi karisimmmiz iki dakika oda
slcakligina birakildi. DNA’larin konsantrasyonu (1,6-2 ng/uL) aralikta oluncaya

kadarayni islem defalarca tekrar edildi.

3.2.2.3. YND Yontemi Ile NF1 Gen Analizi

YND tabanli NF1 gen ¢alismasi Ion Torrent PGM platformunda gergeklestirildi. 11k
basta OMIM, HGMD gibi profesyonel verytabanlarini kullanilarak, Neurofibromatozis
tipl Klinigl ile genotip-fenotip iliskisi kesin olan NF1 genihedef olarak segildi. NF1
geni: (17g11.2, NM_001042492.3). Bu genin NM_001042492.3 transkriptlerinin
kodlayan var olan ekzonik, 5-10 bazlik intron ve ekzon ve derin intronik sinirlari,
5’UTR, 3°’UTR bolgeleri dikkat edilerek arastirildi. Yeni nesil dizileme tabanli panel
gen ¢alismasi Ion Torrent PGM platformunda yapildi.

Primer Havuzlarinin Olusturulmasi

Hedef bolgenin tamamu igin, Ion Ampliseq sistesi kullanilarak (https://www.ampliseq)

0zglin Primer tasarimi yapildu.


https://www.ampliseq/
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Kiitiiphane Hazirlanmast

Bu amagla Life Technologies’in, Ion Ampliseq Library Kit 2.0 protokoliine uygun
seklde yapildi. Kiitiiphane iiriinleri, Ion Xpress Barcode Adapters Kit ile barkodlandi.
Daha sonra liriinlerin saflastirilma islemi % 70’lik etanol ve Agentcourt AMPure XP

reagent kullanilarak firma protocollerine uygun bir sekilde yapildu.

Hedef DNA Bolgelerinin Cogaltilma Islemleri
Bu bolgelerin ¢ogaltilmasi, iki degisik Primer havuzu kullanarak gergekletirildi.

Her 6rnek icin tabloda gosterildigi gibi iki degisik karisim hazirlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Farkh primer havuzu (2X) icin hazirlanan karisim.

Malzeme Miktar
5X lon Ampliseq HiFi Mix 4 ul
2X lon Ampliseq Primer Havuzu 10 pl

Polimeraz zincir reaksiyonuun gerg¢eklesmesi i¢cin Tablo 3.3°de gosterilen iki degisik
karisim hazirlanip kullanildi. Tabloda gosterildigi gibi 6rnek basina pool 1 ve pool 2
kosulu ile iki ayr1 (farkli) soliisyon hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3 Kiitiiphane PZR i¢in hazirlanan karisim.

2X Primer Havuzu i¢in Hazirlanan Miks 14 pl
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 ul
Total hacim 20 wl

MicroAmp® adhesive film kullanarak plate kapatilip daha sonra vortekslendi.
Vortekslendikten sonra kisa siireli santrifiij yaparak ornekler c¢oktiiriildii. Bu islem
tamamlandiktan sonra hedef bolge amplifikasyonu (PZR) Tablo 3.4’teki termal dongii

programina gore yapildi.
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Tablo 3.4 Hedef bolge amplifikasyonunda kullanilan termal dongii programi.

Basamak Adim Sicaklik Zaman
Bekleme Enzimi aktiflestirmek i¢in Denatiirasyon 99C 2dk
Déngii Baglanma ve Uzatma 99T 15sn
Bekleme - 60T 4dk
19 tekrar(amplikon sayt esas almarak 10C
Déngii sayist belirlenir) Tutma

Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Iki degisik primer havuzu kullanarak toplam final hacim 20 pL olacak Sekilde
Amplifiye edilmis her bir DNA 6rneklerinden 10’ar pL kullanildi. Final birlestirilmis
Amplifiye edilen tiriinlere 2 pL. FuPa Reagent eklenip MicroAmp® adhesive film ile
plate kapatildiktan sonar votekslendi. Vortekslendikten sonra kisa siireli santrifiij
yaparak Ornekler c¢oktiiriildi. Bu islem tamamlandiktan sonra Hedef bolge

amplifikasyonu (PZR) Tablo 3.5 teki termal dongii programina gére yapilda.

Tablo 3.5 PrimerDizilerinin Kismen Kesilme asamasinda kullamilan termal

dongiiprogramu.
Sicaklik Stire
50 C 10 dk
55 TC 10 dk
60 C 20 dk
10 C Bekleme (1 saate kadar)

Adaptorlerin Baglanmast Ve Ion Express TM Barcode Ile Barkodlanmst

Tablo 3.6’da gosterildigi gibi her barkod ve Ion P1 Adapterii, 1:4 orana gelmesi ve

seyreltilmek iizere su ile karistirildi (nukleazdan arindirilmis olan su kullanilmaly).
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Tablo 3.6 Barkod-adaptor karisimi.

Icerik Hacim
lon P1 Adapter 2l
lon XpressT'\/I Barcode X1 2ul
Nukleazdan armndirilmis su 4ul
Toplam hacim 8 ul

1. Seg¢ilmis barkod

Primer dizilerinin kismen kesilmesi i¢in yapilan islem sonrasinda elde edilen her 22 pL
‘lik tirlin icin, Tabloda gosterildigi miktarlarda Switch soliisyonu, barkod veadaptor
karisimi, DNA Ligaz eklendi (Tablo 3.7). Daha sonra plate MicroAmp® adhesive film
ile kapatilip sonrasinda vortexlendi. Vortex yaptiktan sonra damlaciklar1 toplamak
amacli yapilan ksa siireli santrifiij araciligi ile ¢oktiiriildii. Barkod adaptorlere yapilacak
olan ligasyon islemi Tablo 3.7°de gosterilen termal dongii programini kullanmak amagh

cihaza yerlestirildi.

Tablo 3.7 Barkod-adaptor ligasyon karisim ve termal dongii programi.

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4ul
Barkod-Adapt6r Karigimi 2ul
DNA ligaz 2ul
T . a1 30 ul
oplam Hacim (22 pl iiriin ile birlikte)

Sicaklik Siire
22C 30 dk
72C 10 dk
10C Bekleme (1 saate kadar)
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Barkodlanan Kiitiiphane iiriinlerinin ligasyon isleminden sonra enzimlerin ve DNA

materyalinin uzaklastirmasi i¢in saflastirilma agamasina gegildi.

Barkodlanmus Olan Kiitiiphane Uriinlerinin Purifikasyon Asamasi

Bu asama Agencourt® AMPue® XP Reagent ve %70’lik etanol kullanilarak yapildi.
Toplam final hacminin 1.5 kati olmak tlizere her bir 6rnege 45 pL Agencourt®
AMPure® XP Reagent eklendi. Daha sonra pipetleyerek karistirilip ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu asamada plate (O6rnekleri igeren) manyetik bir rafa
(DynaMagTM-96 Side Magnet) alindi. Manyetik raf {izerinde olan soliisyon
seffflasincaya kadar (~2 dakika) oda sicakliginda bekletilip veb dylece inkiibe edildi. 2
dakika bitince supernatant uzaklastirilip sonrasinda 6rneklere 150 pL hazirlanmig olan
% 70lik etanol karistirildi. Barkodlanmis amplikonlar1 igeren plate, manyetik 6zellikte
olan raf iizerinde iki yana hareket ettirildi. Bdylece iirliniin baglanmis oldugu manyetik
boncuklar etanol ile yikanip uzaklastirildi. Ardindan supernatant atildi. Bu islemi ikinci
defa igin tekrarladiktan sonra5 dk oda sicakliginda bekletildi ve bu sekilde alkol
tamamen uzaklastirilmis oldu. Bu islem bittikten sonra normalizasyon asamasi
Kiitliphane iiriinleri i¢in gerceklestirildi. Amplifiye edilmis Kiitliphaneler Qubit® 2.0

Fluorometer cihazinda o6lgiildii.

Saflastirima Asamsindan Sonraki Asamalar (Uriinlerinin Normalizasyonu, Olgiim
Ve Sulandirma Faktoriiniin Hesaplanmast

Olusan Kiitiiphanenin ¢ogaltilma ve Saflagtirmasi islemi Platinum® PZR SuperMix
High Fidelity ile yapildi. Ardindan Kiitiiphane Qubit® 2.0 Fluorometer cihazi ile 6lgiim
yapilip ve taslak reaksiyonu i¢in hazirliklar1 yapildi.

6l¢iimden sonra, Ion Template Kit kullanim1 i¢in sulandirmafaktoriiniin konsantrasyonu
~15-22 ng/mL olacak sekilde disiintildi. Daha sonra plate (Kiitiiphane igeren)
magnetten alind1 ve 50 pL Platinum® PZR Super Mix High Fidelity ve 2 pL Library
Amplification Primer Mix bead pelletlerin tiimiine eklendi. Ion Ampliseq TM
Kiitiiphanesi igeren plate MicroAmp® adhesive film ile kapatildi. Daha sonar kisa siireli
santrifiij yaparak ¢oktiiriildii. Daha sonra plate 2 dakika magnet iizerine alinip ve
bekletildi. 2 dk bittikten sonra ~50 pL e pelletten ayrilan slipernatan alinip ve
kullanilmamis bir plate i¢ine aktarildi. Daha sonra plat Termal dongii cihazina kondu

(Tablo 3.8).
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Tablo 3.8 Kiitiiphanenin amplifikasyonuda kullanilan termal dongii programi.

Evre Sicaklik Zaman
Tutma 98 0c 2 dk
5 Dongii 98 0C 15 sn
64 OC 1dk

Tutma 100C Tutma

Saflastirmasi Agencour® AMPure® XP Reagent ile iki asamada gergeklestirildi:
Ik Asama icin gercekleitirilen protocol:

.5X ornek hacmi olmak iizere 25 pL Agencourt® AMPure® XP Reagenti platin
kuyularina eklendi. Pipetaj yaparak DNA ile beadler suspense oldu. Plate daha sonra
MicroAmp® adhesive film kullanarak kapatildi. Kapatilan plate oda 1sisinda 4-5 dakika
inkubasyona birakildi. Platin igindeki soliisyon berraklasana dek magnet {izerine
birakildi. Bu siire¢ en az 5 dakika olmak iizere devam etti. Daha sonra Siipernatant
pelletten ayrildi. Bu agsamda her kuyuda olan supernatant kullanmamais olan platein tek
bir kuyusuna aktarildi. Yeni kuyadaki supernatant calismada kullanilmasi gereken

amplikonlar1 igermektedir.
ikinci Asama icin gergekleitirilen protocol:

protocolun birinci asamasinda elde edilen supernatanta 60 pl. Agencourt® AMPure®
XP Reagent eklenip ve bdylece drnek hacmi 1.2x olarak kayd edildi. 5-6 defa pipetaj
sonrasi DNA ile bead suspense edildi. Daha sonra MicroAmp® adhesive filmi
kullanarak plate kapatildi. Sonrasinda karigim 5 dakika oda sicakligina birakildi.
Platein i¢inde olan sollisyon berraklasana dek magnet iizerine alindi. Bu asmada
supernatant pelletten ayrilip, atildi. Sonrasinda amplikonlarin beadlere baglanarak
olusturduklart pellet saklandi. Bu asamada soliisyon berraklasana dek (az 3 dakika)
magnet tizerine konulup bekletldi. Siipernatan berraklastiktan sonra pelletten ayrip daha
sonra atildi. Islem sonucunda beadlere baglanmis olan amplikonlarm olusturdgu pellet

saklanir. 150 pL hazirlanmis olan %70’lik etanol tek tek kuyulara eklenip, plati magnet
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tizerinde kenarlara dogru hareket ettirerek magnet beadleri yikandi. Siipernatan pelletten
ayrilip ve atildi. Bu islem iki kez tekrarlandi. Dikkat edilmesi gereken nokta etanol
damlalariin tamaminin kuyulardan ayrilmasdir. Bu sebepten dolay1 beadler 5-6 dakika
magnet lizerinde asir1 kurutulmama sartiyla hava kurutmasina birakildi. Daha sonra
magnetten alinnan platein tizerine 50 pL e kadar LowTE eklendip ve MicroAmp®
adhesive film ile kapatilip kisa siireli santrifiij yapuldi. Bu asamada supernatant
istenilen amplikonlar1 igermektedir. Sonrasinda 2 dakika kadar Plate magnetin iizerine
konuldu. Bu asama bittikten sonra Qubit® 2.0 fluorometre ile Kiitliphane O6l¢iimii
yapildi. Aplifiye edilmis her kiitliphaneden 10uL e kadar Qubit® 2.0 Fluorometer ve
Qubit® dsDNA HSAssay Kit kullanilarak analiz edilir. Amplifiye edilmis kiitiiphane
genel olarak 300-1500 ng/mL yogunnuktadir. Amplikon yogunlugunu belirlemek igin:

a) Calisma i¢in sulandirma islemi, Qubit® dsDNA HS, Qubit® dsDNA HS Buffer
kullanilarak 1:200 oraninda gerceklestirildi.
b) Cogaltilmis Ion Ampliseq TM kiitiiphanesinden 10 puL e kadar alip, 190 pL
boyal1 reaktif ile karistirilip daha sonra 2 dk kadar inkiibe edildi.
¢) Inkubasyon sonrasi Qubit®2.0 Fluorometerde karisimin konsantrasyonu odlgiildiip

belirlendi.
d) sonrasinda 20 ile ¢arpilarak dilue edilmis kiitiiphanenin yogunlugu hesap edildi.

Islem otomatik olarak Qubit dl¢iim cihazinda hesaplandi. Ornek hacmi 10 pL olacak
sekil de girildi. Qubit dl¢iim cihazinda Calculate Stock Concentration secenegi bu islem
icin kullanilir. Dilue edilen amplicon (kiitiiphane) ~100 pM kadar belirlenip ve

amplikon birlestirme asamasi baglatildi (taslak hazirlama).
Taslak (Template) Hazirlanmast

Yogunluklar1 esit hale getirilmis Kiitiiphanelere emiilsiyon esasli PZR islemi yapildi.
Her bir amplikona tek bir beade baglanarak yag kiirecigi icerisinde klonal olarak

cogaltildi. Buislem icin Once taslak olusturma protokolii yapildi.
Emiilsiyon PZR

Yogunluklar1 esit diizeye gelmis Kiitiiphaneler asagidaki Tabloya gore dilue edildi
(Tablo 3.9).



Tablo 3.9 Kiitiiphane seyreltilmesi.
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lon
lon
AmpliSeq ™ gv?aNz? Ai?a?anﬁﬁﬂt lon Total RNA-Seq
plISeq AmpliSeq TM RNA | VEY3 AMPIIKO Kiitiiphanesi
DNA s . Kiittiphanesi
o . Kiitiiphanesi
Kiitiiphanesi
Kiitiiphane
Konsantrasyonu 100 pM 100 pM 100 pM 100 pM
Kiitiiphane hacmi 2L 4L 6.5 UL 5L
Niikleazdan
arindirilmig suyun
hacmi 23 uL 21 uL 18.5 puL. 20 uL
Amplifikasyon
soliisyonuna
eklenecek total 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL
seyreltilmis
kiitiiphane hacmi

2 uL Alman Kiitiiphane iriiniine niikleazdan arindirilmig su ekleyip final hacim 25

pL’ye tamamlandi. 12pM ’e dilue edilen Kiitiiphane iirlinlerine (amplikon) Tablo

3.10’da gosterildigi gibi Emiilsiyon PZR yapilmasi i¢in ¢6zelti hazirlandi.

Tablo 3.10 Hazirlanan emPZR cozeltisi.

Malzeme Hacim
lon PGM Template Hi-QTM View Reagent Mix 800 ul
lon PGM Template Hi-QTM View Enzyme Mix 50 pl

Niikleazdan armdirilmis su 25 ul
Seyreltilmis kiitiiphane 25l
Toplam hacim 900 pl

Hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi vortex yaparak karistirildi. Daha sonra, tizerine 100

pL Ton PGM Template Hi-QTM View Ion Sphere Particles eklenip ve boylece final

hacim 1000uL olarak kaydeldi. Yapilan cozelti vortexlendikten sonra karisimin Ion
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PGMO neTouchPlus Reaction Filter Assembly’e yiiklendi. Filtereleme sonrasinda 2
kez (850+850 pL olma kaydi ile) reaksiyon yagi konuldu. Daha sonra Ion OneTouch 2
cihazi kullanarak em PZR gerg¢eklestirildi.

Em PZR Uriinlerinin Zenginlestirme Asamasi

Emiilsiyon PZR islem bittikten sonra amplikon yiiklii partikiillerin ¢oktiiriilme amaci ile
10 dakika santrifiij yapildi. Bunun ardindan her iki tiip teki supernatant kisim
uzaklastirildi. Bu islem {irtiniin final hacmi 100uL olacak sekilde gergeklestirildi. Dipe
¢coOktiirtilmiis olan iiriinlerin istlerine 500 pL yikama soliisyonu olan IonOne Touch
ilave edildi. Pipetaj sonrasi her iki tlipten elde edilen {iriinler, yeni bir ependorf tiipte
birlestirildi. Bu asamada birlestitilmis triinler 2,5 dk santrifiij edildi. Sonrasinda
supernatant, renkli goriilen pelletten cekilip atildi. Bu islemden sonra oOncelikle

¢Ozeltiler hazirlanir.
Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanma Asamasi

Melt-Off ¢ozeltisi, 1M NaOH+Tween®Solution kullanarak yapildi. Cozeltinin son
konsantrasyonu; 125 mM NaOH+%0.1 Tween® 20deterjan+280 pL. Tween® Solution
+40pL 1M NaOH birletirilip 320 pL olarak hazirland:.

StreptavidinC1 Boncuklarinin Yikanma Asamasi

DynaBeads® MyOneTlvI Streptavidin C1 Beads karigimindan 13 pL almip tiipe

aktarildi. Ependorfta bulunan karigim, DynaMagTM-2 Magnet’ e alinip oda
sicakliginda 2 dakika bekletildi. Bu islemle boncuklar ependorf duvarina yapisti.

Ependorftaki supernatant dikkatlice almip dokiildii. Islemin devaminda ependorf’a 130

uL MyOneTNI Beads Wash Solution eklenditen sonar ependorf tekrardan manyetik

M Beads Wash

ozellikteki raftan kaldirildi. Rafin lizerinde pipetaj ile eklenen MyOneT
Solution karistirildi. Bu asamadaki yapilan islemler stok ¢ozeltiden Streptavidin C1
boncuklarinin armmasim1 sagladi.  Tiim hazirlanan ¢ozeltiler ve emPZR {iriinii,

Tablo3.11°deki gibi 8 Kuyulu levhaya yiiklendi. Yiikleme asamasinin devaminda

zenginlestirme islemi gergeklestirildi. Bunun igin IonOneTouchTNI ES cihazina

yerlestirildi. Zenginlestirme isleminden sonra olusan {iriin lizerine 10uL nétralizasyon



cozeltisi eklenip cihazakonulur.
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Tablo 3.11 Zenginlestirme asamasindaki yapilan islemler.

Kuyu Numarasi

Yiiklenen malzeme

Kuyu 1 Emiilsiyon PZR iiriinii (100 pl)
Kuyu 2 DynaBeads® MyOneT'VI Streptavidin C1
Beads (130 pl)

Kuyu 3 lon OneTouch ™™ Wash Solution (300 ul)
Kuyu 4 lon OneTouch ™™ Wash Solution (300 pl)
Kuyu 5 lon OneTouch T Wash Solution (300 pl)
Kuyu 6 Bos

Kuyu 7 Taze hazirlanmis melt-off ¢ozeltisi (300 pl)
Kuyu 8 Bos

Zenginlestirme reaksiyonu bitince {iriin ¢ipe yiiklendi.

Zenginlestirilmis Olan Uriinlerin Dizilenmesi

Dizileme islemi Ion PGM ™ Hi-QT'vI View Sequencing Kit ile yapildi. lon PGM

dizileme cihazina uygulaanan kalibrasyon ve yikama sonrasi zenginlestirilmis triinler

lon 318™ Chip v2’ye yiiklendi. Tablo 3.12°de gésterildigi sekilde Kit, barkod ve

analiz i¢in program ve ek program bilgileri olusturulup daha sonra dizileme baslatild:.

Tablo 3.12 Dizileme plani.

lon Reporter Version: 5.6
Ornek DNA
Hedef Teknigi AmpliSeq DNA

lon reporter is akisi

DSD_workflow v2

Kiitliphane hazirlanmasinda kullanilan kit

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

Template Kiti lon PGMTM Hi-QTM View OT2
Dizileme Kiti lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit
Cip Tipi lon 318 TM Chip v2

Barkod

lonXpress
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Referans Kiitiiphane Hg 19 (Homo sapiens)

Coverage analysis
Eklentiler FileExporter, RunTransfer,

variantCaller (germline_low_stringency)

proje NF1

veri Analizi

Bu agamada verilere ait BAM dosyalari, Torrent Server yazilimina aktarildi. Daha sonar
lonReporter *de analiz akis semasi, gerekli parametreler onerilen araliklarda tutularak,
olusturuldu. Calismada her hasta, bu akis semasina dayanarak analiz edildi. hastalarda
saptanan varyantlar bircok veritabanlarinda arastirndi. Fenotip ile uyumlu bulunan

variantlar hem hastada hemde ailede Sanger dizileme ile tarandi.

3.2.2.4. Sanger Dizileme Calismasi

Calismanin  Sanger dizileme boliimiinde hastalarda tesbit edilen varyantlarin
dogrulanmasi ve segregasyon calismalarinin yapilmasi amagh hedefe 6zgiin perimerler
tasarlanip sentezlendi. Ayrica bu calismanin YND béliimiinde kapsanmayan bolgeler

belirlenip ve bu yontemi uygulanarak incelendi.
Sanger Dizileme I¢in Primerlerin Tasarlanmasi

Sanger dizileme icin primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen 6nemli noktala; segilen
Primerlerde, dbSNP veri tabaninda daha onceden saptanmis SNP’lerin olmamasidir.
Ayrica bu bolgeler, tekrarlayan dizi icermemelidir. Primerin tasarlandigi bolgelerde
ileri, ger Primerlerin baglanma 1silar1 birbirlerine yakin olmamalidir. Primerlerin
icerdigi purin ve primidinler miimkiinse esit dagilimi ve boyut olarak 17 niikleotid’den
az ve 24 niikleotid’den fazla olmamasina dikkat edilmelidir. Tasarlanan primerlerin gen
bolgesinde beklenen varyantlari analiz edilmesine ve varyantlarin bulundugu bolgeleri
kapsamasina (dizi analizinde varyantin oldugu bélgeye en az ~30-50 bazin iyi
okunamayabilecegi géze alinmali) dikkat edildi. Ozgiinliik farkli veritabanlarinda test
edildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu reaksiyonlarim1 yapilmasi, PZR master miks (Thermo Scientific), ileri ve geri
Primerler (Thermo Scientific) 0,8 uM olacak sekilde kullanildi ayrica bu reaksiyon i¢in
gDNA 20-30 ng olacak Sekilde hazirlandi. Belirtilen reaksiyon karisimi bidistile su
kullanarak 25uL ye tamamlanip hazir hale geldi. PZR ¢alismasinda ayn1 anda, DNA
icermeyen ve  DNA’nin ¢alistifindan emin oldugumuz 6rneklerle birlikte calisilmasina

Ozen gosterildi. PZR programi tablodaki gibi uyguland: (Tablo 3.13).

Tablo 3.13 Hedef Bolgelerin Cogaltilmasinda Kullamlan Termal Dongii Programa.

Sicaklik Siire
95°C 4 dk
95°C 1 dk

Dongii (35 X) 64°C 0:30 sn
72°C 1 dk
72°C 5 dk
4°C ©

Islem devaminda PZR iirlinlerinden 5 pL ve iirliniin paralelinde 50 bg¢ lik merdiven
markdrii (Sigma), 8 pg/ml etidyum bromiir igeren %?2’lik agaroz (Sigma) jelde, 120
Voltda, 70 dk yiriitiiliip ayrilmast saglandi. Daha sonraa ultraviyole 151k altinda ayrilan

bantlarin goriintiisti alind1.
PZR Saflastirilma Asamasi

Elde edilen PZR fiiriinleri, dizianalizi yapilmadan once saflastirildi. Bu saflagtirma
enzimatik  yontemi  kullanarak  gerceklestirildi.  Saflastirmasi  Exonuclease-I
(Lot:00173016- Thermo Scientific) ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001- Roche)
enzimleri ile saglandi. Termal dongii cihazinda 37 °C 1s1da 30dak, 85°C de 15dak kadar

ve sonunda 4°C ye varincaya kadar bekletildi.
Dizi Analizi

Analiz ABI3500 otomatik elektroforez (Applied Biosystem) ve dizi analiz islemi

termal dongii cihazilarinda gerceklestirildi.
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Dizi PZR Reaksiyonu

Saflastirilmis PZR firtintiniin dizi PZR reaksiyonunun gerceklestirilmesi icin Big Dye
Buffer 5X tampon soliisyonu (gerekli kimyasallar1 igerir), Big Dye v3.1 (gerekli ddNTP
+ Ampli TagDNA polimeraz) kullanildi. Bu karisim iizerine dH20O ilave ederek final
hacmi 10 pL olup ve plate (plate—USA Scientific-800-522-8477) {izerine aktarildi.
Reksiyonun gergeklestirilmesi i¢in hazirlanan karisim, termal dongli cihazmna alind.
96°C 1s1da 10sn kadar, 50°C 1sida 5sn, 60°C 1sida 4 dk olacak sekilde 25 dongiide

yapildi. Sonrasinda 4°C 1s1ya diisen cihazdan iirtinler alindi.
Dizi PZR Reaksiyon Uriinlerinin Saflastirilma Asamast

Onceki islem bitince reaksiyonda kullanilmayan Primer ve kimyasallarmn arinmasi
amaciyla plateteki her iirtine 1uL %2’lik glikojen+1pL 3M sodium asetat +1pL 125mM
EDTA+25uL %100 etanol (soguk olma kosulu ile) ilave edildi. Ardindan plate seal ile
kapatilip ve oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. 15 dakikalik bekleme agamasi bittikten
sonra 3810 rpM hizda 45 dakikalik santrifiij edildi. Daha sonra platein tizerindeki
koruyucuyu alimip ters gevrilerek 1100 rpM hizda 30sn santrifiij yapildi. Santrifiij
bittikten sonra kuyucuklara %70’lik etanoldan 35uL ilave edildip kapatildiktan sonar
3460 rpM hizda 15 dakika kadar santrifiij edildi. Santrifiij bittikten sonra plateten
koruyucu alinip ters ¢evrilerek 1170 rpM hizda 60 sn kadar santrifiij edildi. Ardindan
kuyucuklara 10uL HiDi formamid eklendi. Ornekler denatiirasyon amagli 95 °C 1sida 5
dakika kadar sonrasinda 2 dk kadar buzda bekletildi. Sonrasinda saflastirilmis plate
yiiritme amact1 ile ABI3500 cihazina yerlestirildi. Islemden elde edilen FASTA dosyasi
bilgisayar ortaminda analiz edildi. Bunun i¢in ABI Sequencing Analysis v5.4 ve

SeqScape v.3.0 (34) programlari kullanildi.
Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Islemden elde edilen FASTA dosyas! bilgisayar ortaminda analiz edildi. Bunun i¢in
ABI Sequencing Analysis v5.4 SeqScape v.3.0 (34) programlar1 kullanildi. Analizden
once SeqScapev.3.0 programina referans dizi ve ardindan olgu dizisi yiiklenerek
karsilastirmali  bir  sekilde analize baslandi.  Cikan  variantlar NCBI+
SNP+ENSEMB+Gene SNP View+HGMD’ye gore programda isaretlenerek belirlenip,

arastirmanin sonuglari ile kiyaslandi.
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3.2.2.5. MLPA(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Calismamizda MLPA testi, SALSA® MLPA® Probemix P081-D1 (Lot D1-0617) NF1
mix1 & P082-C2 (Lot C2-0317) NF1 mix2 Kitleri ile uygulandi. MLPA Kkitlerinin NF1
tim gen (NM _000267.3) ile ilgili bolgelerde delesyon/duplikasyon arastirilmasi
gerceklestirildi.

MLPACalismast

Bu islem ortak bir PZR protocolii kullanarak DNA Engin (BIORAD)-T100 termal
dongii cihazinda yapildi. Islemin devaminda (Lize 500(GS500-250) size standard:

kullanarak, Kapiller elektroforez cihazinda fragman yiiriitiilmesi baslatildi.
MLPA Calismasinda Hibridizasyon Asamast

Denatiirasyon islemi yapilmadan, stok DNA’nin yogungu 30 ng/uL olana kadar
seyreltilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in DNA ~25 puLL TE tampon igerisinde ¢ozdiiriildi
sonrasinda gereken hacim olasturuldu. Islemin devaminda SALSA Probmiks ve SALSA
MLPA tampon, Prob Kitinden ¢ikartiip ve oda 1sisinda ¢oziilmeye birakildi.
Coziildiikten sonra tampon vortexlenerek karigtirildi vekisa santrifiij yaparak
coktiiriildi. Her bir 6rnek DNAnin {izerne Sul. DNA ¢ozeltisi eklendi. Bu agamada
98°C’de 5 dakika kadar termal déngii cihazinda denatiirasyon islemi yapildi. Once
farkli ornekler i¢in 1,5 pL MLPA tampon ve 1,5 pL prob olma kosuluyla karigim
hazirlandi. Daha sonra tiipler 25°C’de cihaz iizerinde beklerken ayni1 anda 3 puL yapilan
karisimdan eklendi. Dagitim islemi pipetaj yaparak ve iyice karistirarak gerceklestirildi.
Karigtirlldiktan sonra prob denatiirasyonu yapilip (95°C de 1 dakika) daha sonra
hibridizasyon isleminin saglanmasi amaci ile 37 °C de 16 saat, chazda bekletildi.

Hibridizasyon bittikten hemen sonar ligasyon asamasi baglatildi.
Ligasyon Asamast

Bu asamada once kimyasallarin hazirlanmasi1 gerekmektedir. Bu amagla dondurucuda
saklanan Ligasyon tampon A ve Ligasyon tampon B oda isisinda ¢ozidirildii.
Ardindan farkli 6rnekler i¢in karisim hazirlandi. Bu karisim 25 pl. dH20+3pL tampon
A+3pL tampon B+1pL Ligaz 65 enzimi kullanarak yapildi. Islemin bu asamasinda
Termal dongii cihazini 54°C’de ayarlayip ve o sicakliga gelene kadar farkl: tiiplere 32
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pL ligasyon karigsimi ilave edildi ve 15 dakika cihazda bekletildi. Bu asamadan ede

edilen tiriin 4°C de saklandi.
MLPA’de PZR Asamasi

Bu asama i¢in dondurucuda bekleyen SALSA PZR tamponu, FAM boyali olan
SALSA PZR Primeri ¢ikartilip ve ¢oziidiiriildii (PZR karisimi hazirlanirken, Primerler
floresan isaretli oldugundan 1s1ga maruz kalmamasina dikkat edildi). PZR agamasinin
gerceklestirilmesi i¢in 6nce her 6rnek i¢in ayr1 bir tiipe 7,5 uL dH20 +2 ul. SALSA
PZR Primeri ve 0,5uL. SALSA polimeraz enzimi ilave edilip ve iyice pipetaj yapilarak
homojen bir hale geldi. Hazirlanan bu karisimdan 10’ar pb  Ligasyon {iriinlerinin
tizerine ekleyip ve pipetaj ile karistirildi. 20°C’de bekleme asamasindaki termal
dongili cihazi, sonraki basamaga gecmesi amacl ayarlandi. Cihaz 95°C’de 30 saniye ,
60°C’de 30 saniye ,72°C’de 60 saniye , 72°C’de 20 dakika ve 4°C’de bekleme
asamalarinda 35  dongii olarak ayarlandi. 35 dongiiniin sonuna gelen ornekler
Kapiller elektroforez cihazina yiikletilip ve bdylece fragmanlarin yiiriitiilmesi

baslatildi.
Kapiller Elektroforez Cihazi Ile Fragmanlarin Yiiriitiilmesi

Bu asamada yiiriitiilecek her bir 6rnek i¢in 0.2 ul.  LIZ size standard (Liz-500,
Lot:0904226, Applied Biosystems) ve 9.5 uL.  formamid (Highly Deionized- HiDi)
karigimi hazirlanip ve Ornek basina 9,7 pL ilave edildi (herbir kuyu icine). Bu islem
Kapiller elektroforez cihazina uygun plate kullanarak (USA Scientific-800-522- 8477)
gerceklestirildi. Daha sonra eklenen karigimin iizerine olgu numaralarina gore 0,3 pL
PZR iirlinii, plate kuyularina aktarilip ve uygun septayla (AB Applied Biosystems-
182901S9R) kapatildi. Kapatilan plate, santrifiijjde (BIOSAN LMC300) 4000 rpM
de 2 dakika cevrilerek ¢oktiiriildii. Sonrasinda plate ABI3500 cihazina yerlestirilip
Kapiller elektroforez cihazinda fragmanlarmn yiiriitme islemi baglatildi. fsa formatindaki

ham veri Coffalyser.net (v.1400701.0000) programinda degerlendirildi.
Verilerin Analiz Asamast

veri analizi i¢in Kapiller elektroforez cihazindan fsa formatinda elde edilen fragman

lar Coffalyser.Net (MRC-Holland) programina tanitildi. Bu veri ler tanidildiktan sonra
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programa aktarildi. Bu programda gerekli olan analiz ayarlari, 6rnek tiirli, prob tiiri,
Kitin Lot numar as1 ve analiz tiirli, yapilip ve 6rnekler yiiklendi. Analiz agamasinda
referans Ornekler secilerek, dncesinde fragman analizi ve sonrasinda karsilastirmali
istatistiksel analiz gerceklestirildi. Analiz sonrasi pik degeri arastirildi ve daha sonra bar
grafikleri degerlendirilmesi yapildi. Islem sonucunda kopya sayisi degisiklikleri

arastirilarak tanimlandi.

3.2.2.6. array-CGH Calismasi

a-CGH, hasta ve referans DNA’nin isaretlenmesi, hibridizasyonu, yikama ve daha sonra

tarama ve analiz asamalarini igeren bir ¢aligmadir.
Hasta Ve Referans DNA’nin Isaretlenmesi ve Hibridizasyon Asamasi

Calismnin her o6rnek icin 500 ng DNA olacak sekilde gerceklestirildi. Kan
numunelerinden elde edilen DNA’larin konsantrasyonlari 500°e boliiniip, ¢ikan deger
nucleasedan armndirilmis su ile 20,2 pl’ye tamamlanarak, herbir hasta i¢in PZR
tiiplerine, konulur. Ayn1 zamanda control DNA’larindan 2,5 ng/uL alinip nucleasedan
arindirilmis su ile 20,2 pl’ye tamamlanarak, PZR tiiplerine, konulur. Daha sonra baska
bir ependorf tiipte, digestion mix karisimi  tablo 3.14’de  gosterildigi
konsantrasyonlarda hazirlanir. Hazirlanan  digestionmix’ten 5,8uL  hastalar ve
kontroller ic¢in hazirlanan tiiplere konulup elle yavasca karistirilip ve sonrasinda

santriflij edilir. Digestion mix i¢eren tiipler PZR cihazina konulur (Tablo 3.15).

Tablo 3.14 Her bir hasta icin hazirlanan Digestion mix karisimi.

Niicleazdan arindirilmis su 2 ul

10X Restriction Enzyme Buffer 2.6 ul
BSA 0.2 ul
Alu | 0.5ul
Rsa | 0.5 ul
Final hacim 5.8 ul
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Tablo 3.15 Digestion mix iceren tiiplere uygulanan PZR programi.

Sicakhik Siire
37°C 2 saat
65°C 20 dk
4°C hold

Islemin devaminda termal dongiiden ¢ikan tiipler hemen buza alinir. Sonrasinda hafifce

peer 3011 . 0 .
karistirilirp ve santrifiij edildikten sonra tekrar PZR cihazinda 95 C 4 dk’dan olusan bir
programa konulur. Cihazdan c¢ikan tiipler hemen buz kabina alinarak 5 dk buzda
bekletilir. Islem devaminda (buzun istiinde olma kosulu ile) PZR iirliniine 5 pL

Random Primer konulup yavasga karistirdiktan sonra santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi

950C 4dk’lik bir PZR programina taabi tutulur. Cihazdan ¢ikan tiipleri buz da 5dk
bekletip sonrasinda islem devam ediyor. Bu asamada Labelling mix hazirlanir (tablo
Tablo 3.16). Hazirlanan Labelling mix’ten tiim tiiplere 21 pL eklenir. Bir sonraki
asamada tiipler PZR cihazina konulur (Tablo 3.17).

Tablo 3.16 Her bir Cy3 (kontrol) i¢cin hazirlanan Labellin gmix karisim.

Niikleazdan armdirilmis su 2
5X Reaction Buffer 10 pl
10X dNTPs 5 ul
Cyanine 5-dUTP 3 u
Exo (-) Klenow 1 pl
Final hacim 21wl

Tablo 3.17 Her bir Cy5 (hasta) icin hazirlanan Labellin gmix karigimi.

Niikleazdan arindirilmis su 2 ul
5X Reaction Buffer 10 pl
10X dNTPs 5 ul
Cyanine 5-dUTP 3
Exo (-) Klenow 1wl
Final hacim 21 ul
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Tablo 3.18 Digestion mix iceren tiiplere uygulanan PZR programi.

Sicakhik Siire
37°C 2 saat
65°C 10 dk
4°C hold

PZR iirtinleri purifiye edilmek iizere filtreli tlipler aktaralip iizerine 430 uLL TE Buffer
eklenir. TE Buffer iceren tiipler 14.000 rcf ’de 10 dk santrifiij edilir. Sonrasinda
santrifiijden ¢ikan tiliplerin alt1 s1visi atilir ve ikinci kez piirifikasyon filtresine 480 pL
TE Buffer eklenir. Daha sonra ikinci kez ayni santrifiij programina tabi tutulur.
Program bitince li¢iincu kez i¢in yeni filter konulup ve filterleri ters bir sekilde kapatilir.
Daha sonra 1.000 rcf’de 1dk santrifiij edilir. Cikan {iriinler nanodropta mikro-array’e
Ozgiin segenekte, Olgiiliir. Tim Ornekler Cy3-Cy5 absorbsiyonlari ve yield degeri
hesaplandiktan sonra tek bir tlipte birlestirilir. Birlestirilen tiip distile su ile 39uL’ye
tamamlandiktan sonra her tiipiin igine 5 pL Cot-1DNA, 11 uL 10X aCGH Blocking
Agent ve 55 uL  2X HI-RPM Hybridizaiton Buffer yavsca karistirilip daha sonra

santrifiij edilir. Daha sonra tiim tiipler 33 dk olmak {izere 950C’de 3dk ve 370C’
sicaklikra 30dk lik PZR programina tabi tutulur. Orneklerin herbirisinden 100’er pL
chamber base’in igine uygun bir sekilde yerlestirilmis olan gasket'e yiiklenir. Daha
sonra SureHyb chamber cover, Sandwich-pair olusturan Mikroarray slayt ve gasket

slayte’in tizerine konulup sikica kapatilir. Daha sonra cihazin rotator rafina yerlestiririp

0
20 saat i¢cinde 67 C 1s1da ve 20 rpM ’de hibridizasyon un yapilmas1 tamamlanir.
Hibridizasyon Sonrast Yikama

Cihazidan c¢ikartilan ikili slayti ayrimak amagli Wash I soliisyonuna konulup ve Bdylece

microarray slayti oda 1sisinda 5dk kadar Wash I soliisyonununa konulur. Daha sonra

(0]
mikroarray slaytt Wash II soliisyonu konuldugu cihazada (cihaz 50 C’de 2,7 hizina
ayarlanmistir) 1dk bekletilip ¢ikartilir. Hemen sonra slayt 10sn beklemek {izere cihaza

onceden konlan asetonitrile’de bekletilip ¢ikartilir. Cikartilan slayt 30 sn olmak iizere
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oda 1s1sinda, ayni hiza ayarlanan cihaza konulup ¢ikartilir.
Slayt Tarama

Cikartilan slayt slayt tutucuya yerlestirilerek tarayiciya konulur ve bilgisayarda tarama

parameterlerini ayarlayarak islemi baslatilir.
Verlerin Analizi

Cihazdan elde edilen goriintii 6nceden ayarladigimiz dosyayaya aktarilir. Daha sonra
taramadan elde edilen goriinti Agilent Feature Extraction for CytoGenomics
programina yiiklenip ekstraksiyon iglemi baslatilir. Diger asamada CytoGenomics
programina hasta bilgileri girilir. Bu programda tiim kromozomlar, aragtirmanin kalite
diizey ve c¢ogu bilgi saglanir. Kromozomlarin farkli lokuslarindaki goriilen varyantlar

Pubmed, DECIPHER ve diger veritabanlara baglanarak arastirilir.
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4. BULGULAR

Bu arastirmada Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Tibbi Genetik Bilim Dali poliklinigine 1990-2018 yillar1 arasinda, basvuran, NIH
tan1 kriterlerine dayanarak Tip 1 Norofibromatozis tanisi konmus, 27 aileden klinik
olarak 47 etkilenmis oldugunu disiindiigiimiiz olgular degerlendirildi. Olgularin
erkek/disi oran1 1.6 (erkek:18, disi:29) idi. Calisma kapsaminda 27 ailenin indeks
olgularinda, Tip 1 Norofibromatozis i¢in tasarladigimiz hedefe yonelik yeni nesil
dizileme, MLPA ve array-CGH yontemleri ile dis merkez laburatuvar olanaklar
kullanilarak, NF1 gen analizleri yapildi ve 27 ailenin 39 klinik kesin tanili olgusunda,
22 farkli NF1 gen mutasyonu saptandi. Saptanan mutasyonlardan {i¢ii yanlis anlamli,
dordi kirpilma hatasi, besi anlamsiz, dokuzu kiigiik in/delve ticii ise NF1 geni ile
birlikte 23 geni iceren 1.4 MB’lik delesyon tipinde mutasyon idi. Bu mutasyonlardan
onbiri daha dnce tanimlanmis mutasyon, onbiri ise ilk kez bu ¢aligmada tanimlanan yeni

mutasyonlardi.



Tablo 4.1 Calisma grubunda degerlendirilen olgulardaki klinik bulgular.

Al-1I-  AL-llI-  A1-llI-  ALl-lll-  Al-lll-  Al- Al-1I-  Al-ll-  A2-11-  A2-llI- A3-lll-  A3-lI- A3-ll-  A3-lll-  A4-1l-  A4-lll-  A4-llI-
10 4 3 2 1 1-3 12 13 7 3 2 8 9 1 11 1 4
Basvurudaki yast 50 20 23 26 28 80 46 40 66 34 18 58 45 20 49 18 9
Yetistirilen cinsiyet E E K K E K E K E K K K E E E K K
Akraba evliligi + - - - - - + + - - - - - - - + +
Ailede etkilenmis olgu + + + + + + + + + + ? + + + + n +
BAS VE BOYUN
Kafa
Makroeksefali - - - - - - - - - - + - - - R + R
Sfenoid displazi - - - - - - - - - - - - - - - - -
Gozler
Lisch nodiilleri (iris
hamartomalart) - ? - - - - - - - + + - - - - - -
Glokom
{ICD10CM:H40.9,H40-
H42,H40} - - - - - - - - - - - - - - - - -
Hipertelorizm - - - - - - - - - - + - - - - - -
Arka kutupta hiperreflektif
koroid lekeleri - - - - - - - - - - - - - - R R R
KALP-DAMAR
Renal arter stenozu - - - - - - - - - - - - - - R R R
Hipertansiyon
{ICD9CM:401-
405.99,997.91} - - - - - - - - - - - - - - + - -
ISKELET Omurga
Skolyoz - - - - - - - - - - - - - - + - +
Spina bifida - - - - - - - - - - - - - - - - -
Uzuvlar
psodoartroz - - - - - - - - - - - - - - - - -
Uzun kemik korteksinde
incelme - - - - - - - - - - - - - - R R -
Yerel agir1 kemik biiyiimesi - - + - - - - - - - - - - - - - -
CILT, TIRNILAR & SAC
Norofibromlar + + + - - - - + + + - - - + - -
Pleksiform norofibrom - - - + - - - - - - + - - - + - -
Cafe-au-lait lekeleri + + + + + - - - - + + - - - + + +



Aksiller giller
Inguinal ¢illenme
NOROLOJIK
Merkezi sinir sistemi
Ogrenme giigliikleri (% 30)
Mental retardasyon, hafif (%
10)
Akuaduktal darlik
Hidrosefali
Neoplazi
Optik glioma
Meningioma
Hipotalamik tiimor
Norofibrosarkom
Rabdomiyosarkom
Duodenal karsinoid
Somatostatinoma
Paratiroid adenomu
Feokromasitoma
Pilositik astrositoma
Malign periferik sinir kilifi
tiimorleri
MSS de dahil olmak tizere
baska lokalizasyonlardagogul
tiimdrler

50
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A5- A5-V- A6- A6- A6-1lI-  A7-  A7-lII-  AT7-III-  A7-1lI-  A8-llI- A8- A9- A9- A10- A10- All-
V-8 1 V-3 V-4 3 -4 1 2 3 2 V-1 -3 V-1 11-3 -2 -4
Basvurudaki yast 44 18 27 25 49 41 11 9 6 39 7.5 29 5 44 13 66
Yetistirilen cinsiyet E K K K K E K K K K E K K E K K
Akraba evliligi + B + + + = - - - - - - - - - -
Ailede etkilenmis olgu + + + + + + + + + + + + + + 2 +
BAS VE BOYUN
Kafa
Makroeksefali - - - - + + - - - + - - - - - +
Sfenoid displazi - - - - - - - - - - - - - - - -
gozler
Lisch nodiilleri (iris hamartomalart) - - - - - + - + - ? - - - - +
Glokom {ICD10CM:H40.9,H40-
H42,H40} - - - - - - - - - - - - - - -
Hipertelorizm - - - - - - - - - - - - R R -
Arka kutupta hiperreflektif koroid
lekeleri - - - - - - - - - - - - - - -
KALP-DAMAR
Renal arter stenozu - - - - - - - - - - - - - R - -
Hipertansiyon {ICD9CM:401-
405.99,997.91} - - - - - - - - - - - - - - - +
ISKELET Omurga
Skolyoz + - - - + - - - - + - - - - - -
Spina bifida - - - - - - - - - - - - - - R -
Uzuvlar
psodoartroz - - - - - - - - - - - - - - - -
Uzun kemik korteksinde incelme - - - - - - - - - - - - - -
Yerel asir1 kemik biiytimesi - - - - - - - - - - - - - R R -
CILT, TIRNILAR & SAC

+
+
'

+
+
D
+
'

+
'

+

Norofibromlar +
Pleksiform ndrofibrom +
Cafe-au-lait lekeleri +
Aksiller ¢iller +
Inguinal ¢illenme - -
NOROLOJIK

Merkezi sinir sistemi
Ogrenme giigliikleri (% 30) + - - - - - - - - - - - - - - -
Mental retardasyon, hafif (% 10) - - - - - - - - - - - - - - R -

+
+ + + + +
+ + +
'
'
'
+ + 4
'
+ + +
'
+ o
'
+ + +



Akuaduktal darlik
Hidrosefali
Neoplazi
Optik glioma
Meningioma
Hipotalamik tiimor
Norofibrosarkom
Rabdomiyosarkom
Duodenal karsinoid
Somatostatinoma
Paratiroid adenomu
Feokromasitoma
Pilositik astrositoma
Malign periferik sinir kilifi timorleri

MSS de dahil olmak iizere bagka
lokalizasyonlardagogul tiimorler
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Al2- Al3- Al4- Al5- Al6- Al7-  A1l8- Al9- A20- A21- A22-  A23-lll-  A24- A25- A26- A27-
-1 11-8 11-3 11-4 -4 -5 1-4 -5 111-9 -2 -1 1 -4 111-6 -1 -3

Basvurudaki yasi 50 44 54 57 24 48 26 38 34 35 35 20 25 54 18 24
Yetistirilen cinsiyet E K K E K K K E K K E E K K k E
Akraba evliligi - - - - - - 3 - - + - ? - - - R
Ailede etkilenmis olgu - - + ? - + ? - + - - + - - - -
BAS VE BOYUN

Kafa
Makroeksefali - - - - - - - - - + - - - - - -
Sfenoid displazi - - - - - - - - - - - - - - - -
gozler
Lisch nodiilleri (iris hamartomalar) - - - + - - - - + + - - - - - -
Glokom {ICD10CM:H40.9,H40- - - - - - - - + - - - - - - - -
H42,H40}

Hipertelorizm - - - - - - - - - - - - - - - +
Arka kutupta hiperreflektif koroid - - - - - - - - - - - - - - - -
lekeleri
KALP-DAMAR
Renal arter stenozu - - - - - - - - - - - - - - - R
Hipertansiyon {ICD9CM:401- - - - - - - - - - - - - - - - +
405.99,997.91}

ISKELET Omurga -

Skolyoz - - - - + - - - + - - - - - - -
Spina bifida - - - - - - - - - - - - - - -
Uzuvlar

psodoartroz - - - - - - - - - - - - - - -

Uzun kemik korteksinde incelme - - - - - - - - - - - - - - R
Yerel asir1 kemik biiyiimesi - - - - - - - - - - - - - - R
CILT, TIRNILAR & SAC
Norofibromlar + + + + + + + + +
Pleksiform norofibrom - - - - + ?

Cafe-au-lait lekeleri - - +

Aksiller ¢iller - - + - + -
Inguinal gillenme - - +

NOROLOJIK

Merkezi sinir sistemi

Ogrenme giigliikleri (% 30) - - - - + - - - - - - - - - - -
Mental retardasyon, hafif (% 10) - - - - - - - - - - - - - - R

oo+ 4+
'

'

+ 4+ 4+ + +
+



Akuaduktal darlik

Hidrosefali

Neoplazi

Optik glioma

Meningioma

Hipotalamik timor
Norofibrosarkom
Rabdomiyosarkom

Duodenal karsinoid
Somatostatinoma

Paratiroid adenomu
Feokromasitoma

Pilositik astrositoma

Malign periferik sinir kilifi timorleri
MSS de dahil olmak tizere baska
lokalizasyonlardagogul timorler
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Tablo 4.2 Calisma grubunda degerlendirilen olgulardaki molekiiler bulgular.

Gen
Referans
Transkipt
Ekzon
Zigozite
Niikleotid

Protein
MLPA

P081-D1(lot
D1-0617) NF1
P082-C2 (lot
C2-0317 ) NF1

Gen
Referans

Transkipt

Ekzon

Al-11-10

NF1

NM_000267

37

Het.
€.5294C>A

p.serl765*

A3-111-2

NF1

NM_001042492.
2

Al-ll1-1
NF1
NM_000267

37

Het.

€.5294C>A

p.serl765*

A3-111-1

NF1

NM_001042492.
2

Al-1l1-2

NF1

NM_000267

37

Het.
€.5294C>A

p.serl765*

A3-11-8

NF1

NM_001042492.
2

Al-111-3

NF1

NM_000267

37

Het.
¢.5294C>A

p.serl765*

A3-11-9

NF1

NM_001042492.
2

Al-111-4
NF1
NM_000267
37
Het.
€.5294C>A
p.serl765*
A4-11-11
NF1

NM_001042492.
2
21

Al-1l-12

NF1

NM_000267
37

Ad-111-1

NF1

NM_00104249
22
21

Al-11-13

NF1

NM_000267
37

A5-V-1

NF1

NM_001042492.
2
Intron 11

Al-1-3

NF1

NM_000267
37

A5-1V-8

NF1

NM_00104249
2.2
intron 11

A2-111-3

NF1

NM_001042492.2

intron 34

Het.
C.4662-2 A>C

Ab6-IV-4

NF1

NM_001042492.2

52

55

A2-11-7

NF1
NM_001042492.2
intron 34

Het.
C.4662-2 A>C

A6-1V-3

NF1

NM_001042492.2

52



Zigozite

Niikleotid

Protein

MLPA

P081-D1(lot
D1-0617) NF1

P082-C2 (lot
C2-0317 ) NF1

Gen
Referans

Transkipt
Ekzon

Zigozite
Niikleotid

Protein

MLPA

DEL

DEL

A6-111-3

NF1

NM_001042492.
2

52
Het.

€.7684_7685delA
G

p.R2562Dfs*12

AT7-11-4

NF1

NM_001042492.
2

37
Het.
.4931_4931delT

P.Prol646Leufs*
31

AT7-111-1

NF1

NM_001042492.
2

37
Het.
€.4931_4931delT

P.Prol646Leufs*
31

AT7-111-2

NF1

NM_001042492.

2

Het.

€.2799_2800insT

P.Asn935*

AT7-111-3

NF1

NM_001042492.
2

37
Het.
€.4931_4931delT

P.Prol646Leufs*
31

Het.

€.2799_2800ins
T

P.Asn935*

A8-111-2

NF1

NM_00104249
22

26
Het.

€.3456_3459
delACTC

p.Leul153MET
fs*4

Het.

€.1260+1G>A

A8-IV-1

NF1

NM_001042492.

2

Het.

€.1260+1G>A

A9-111-3

NF1

NM_00104249
2.2

14

Het.
€.1555C>T

P.GIn519*

Het.

€.7684_7685del AG

p.Arg2562Aspfs*1
2

A9-IV-1

NF1
NM_001042492.2

14
Het.
€.1555C>T

P.GIn519*

56

Het.
€.7684_7685delAG

p.Arg2562Aspfs*1
2

A10-11-3

NF1
NM_001042492.2

mozaik?



P081-D1(lot -
D1-0617) NF1
P082-C2 (lot -
C2-0317 ) NF1

A10-111-2
Gen NF1
Referans NM_000267
Transkipt
Ekzon
Zigozite Het.
Niikleotid €.2033dupc
Protein p.ile679aspfs*21
MLPA
P081-D1(lot -
D1-0617) NF1
P082-C2 (lot -

C2-0317 ) NF1

A20-111-9

All-111-4

NF1

NM_001042492.

2

DEL.

DEL.

A21-111-2

Al12-111-1

NF1

NM_001042492.

2

A22-111-1

Al13-11-8
NF1
NM_000267
54

Het.
¢.8007C>G
p.Tyr2669*
A23-111-1

Al4-11-3

NF1

NM_001042492.
2

Het.

C.564delA

P.Lys189Asnfs*2

A24-111-4

Al15-11-4

NF1

NM_00104249
2.2

Het.

C.746T>C

P.Leu249Pro

A25-111-6

Al6-111-4

NF1

NM_001042492.

2

31
Het.

c.4168C>T

p.leu1390phe

A26-111-1

Al17-111-5

NF1

NM_00104249
2.3

16

Het.
¢.1756_1759
delACTA
P.Thr586valfs
*18

A27-111-3

Al18-111-4

NF1

NM_001042492.4

46

Het.

€.6862 dellT

P.ser2288Argfs*10

57

A19-111-5

NF1
NM_001042492.2

DEL

DEL



Gen
Referans

Transkipt

Ekzon
Zigozite

Niikleotid

Protein

MLPA
P081-D1(lot
D1-0617) NF1
P082-C2 (lot
C2-0317) NF1

NF1

NM_001042492.
2

37
Het.

¢.5312_5313insC

P.Leul772Profs*
4

NF1

NM_001042492.
2

32
Het.

c.4277A>G

p.GIn1426Arg

NF1

NM_001042492.

2

Intron 22
Het.

€.2991-1G>A

NF1

NM_001042492.
2

34
Het.

€.4486_4487delA
A

P.Lys1496Asnfs*
12

NF1

NM_001042492.

2

int18
Het.

€.2252-1G>A

NF1

NM_00104249
2.2

Het.

¢.910C>T

P.Arg304*

NF1

NM_001042492.

2

NF1

NM_00104249
2.2

Het.

c.407delA

P.Asn136Phef
s*19

58



4.1. Aile (NF1-1):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1’de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak (I111-3)’te multipl eksositoz goriilmektedir.

4.1.1. Aile (NF1-1):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.1, 11-10) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM 000267;
NP_000258) ¢.5294C>A (p.serl765*) [hgl9] heterozigot varyant saptandi. Saptanan
variant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogruland: ve aile segregasyon
analizi yapildi (sekil 4.2). Saptanan bu varyant daha once nérofibromatozis’de anlamsiz

bir varyant olarak bildirilmistir (Cassiman ve ark, 2017)

13 20 30 an

Uzak akraba + IJ__l Iﬁ (g
e GI; (=] ( =]
1-5m 6-81 100 116 128 3@ 140
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Sekil 4.1. Aile (NF1-1). Aile + agaci, Molekiiler analiz yapilan olgular, indeks (III-
2)’ye ait goriintiiler, Indeks (I1I-5)’e ait rontgen goriintiileri.

chri7 B chr17:29,654,585-29,654,625 Go Ff <« » @ [ = ¥ 3 =N

p13.2 [ES p12 Pi1.2 plia

29,654,590 bp. 29,654,600 bp. 29,654,610 bp 29,654,620 by
I L
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Sekil 4.2. Aile (NF1-1). indeks(II-10)’a ait YND ile saptanan varyasyon (NF1: c.5294C>A)
IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii ve sanger dizileme ile konfirmasyonu,
aile segregasyon analizi; (11-10), (111-1), (111-2), (111-3) ve (I11-4)’e ait elektroferogram.

4.2. Aile (NF1-2)
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1’de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (I11-3)’te meme ve akciger kanseri tesbit

edilmistir.
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4.2.1. Aile (NF1-2) :
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.3, 111-3) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492;
NP_001035957) C.4662-2 A>C [hgl9] heterozigot varyasyonu saptandi. Saptanan
varyasyonu Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi ve aile
segregasyon analizi yapildi. Saptanan bu varyant daha once norofibromatozis’de

kirpilma hatasina yol acan bir varyant olarak bildirilmistir (Sabbagh ve ark, 2013).
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Sekil 4.3. Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.3. Aile (NF1-3):

Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki klinik bulgulara ek olarak indeks (111-2)’de hafif mikrognati, bilateral kubitus
valgus, dirsekte ve metakarpofalangeal (MKF) ve dizlerde hiperekstansibilite ve genu
recurvatum anomalileri tesbit edilmistir. Bu hastada korpus kallozumun spleniumu
(KKS) goriilmekte olup ayrica hamartom ve sinirde serebellar tonsillerin ektopisi

goriilmektedir. Diger bulgulara ek olarak hastada hipotiroidi ve tiroidit dykiisii vardi.

4.3.1. Aile (NF1-3):
Molekiiler Bulgular

Indekste (sekil 4.4, 111-2) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP_001035957.1) ([hg19] herhangi bir varyant saptanmadi. Ancak MLPA analizinde
NF1 geninde heterozigot tim gen delesyonu gosterildi (Sekil 4.5). Segregasyon
analizinde anne ve babada delesyon saptanmadi. NF1 tiim gen delesyonu literatiirde

bildirilmis olup olguda saptanan degisim klinik ile uyumlu olarak degerlendirildi. NF1
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tim gen delesyonu olgularinin bir kisminda NF1’i i¢ceren mikrodelesyon sendromlari
bildirildiginden olguda array-CGH analizi yapildi. (A3-111-2)’de bu amach yapilan
array-CGH calismasinda arrf{GRCh37]17q11.2(28941066 30367214)x1 baz cifleri
arasindaCRLF3, ATADS, TEFM, ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2B, EVI2A, RAB11
FIP4, MIR193A, SUZ12, LRRC37B, LOC107133515, SH3GL1P2, SUZ12P1, DPRXP4,
LOC107984974, LOC646030, MIR4733, MIR4724, MIR4725, MIR365B, COPRS, UTP
6 Genlerini iceren 1.426,149 kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptdiandi. Hastada
saptanan bu mikrodelesyon sendromu, klinik bulgulari dogruladi, ayrica literatiir
bilgileri ile uyumlu bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.4. Aile (NF1-3). Aile agaci, + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.5. Aile (NF1-3), Indeks (l11-2)’de YND ile herhangi bir varyant saptanmadi, IGV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii. indekse ait MLPA (P081 D1 ve P082 C2
problari ile hetrozigot tiim gen delesyonu sonugu) analiz goriintiisii. Olgu 111-2’ye ait
17. Kromozomdaki delesyon gosteren a-CGH goriintiisii.

4.4. Aile (NF1-4):

Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedit. Bu

ailede (I11-1)’de tablodaki Klinik bulgulara ek olarak temporal baskinlik, sol zigome

tizerinde olan ameliyat izi, periorbital siskinlik sol pitozis, fasyal asimetri, eksik ve

cliriik dis ve dar yiiksek damak anomalileri goriilmektedir.
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4.4.1. Aile (NF1-4):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.6, 11-11) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP_001035957.1) ¢.2799_2800insT (P.N935*) [hg19] hetrozigot varyasyon saptandi.
Saptanan mutasyonSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulanip aile
segregasyon analizi yapildi (sekil 4.7). Saptanan bu varyant ilk kez bu olguda

gosterilmis olup ve daha once literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 4.6. Aile (NF1-4) . Aile agaci. + molekiiler analiz yapilan olgular, olgu (11-11) ve
(111-1) ve (I11-4) ‘e ait goriintiiler.
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Sekil 4.7. Aile (NF1-4). Indeks (llI-11)’e ait YND ile saptanan varyasyonun (NF1I:
€.2799_2800insT) IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii, Sanger dizileme ile
konfirmasyonu, aile segregasyon analizi ve (I11-1)’e ait elektroferogram goriintiisi.

4.5. Aile (NF1-5):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir. Bu

ailede tablodaki klinik bulgulara ek olarak (IV-3)’te ventrikiillomegali, ayrica olgu (IV-
8)’ de C5-T1 aras1 vertebral fiizyon (opere) goriilmektedir.

4.5.1. Aile (NF1-5):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.8, V-1) yeni nesil dizileme paneli ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ¢.1260+1G>A[hg19] hetrozigot variant saptandi.
Saptanan varyasyonSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulanip ve aile

segregasyon analizi yapildi (sekil 4.9). Saptanan bu degisim daha oOnce
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norofibromatozis’de kirpilma hatasina yol agan bir varyosyon olarak bildirilmistir

(Xiong ve ark, 2015; Maertens ve ark, 2006; Eisenbarth ve ark, 2000).

Sekil 4.8. Aile (NF1-5). Aile agaci. molekiiler analiz yapilan olgular. Olgu (IV-8) ve (V-1)’ e
ait gorilintiiler.
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Sekil 4.9. Aile (NF1-5). indeks (V-1)’e ait YND ile saptanan varyasyon (NF1: ¢.1260+1G>A)
IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii ve Sanger dizileme ile konfirmasyonu,
aile segregasyon analizi; (IV-8)’ye ait ait elektroferogram goriintiisii.

4.6. Aile (NF1-6):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4-1 de gosterilmektedir.

4.6.1. Aile (NF1-6):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.10, 1V-4) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) c.7684_7685delAG (p.R2562Dfs*12) [hgl9]
heterozigot varyasyonu saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda
heterozigot olarak dogrulanip aile segregasyon analizi yapildi (sekil 4.11). Saptanan bu

degisim daha 6nce N1 geni52.ekzonunda, ¢erceve kaymasma yol agan heterozigot
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€.7684_7685delAG (p.R2562Dfs*12) bir varyant olarak bildirilmistir. Olguda saptanan
bu varyant klinikle uyumluluk géstermektedir (Xu ve ark, 2014).
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Sekil 4.10. Aile (NF1-6) . Aile + agaci. Molekiiler analiz yapilan olgular.
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NF1; c.7684_7685delAG (p.R2562Dfs*12)

Sekil 4.11. Aile (NF1-6). Indeks IV-4’e ait YND ile saptanan varyantin(NF1:
c.7684 7685delAG) IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii ve Sanger
dizileme ile konfirmasyonu, ailesegregasyon analizi; (IV-3) ve (lll -3)’e ait
elektroferogram goriintiisii.

4.7. Aile (NF1-7):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedit.
Tablodaki bulgulara ek olarak (111 -1) ve (Il -3)’te beyin ve beyincikte norofibromlar

goriilmektedir.

4.7.1. Aile (NF1-7):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.12, 11-4) yeni nesil dizileme yontemi ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) .4931_4931delT (P.P1646Lfs*31) [hgl9]
hetrozigot mutasyon saptandi. Saptanan varyant Sanger dizileme ile olguda heterozigot
olarak dogrulanip aile segregasyon analizi yapild1 (sekil 4.13). Saptanan bu variant ilk

kez bu olguda gosterilmistir ve daha dnce literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 4.12. Aile (NF1-7). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular. Olgu (11-4)’e ait

goruntu
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Sekil 4.13. Aile (NF1-7). Indeks II-4’e ait YND ile saptanan varyasyon (NFI:
¢.4931 4931delT) IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii ve Sanger dizileme
ile konfirmasyonu, aile segregasyon analizi; (111-1) ve (111-3)’e ait elektroferogram
goruntust.
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4.8. Aile (NF1-8):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4-1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (111-2)’de lipid depo miyopatisigoriilmektedir.

4.8.1. Aile (NF1-8):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.14, 111-2) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_000267;
NP_000258.1) ¢.3456_3459 delACTC (p. Leull53METfs*4) [hgl9] hetrozigot
varyanti saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak
dogrulanip aile segregasyon analizi yapildi. Saptanan bu degisim ilk kez bu olguda

saptanmis olup daha Once literatiirde bildirilmemistir.

Sekil 4.14. Aile (NF1-8).Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.9. Aile (NF1-9):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.

4.9.1. Aile (NF1-9):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (sekil 4.15, 111-3) vyeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ¢.1555C>T (P.Q519*)[hg19] heterozigotvaryant
saptand1. Saptanan variant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulanip aile
segregasyon analizi yapildi (Sekil 4.16). Saptanan bu varyant daha O&nce



norofibromatozis’de anlamsiz bir mutasyon olarak bildirilmis olup ve klinik

uyumluluk gostermektedir (Momozawa ve ark, 2018).
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Sekil 4.15. Aile (NF1-9). Aile agaci. + molekiiler analiz yapilan olgular.
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ile

Sekil 4.16. Aile (NF1-9). Indeks I1I-3’¢ ait YND ile saptanan varyantin (NF1: ¢.1555C>T) IGV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii ve Sanger dizileme ile konfirmasyonu, aile

segregasyon analizi; (IV-1)’e ait elektroferogram goriintiisi.
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4.10. Aile (NF1-10):
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak (I1-3)’te yiiksek damak, hafif belirgin/6ne doniik ve up

lifted kulaklar ve helikslerde diizlesme anomalileri goriilmektedir.

4.10.1. Aile (NF1-10):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.17, 1I-3) yeni nesil dizileme paneli ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ([hgl9] herhangi bir varyant saptanmadi.
Arastirmanin devaminda indekse ait MLPA analizsonucu normal olarak degerlendirildi
(Sekil 4.18). Ancak indeks olgunun kizinda (I1l-2)’de dis merkezde yapilan
norofibromatozis sendromu yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_000267;
NP_000258) ¢.2033dupC (p.lle679aspfs*21)[hgl19] heterozigotvaryantin  saptandigi
gosterildi. Saptanan bu varyant daha 6nce norofibromatozis’de ¢ergeve kaymasina yol
acan bir varyant olarak bildirilmis olup klinik ile uyumluluk goéstermektedir (Tsipi ve
ark, 2018; LaDuca ve ark, 2017; Heim ve ark, 1995).

Saptanan bu varyant nedeni ile ve ayrica indeks olguda ndrofibromatosiz ‘e dair
bulunan klinik endikasyondan dolay1 arastirmanin birdiger asamasinda indeks olguda,

mozaiklik durumunun degerlendirilmesi planlandi.
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Sekil 4.17. Aile (NF1-10) . Aile + agaci. Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.18. Aile (NF1-10). indeks (II-2)’de YND ile herhangi bir varyant saptanmadi, 1GV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii. Indeks 11-2’e ait MLPA (P081 D1 ve P082
C2 problari ile normal sonug) analiz goriintiileri.
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4.11. Aile (NF1-11):
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (I11-4)’te siirrenal adenom ve hiperparatiroidi

tesbit edilmistir.

4.11.1. Aile (NF1-11):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.19, III-4) yeni nesil dizileme paneli ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ([hg19] herhangi bir varyant saptanmadi. Ancak
indekse ait MLPA analiz sonucunda NF1 geninde heterozigot olarak tiim gen delesyonu
saptand1 (Sekil 4.20). NF1 tim gen delesyonu literatiirde bildirilmis olup olguda
saptanan degisim klinik ile uyumlu olarak degerlendirildi. Indeks olgunun torununda
(Sekil 4.19, V-1), dis merkezde yapilan array-CGH sonucunda NF1’i igeren
mikrodelesyon sendromu saptanmistir. NF1 tiim gen delesyonu olgularinin bir kisminda
NF1’i iceren mikrodelesyon sendromlari bildirildiginden olguda array-CGH analizi
yapildi. (A3-1l1l-2)’de bu amagli yapilan array-CGH c¢alismasinda arrffGRCh37]
17q11.2(28941066 _30367214)x1baz g¢ifleri arasinda CRLF3, ATAD5, TEFM, ADAP2,
RNF135, NF1, OMG, EVI2B, EVI2A, RAB11FIP4, MIR193A, SUZ12, LRRC37B,
LOC107133515, SH3GL1P2, SUZ12P1, DPRXP4, LOC107984974, LOC646030,
MIR4733, MIR4724, MIR4725, MIR365B, COPRS, UTP6 Genlerini icerein 1.426,149
Kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptdandi. Hastada saptanan bu mikrodelesyon
sendromu, klinik bulgular1 dogrulayip ayrica literature bilgileri ile uyumlu bulundu
(sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Aile (NF1-11). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.Olgu (111-4), (IV-
3) ve (V-1)’e ait gorintiiler.

PO82 C2 NF1
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Sekil 4.20. Aile (NF1-11). indeks (III-4)’de YND ile herhangi bir variant saptanmadi. Indekse
ait MLPA (P081 D1 ve P082 C2 problar ile heterozigottiim gen delesyonu sonugu)
analiz gorintiileri. Olgu 111-4’¢ ait 17. kromozomdaki delesyonu gosteren a-CGH
goruntusu.

4.12. Aile (NF1-12):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.

4.12.1. Aile (NF1-12):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.21, III-1) yeni nesil dizileme yéntemi ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP _001035957.1) [hgl9] herhangi bir varyant saptanmadi.
Arastirmanin devaminda indekse ait MLPA analiz sonucundada herhangi bir anomali
teshit edilemedi (Sekil 4.22). Indeks olguda noérofibromatosiz’e dair bulunan klinik
endikasyondan dolayr bir diger asamada indeks olguda muzaiklik durumunun

degerlendirilmesi pilanlandi.
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Sekil 4.21. Aile (NF1-12) . Aile agact. +
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Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.22. Aile (NF1-12). indeks (l11-1)’de YND ile herhangi bir variant saptanmadi. indekse

ait MLPA (P081 D1 ve P082 C2 problari ile normal sonug) analiz goriintiileri.

4.13. Aile (NF1-13):

Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (11-8)’de sefra kesesinde multiple polipler

goriilmektedir.
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4.13.1. Aile (NF1-13):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.23, 1I-8) yeni nesil dizileme paneli ile NF1 geninde
(NM_000267; NP_000258.1) ¢.8007C>G (p.Tyr2669*) [hgl9] heterozigot varyanti
saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi.

Saptanan bu varyant ilk kez indeks olguda gosterilmis olupdaha Once literatiirde

bildirilmemistir.
I /@_ /
1 2
1 a %L—D
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Sekil 4.23. Aile (NF1-13). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.14. Aile (NF1-14):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.

4.14.1. Aile (NF1-14):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.24, 11-3) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP_001035957.1) C.564delA (P.Lys189Asnfs*2) [hgl9] heterozigot varyanti saptandi.
Saptanan varyant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi. Saptanan bu

varyant ilk kez indeks olguda gosterilmis olup daha once literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 4.24. Aile (NF1-14). Agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
4.15. Aile (NF1-15):

Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak (11-4)’te hipofiz adenomu tesbit edilmistir.

4.15.1. Aile (NF1-15):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.25, 11-4) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP_001035957.1) ¢.746T>C (p.Leu249Pro) [hgl9] heterozigot varyant saptandi.
Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi. Saptanan bu

varyant ilk kez bu olguda gosterilmis olupdaha 6nce literatiirde bildirilmemistir.

, JZF—O % an |
R YL
o

Sekil 4.25. Aile (NF1-15). Aile agaci.: + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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4.16. Aile (NF1-16):
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (I111-4)’te epilepsi, psiko-motor gelisim geriligi,

pulmoner stenoz ve kemik erimesi mevcuttu.

4.16.1. Aile (NF1-16): .

Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.26, III-4) yeni nesil dizileme yoéntemi ile NF1 geninde
(NM_000267; NP_000258.1) c.4168C>T (p.leu1390phe) [hgl9] heterozigot varyanti
saptandi. Saptanan variant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi
(Sekil 4.26). Indeks olguda NF1 klinik bulgulari ile kardiyovaskiiler anomali (Pulmoner
Stenoz) birlikteligi sebebi ile, klinik Watson sendromu ile uyumlu olarak
degerlendirildi. Indeks olguda saptanan bu varyant daha once literatiirde bildirilmis

oluphastanin klinik bulgulariyla uyumluluk gostermektedir(Nystrom ve ark,2009).

Sekil 4.26 Aile (NF1-16). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular, olgu (III-
4)‘e ait goriintiiler.

4.17. Aile (NF1-17):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4-1 de gosterilmektedir.

4.17.1. Aile (NF1-17):
Molekiiler Bulgular
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Indeks olguda (Sekil 4.27, 111-5) vyeni nesil dizilkeme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) c¢.1756_1759 delACTA (P.Thr586valfs*18)
[hg19] heterozigotvaryant saptandi. Saptanan varyant Sanger dizileme ile olguda
heterozigot olarak dogrulandi. Olguda saptanan bu varyant literatiirde bildirilmis olup
klinik ile uyumlu olarak degerlendirildi (Yap ve ark, 2016; Anastasaki ve ark, 2015;
Parkve ark, 1998)

: ST

E
bbb gtd
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6

Sekil 4.27. Aile (NF1-17). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.18. Aile (NF1-18):

Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (111-4)’te pektus karinatum, korpus kallosum’da
1X7mm boyutunda kontrast tutmayan hamartoma saptanmis olup ayrica hasta

epilepsiden dolay1 tedavi edilmektedir.

4.18.1. Aile (NF1-18):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.28, III-4) vyeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) c¢.6862 dellT (P.ser2288Argfs*10) [hgl9]
heterozigotvaryant1 saptandi. Saptanan variant Sanger dizileme ile olguda heterozigot
olarak dogrulandi. Saptanan bu varyant ilk kez bu olguda gosterilmis olupdaha 6nce

literatiirde bildirilmemistir.
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AYNI ILCE

Sekil 4.28. Aile (NF1-18).(I) Aile agacu. : + molekiiler analiz yapilan olgular.

4.19. Aile (NF1-19):
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak indeks (111-5)’te malign mezenkimal timdr 6ykiisii vardi.

4.19.1. Aile (NF1-19):
Molekiiler Bulgular

Indekste (Sekil 4.29, III-5) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP _001035957.1) ([hgl9] herhangi bir varyant saptanmadi. Ancak MLPA analizinde
NF1 geninde heterozigot tiim gen delesyonu gosterildi (Sekil 4.30). NF1 tim gen
delesyonu literatiirde bildirilmis olup olguda saptanan degisim klinik ile uyumlu olarak
degerlendirildi. NF1 tiim gen delesyonu olgularinin bir kisminda NF1’1 igeren
mikrodelesyon sendromlari bildirildiginden olguda array-CGH analizi yapildi. (A19-I11-
5)’de bu amagh yapilan array-CGH c¢alismasinda arrffGRCh37] 17ql11.2
(28941066_30367214) x1 baz cifleri arasinda
CRLF3, ATAD5, TEFM, ADAP2, RNF135, NF1, OMG, EVI2B, EVI2A, RAB11FIP4, M
IR193A, SUZ12, LRRC37B, LOC107133515, SH3GL1P2, SUZ12P1, DPRXP4, LOC10
7984974, LOC646030, MIR4733, MIR4724, MIR4T725, MIR365B, COPRS, UTP6
Genlerini igeren 1.426,149 kb biiyiikliigiinde bir delesyon saptdiandi. Hastada saptanan
bu mikrodelesyon sendromu, klinik bulgulari dogruladi, ayrica literatiir bilgileri ile

uyumlu bulundu (Sekil 4.30).
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Sekil 4.29. Aile (NF1-19). Aile agact. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.30. Aile (NF1-19). Indeks (I1I-5)’de YND ile herhangi bir varyant saptanmadi. Indekse
ait MLPA (P081 D1 ve P082 C2 problar ile heterozigottiim gen delesyonu sonugu)
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analiz goriintiileri. Olgu I11-5’e ait 17. kromozomdaki delesyonu gosteren a-CGH
goruntusu.

4.20. Aile (NF1-20):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4-1 de gdsterilmektedir.

4.20.1. Aile (NF1-20):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.31, 111-9) Nérofibromatozis sendromu yeni nesil dizileme paneli
ile  NF1 geninde (NM_001042492.2; NP_001035957.1)  5312_5313insC
(p.Leul772Profs*4) [hgl9] heterozigotvaryanti saptandi. Saptanan varyantSanger
dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi. Saptanan bu varyant ilk kez bu

olguda gosterilmis olupdaha once literatiirde bildirilmemistir.

- e®  ATH
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Sekil 4.31. Aile (NF1-20). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.21. Aile (NF1-21):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir

4.21.1. Aile (NF1-21):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.32, 1II-2) yeni nesil dizileme yontemi ile ile NF1 geninde
(NM_001042492.2;  NP_001035957.1) c.4277A>G  (p.GIn1426Arg) [hgl9]
heterozigotvaryant saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot
olarak dogrulandi. Saptanan bu varyant daha 6nce norofibromatozis’de yanlis anlamli
varyasyona Yol agan bir varyant olarak bildirilmis olup klinik ile uyumluluk
gostermektedir (Ben-Shachar ve ark, 2013).
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Sekil 4.32. Aile (NF1-21). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.22. Aile (NF1-22):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir

4.22.1. Olgu (NF1-22):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.33, III-1) vyeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ¢.2991-1G>A  [hgl9] heterozigot varyanti
saptand1. Saptanan varyant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi
(Sekil 4.34). Saptanan bu varyant daha 6nce norofibromatozis’de 22.intronda kirpilma
hatasina yol agan heterozigot €.2991-1G>A bir varyant olarak bildirilmistir (Xiong ve
ark, 2015; Ekvall ve ark, 2014; Perrin ve ark, 1996).

Sekil 4.33. Aile (NF1-22). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.34. Aile (NF1-22). Indeks (I1I-1)’de YND ile saptanan varyantin (NF1:¢.2991-1G>A)
IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii, Sanger dizileme ile konfirmasyonu ve
varyanta ait elektroferogram goriintiisii.

4.23. Aile (NF1-23):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir

4.23.1. Aile (NF1-23):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.35, III-1) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) c.4486_4487delAA (p.K1496Nfs*12) [hgl9]
heterozigotvaryant saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot
olarak dogrulandi (Sekil 4.36). Saptanan bu varyant ilk kez bu olguda saptanmis olup

daha once literatiirde bildirilmemistir.



88

J.+<L é Bl

Sekil 4.35. Aile (NF1-23). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.36. Aile (NF1-23). indeks (IlI-1’de YND ile saptanan varyantin
(NF1:c.4486_4487delAA) IGV (Integrative Genomics Viewer) goriintiisii, Sanger
dizileme ile konfirmasyonu ve varyasyona ait elektroferogram goriintiisii.
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4.24. Aile (NF1-24):
Bu aile ile ilgili Klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.
Tablodaki bulgulara ek olarak (I11-4)’te Hamartomat6z ayrica hiper pigmente cilt

lezyonu tesbit edilmistir.

4.24.1. Aile (NF1-24):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.37, III-4) vyeni nesil dizilkeme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) ¢.2252-1G>A [hgl9] heterozigotvaryant
saptandi. Saptanan varyant Sanger dizileme ile olguda heterozigot olarak dogrulandi
(Sekil 4.38). Saptanan bu varyant ilk kez bu olguda saptanmig olup daha Once
literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 4.37. Aile (NF1-24). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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NF1; (c.2252-1G>A)

Sekil 4.38. Aile (NF1-24). Indeks (111-4)’de YND ile saptanan varyantin (NF1: ¢.2252-1G>A)
IGV (Integrative Genomics Viewer) gorintiisii, Sanger dizileme ile konfirmasyonu ve
mutasyona ait elektroferogram goriintiisii.

4.25. Aile (NF1-25);
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.

4.25.1. Aile (NF1-25):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.39, I1I-6) Norofibromatozis sendromu yeni nesil dizileme paneli
ile NF1 geninde (NM_000267; NP_000258.1) c¢.910C>T (p.R304Ter) [hgl9]
heterozigotvaryant saptandi. Saptananvaryant Sanger dizileme ile olguda heterozigot
olarak dogrulandi (Sekil 4.40). Saptanan bu varyant daha Once norofibromatozis’de
anlamsiz bir varyant olarak bildirilmistir (Xiong ve 2015; Ko, 2013; Upadhyaya, 2008).
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Sekil 4.39. Olgu (NF1-25). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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Sekil 4.40. Aile (NF1-25). indeks (I11-6)’de YND ile saptanan varyantin (NF1: ¢.910C>T) IGV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii.

4.26. Aile (NF1-26):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir.

4.26.1. Aile (NF1-26):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.41, III-1) yeni nesil dizileme paneli ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP _001035957.1) ([hgl9] herhangi bir varyant saptanmadi.
Arastirmanin devaminda indekse ait biyolojik Ornek alinamadigindan hastaya ait

herhangi bir ¢calisma yapilamadi.

B MR

ol 4=l o

Sekil 4.41. Aile (NF1-26). Aile agact. + Molekiiler analiz yapilan olgular.

4.27. Aile (NF1-27):
Bu aile ile ilgili klinik bulgular detayli bir sekilde tablo 4.1 de gosterilmektedir
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4.27.1. Aile (NF1-27):
Molekiiler Bulgular

Indeks olguda (Sekil 4.42, 1II-3) yeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) (c.407delA) (p.N136Ffs*19) [hg19] heterozigot
varyant1 saptandi. Saptanan varyantSanger dizileme ile olguda heterozigot olarak
dogruland: (Sekil 4.43). Saptanan bu varyant ilk kez bu olguda gosterilmis olupdaha

once literatiirde bildirilmemistir.
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Sekil 4.42. Aile (NF1-27). Aile agaci. + Molekiiler analiz yapilan olgular.
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NF1; c.407delA (P.N136Ffs*19)
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NF1; (c.A07delA) (P.N136Ffs*19)

Sekil 4.43. Aile (NF1-27). indeks (I1I-3)’de YND ile saptanan varyantin (NF1: c.407delA) IGV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiisii, Sanger dizileme ile konfirmasyonu ve
varyasyona ait elektroferogram goriintiisii.
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5. TARTISMA

Norofibromatosis Tip 1 (NF1), von Recklinghausen hastalig1 olarak da bilinen (MIM #
162200), etnik ve 1rksal kokenden bagimsiz, diinya genelinde 3000 ila 4000 kiside 1
prevalansina sahip yaygin bir ailevi kanser sendromudur (Barrea ve ark, 2017;
Anderson ve ark, 2015). Tirkiye’de NF1 hastalifinin demografik 6zellikleriyle ilgili
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak diinya genelinde NF1 ile ilgili yapilan
aragtirmalara gore erkekler ve kadinlar ayni1 oranda etkilenmektedirler. Bizim
calismamizda erkek/disi oranin literatiirde belirtilen oranlardan farkli olmasinin sebebi
calismamizin toplum bazli ¢alisma olmamasi ve sadece aragtirma dahilinde NF1 tanisi

alan hastalar iizerinde yapilmis olmasina bagl oldugu diistiniilmiistiir.

Bu hastalik, kromozom 17ql1.2'de lokalize tiimér baskilayic1i bir gen olan NF1
genindeki dominant mutasyondan kaynaklanan kalitsal bir bozukluktur (Barrea ve ark,
2017; Online Mendelian, 2017). NF1 geni, norofibromin (NM_000267) olarak
adlandirilan sitoplazmik bir protein kodlar. Bu protein, dokularin ¢ogunda diisiik
diizeyde eksprese (ifade) edilirken, merkezi sinir sisteminde (MSS) en yiiksek seviyede

eksprese olmaktadir (Barrea ve ark, 2017).

Su ana kadar yapilan calismalarda norofibrominin farkli fonksiyonel domainleri
tanimlanmistir; CSRD, sistein ve serinden zengini domain; TBD, tubulin baglanma
domaini; GRD, RAS etkilesiminden ve GTP hidrolizinden sorumlu domain; Sec14-PH,
cift tarafli lipid baglanma domaini; CTD, karboksil terminal domaini. Ancak bunlardan
bazilarinin fonksiyonlar1 halen net olarak aydinlatilamamistir (Barrea ve ark, 2017,
Abramowicz ve ark, 2014; Upadhyaya ve ark, 2007). Noérofibromin, esas olarak GTPaz
aktive edici protein (GAP) olarak islev goriir ve RAS (rat sarkom proteini) aktivitesini
inhibe eder. Proto-onkogen olarak islev goren RAS; i¢ ve dis uyaranlara bagl olarak,
hiicrenin ¢ogalmasini, farklilasmasini, canliligini siirdiirmesini veya oliimiiniinii tetikler.
Norofibromin, GAP iliskili domain (GRD) dahil olmak iizere, tim GAP protein
stiperailesi (iist ailesi) ile dizi homolojisi gostermektedir (Frayling ve ark, 2018;
Scheffzek ve ark 1998). Yapilan aragtirmalar, NF1 ile iligkili timoérlerde, nérofibromin
ekspresyon kaybinin yiiksek seviyelerde aktif RAS ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Hiicre tipine bagli olarak, RAS’ i asir1 aktivasyonu, RAS yolaginin devamindaki
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proteinleri, AKT/mTOR ve RAF/MEK araciligiyla sinyalizasyonu artirir. Bu hiicresel
diizensizlik NF1’in klinik fenotipinin ¢ogunu, 6zellikle NF1'de belirgin olan iyi ve kotii
huylu neoplazm riskini agiklamaktadir. Bunun yani sira nérofibromin, memelilerde
normal embriyonik gelisim i¢in gerekli bir protein oldugundan, bu proteinin yoklugu,
esas olarak kan damarlarinin anormal gelisimine yol a¢masi nedeniyle yasamla
bagdasmaz (Barrea ve ark, 2017; Trovo-Marqui ve ark, 2006). Bu gende, ¢ogunlukla
yeni olusmus (de novo), gen i¢i delesyon/insersiyon, missens, nonsense tipi ve kirpilma
bolgesi yerlesimli yiizlerce mutasyon tanimlanmistir. NF1 geninin biiyiikligii, bu kadar
yiiksek yeni mutasyon olusum oranini tek basina tam olarak agiklamamaktadir. Yapilan
calismalar tesbit edilen mutasyonlarin gen boyunca rastgele dagildigini ve mutasyon
olusumuna daha yatkin olan sicak bolgelerde lokalize olmadiklarini gostermektedir.
NF1 genindeki mutasyonlar, herhangi bir ekzonu etkileyen kii¢iikk boyutlu delesyon
veya insersiyon seklinde olabilecegi gibi, tek baz diizeyindeki degisimlerden
megabazlar diizeyine kadar uzayan biiyiik delesyonlar seklinde de olabilmektedir. Bu
nedenle, rapor edilen mutasyon oranlari, kullanilan tekniklere ve doku kaynagina bagh
olarak % 60 ile % 95 arasinda degismektedir (Frayling ve ark, 2018; Upadhyaya ve ark,
2010; Messiaen ve ark, 2000). Bu mutasyonlar heterojen olmakla birlikte herhangi bir
domain tizerinde kiimelenme gostermemektedir. Belirgin mutasyon sicak bolgelerinin
olmamas1 ve olaganiistii stk mutasyon insidansi (10.000 gamette 1 civarinda) nedeniyle,
Insan Gen Mutasyonu Veri Tabani'nda (HGMD) 2600'den fazla NF1 gen mutasyonu
bildirilmektedir. Cogu durumda, NF1 tanist klinik olarak yapilabilir; bununla birlikte,
prenatal tanmida, atipik bulgular1 olan bireylerde veya erken yastaki c¢ocuklarda,
karakteristik ~ Ozelliklerin gelismedigi durumlarda, genetik test klinik taniy1
kesinlestiemekte 6nemli bir yer almaktadir. NF1 i¢in resmi klinik kriterler 1988 yilinda
Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH; National Institutes of Health) tarafindan yaymlanmig
olup 1997'de tekrar diizenlenmistir. NIH tarafindan belirlenen NF1'in ana 6zellikleri
arasinda c¢oklu cafe-au-lait (CAL) lekeleri, iriste Lisch nodiilleri, aksiller ¢illenme ve
norofibrom adi verilen benign periferik sinir kilifi timorleri bulunmaktadir. NF1 ile
iligkili diger klinik komplikasyonlar arasinda noérolojik, renal, kardiyovaskiiler,
gastrointestinal, endokrin ve ortopedik bulgular, 6grenme giicliigii ve entellektiiel
yetersizlik, dikkat eksikligi ve periferik sinir kilifi veya merkezi sinir sistemi
maligniteleri bulunmaktadir. NF1 hastalarinin yaklagik dortte biri 6nemli morbidite ve

mortaliteye neden olan bu klinik komplikasyonlardan birini veya birkagini
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gelistirmektedir (Barrea ve ark, 2017; Upadhyaya ve ark, 2010). Farkli semptomlarin
insidans1 degiskenlik gosterir ve 8 yasinda tam bir penetrasyonla zamanla gelisir. CAL
lekeleri hastalarin en az %95'inde goriiliirken, diger bulgular %1'den daha az oranda
goriilmektedir. Calismamizda cafe au lait / CAL lekeleri %95 oraniyla en sik goriilen
deri bulgusu olarak literatiir ile uyumluluk gostermektedir. CAL lekeleri, psddartoz,
optik gliomalar ve disaridan goriilebilen pleksiform norofibromlar hayatin ilk yillarinda
belirginlesirken, c¢illenme ve ciddi skolyoz 7 yasindan sonra ortaya g¢ikmaktadir.
Calismamizda ise literatiire benzer sekilde iskelet sistemi bulgulart erigkin
donemlerdeki hastalarda goriiliirken CAL lekeleri ve optik gliomalar daha erken yasta
tespit edilmistir.

Subkutan norofibromlar ve iristeki Lisch nodiilleri ergen veya geng erigkin donemde
ortaya cikma egiliminde olmakla birlikte, maligniteler cogunlukla yetiskin donemde
gozlenir. Calismamizda ise literatiir ile uyumlu olarak nérofibromlar ve iristeki Lisch
nodiilleri eriskin donemdeki hastalarda goriilmiistiir, ancak malignitelerin ¢ogunlukla
yetigkin yastaki hastalarda ortaya ciktigi tespit edilmistir. NF1'den etkilenen bireylerde,
norofibromlarin ve OPG'lerin disinda, MPNST'ler, rabdomiyosarkomlar, l6semiler,
noroblastomlar, feokromositomalar, gastrointestinal stromal timorler (GIST'ler),
glomus timorleri ve meme ve/veya over kanserleri gibi iyi huylu ve kotii huylu
timorler de gelisebilmektedir (Koczkowska ve ark, 2019; Uusitalo ve ark, 2015). Genel
olarak farkli hastalardan elde edilen timo6r dokularinda saptanan germline ve somatik
mutasyonlarin karakterizasyonu, NF1 gen mutasyonunun tipi, dogast ve sikligi
hakkinda bilgiler saglamis olsa da, NF1’de tiimor olusumunun molekiiler
mekanizmalart hakkindaki mevcut bilgimiz halen sinirhidir. Bunun yani sira
norofibromatozis ile iliskili birgok sendrom ortak klinik bulgular gostermekte ve bu
durum o6zellikle antenatal donemde kesin tani agisindan zorluklara yol acabilmektedir.
Bu nedenle, norofibromatozis ile iligskili sendromlarin sikliklarinin ve molekiiler
etiyopatogenezlerinin bilinmesi, prenatal ve postnatal olgularin izlemi agisindan 6nem
kazanmaktadir. Dolayisiyla, bu hastalikta klinik taninin yani sira molekiiler tan1 da
onem kazanmaktadir. Bu nedenle molekiiler analizleri hizlandirmak, ekonomik a¢idan
uygun hale getirmek, NF1 ile iliskili tiimorlerde ilgili biyolojik yolaklarin genotip-
fenotip iligkisi tizerine etkilerini arastirmak amaciyla bu tez ¢alismasinda hedef genin

YND tabanli NF1-gen testi ile dizilenmis, saptanan varyantlar Sanger dizileme yontemi
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ile dogrulanmis, ayrica biiyiikk delesyon/duplikasyonlarin ve NF1 mikrodelesyon

sendromunun arastirilmasinda MLPA ve array-CGH teknikleri kullanilmustir.

Bu kapsamda yaptigimiz ¢alismada ilk once klinigimizde 2009-2018 yillar1 arasinda
norofibromatozis tan1 kriterleri ile takip edilen veya yeni NF1 klinik tani alan 27 aileden
47 olgu klinik ve diger laboratuvar testleri esliginde incelendi. Arastirmanin devaminda,
hastalik iliskili NF1 geninin protein kodlayan boélgelerini ve ekzon-intron sinirlarini
kapsayan YND tabanli NFI-gen testinden elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve
saptanan varyantlarin klinik 6nemi oldugu diisiiniilenlerin 6zgiin primerler tasarlanarak
Sanger dizi ile konfirmasyonu, aile segregasyon analiz sonuglarinin incelenmesi,
herhangi bir mutasyon/varyant iliskisi saptanmayan olgularda NF1 yeni nesil dizileme
tasarim geregi kapsam dis1 oldugu bilinen bolgelere ait tasarlanan primerler
kullanilarak, Sanger dizileme ile arastirilmasi gergeklestirildi. Arastirmanin son
asamasinda herhangi bir varyasyon saptanmayan ancak norofibromatosis tipl tani
kriterlleri ile uyumluluk gosteren hastalarda, fenotiple iliskisi olan NF1 genindeki olasi
biiylik delesyon ve duplikasyonlar i¢in kullanilan MLPA ve array-CGH yonteminin
molekiiler taniya katkis1 degerlendirildi. Bu ¢alismada mutasyon saptanan olgu ve
ailelerinin 6zgiin genetik danisma almalari, postnatal ve tasiyicilik testlerinin yapilmasi
ve prenatal tani i¢in zemin olusturulmas ise klinik izlemdeki en 6nemli katki olacaktir.
Calismamizda NF1 geninde saptanan yeni degisimlerin dogrulama c¢alismalarinda

kalitim modeli ve degisimin tipine bagl olarak aile caligmasida gerekmektedir.

YND ile saptanan varyantlarin hastalikla iliskili olup olmadiginin degerlendirilmesi
giincel literatiir ve veritabanlarin katkisiyla dahi kolay olmayabilir bu nedenle aile ici
ko-segregasyon calismalari, net bir patojenligi olmayan ve/veya veritabanlarinda daha
onceden rapor edilmemis, 6zellikle missense tipi varyantlarin yorumlanmasina katki
saglayabilmektedir. Caligmamizda saptanan yeni degisimler, aile i¢i ko-segregasyon

caligmasinin 6nemini gostermektedir.

Tez calismast kapsaminda incelenen 27 ailedeki NF1 tanili hastalarda cergeve
kaymasina yol agan insersiyon/delesyon tipi veya kirpilma bdlgesi yerlesimli, yanlis
anlamli ve NF1 geni ile birlikte 23 geni igeren 1.4 MB’lik delesyon olan toplam 24 adet
farkli tip varyant saptandi. Saptanan varyantlarin, etki mekanizmasi ve klinik iliskisi

yoniinden her olguda ayr1 degerlendirilmesi gerekse de, ayni tip varyantlarin ayni baglik
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altinda tartisilabilir.

Yanhs Anlamh (Missens Tipi) Varyantlar

NF1 Kklinik kesin tanili olgu A15-11-4’de saptanan NF1 genindeki c¢.746T>C
(p.Leu249Pro) yanlis anlamli mutasyonu ilk kez bu olguda saptanmis olup daha 6nce
literatlirde bildirilmemistir. Yalnizca norofibromlar ve Lisch nodiilleri bulgular ile
kesin NF1 klinik tanisi alan 57 yasindaki erkek olgumuzda saptanan c.746T>C
mutasyonu protein diizeyinde 249. kodonda nétr- non polar Leucine yerine ndtr-non
polar Proline doniismesine neden olmakta ve proteinin CSRD: sistein ve serinden
zengin domaininde yer almaktadir. Saptadigimiz ¢.746T>C (p.Leu249Pro)
mutasyonunun poli peptit diizeyinde ayni pozisyondaki aminoasitin degisimine yol
a¢mas1 nedeniyle proteinin etkisini degistirmesi beklenmektedir. Yapilan aragtirmalar
NF1 genindeki CSRD heterozigot yeni fonksiyon kazanimina neden olan yanlis anlamli
mutasyonlart ndrofibromatozis ile iligskilendirilmis olup ayrica c¢alisgmamizda NF1
geninde saptanan ve daha once literatiirde bildirilmemis olan ¢.746T>C (p.Leu249Pro)
mutasyonu in silico tahmin programlarinda zararli olarak degerlendirilmektedir.
Genellikle normal proteinin  bir alelinin eksprese edilmemesine ve protein
fonksiyonunun yari yariya azalmasina neden olan ornegin, ¢erceve kaymast (FS) ve
anlamsiz (NS) mutasyonlarin yol agtigt erken terminasyon kodonlarinin NMD
(nonsense mediated decay) mekanizmasi ile yikilmasina beklenmektedir. Bununla
birlikte, NMD'yi uyarmayan yanlis anlamli (MS) mutasyonlari mutant polipeptidin hem
kendisinin yetersiz olmast hem de, normal allelin kodladig1 proteini bozmasina yol
acarak proteinin normal fonksiyonun dortte ti¢li kadar azalmasi ile sonuglanir. Bu
nedenle MS mutasyonlarin klinik bulgular1 diger mutasyon tiplerine gore daha agir
olmasi beklenir. (Frayling ve ark, 2018) (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1 Mutasyonlarin, dimerler olarak islev goren proteinler iizerindeki potansiyel
etkilerinin sematik olarak gostermektedir (Dominant negatif etki) (Frayling ve
ark, 2018’ den degistirerek alinmis).

Yapilan calismalar CSRD domaininde saptanan MS tipi mutasyonlarinin yiiksek siklikta
MPNST'ler, optik yol gliomlar1 (OPG) ve malign neoplazmalar dahil olmak tizere daha
siddetli bir NF1 fenotipine neden oldugunu tesbit etmistir (Frayling ve ark, 2018;
Koczkowska ve ark, 2018; Rojnueangnit ve ark, 2015; Ben-Shachar ve ark, 2013).
Calismamizda literatiirden farkli olarak A15-11-4 olgusundaki daha hafif bulgularin
ortaya ¢ikmis olamasin, hastaya ait polimorfizmlere, modifiye edici genlere ve cinsiyet
gibi faktorlere bagli oldugu tahmin edilmistir (Mao ve ark, 2018; Emmerich ve ark,
2015). Ancak bu hipotezin dogrulanmasi i¢in daha fazla heterozigot olgunun
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu veriler, TED yaklasimi ile daha genis kapsam ve
derinlikte dizileme yapilarak yeni genlerin ve fenotipi etkileyen bir ¢ok varyantin

saptanabilecegini diislindiirmektedir

Bu c¢alisma kapsaminda (AL16-111-4) olgusunda NF1 geninde saptanan c.4168C>T
(p.Leul390Phe) yanlis anlamli bir diger varyant daha once Nystrom ve ark. 'nin (2009)
tarafindan yapilan c¢alismada heterozigot formda saptanmistir. Bu yanlhs anlamh
degisim non-polar nétr Leucine yerine non-polar nétr Phenylalanine gegmesine neden
olmakta ve proteinin GRD: RAS etkilesimden ve GTP hidrolizinden sorumlu
domeininde yer almaktadir. GRD bolgesinde yer alan €.4168C>T mutasyonunun in
silico tahmin programlarinda "zararli" yoniinde degerlendirilmesi hastanin klinik
bulgulartyla uyumluluk goéstermektedir. ¢aligmalar NF1 geninde patojenik missens
varyantlarinin yagam boyu artmis malign periferik sinir kilifi tiimorleri (MPNST'ler)

riski, dismorfik yiiz bulgulari, 6grenme giigliigl, iskelet anormalliklerinin ve malign
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neoplazmalarin daha erken yasta ortaya cikistyla iliskili oldugunu gostermistir
(Koczkowska ve ark, 2019; Kehrer-Sawatzki, 2017). Hastamizda saptanan 6grenme
glicligii, epilepsi, psiko-motor gelisim geriligi ve kemik erimesi anomalileri literatiir ile
uyumlu bulunmustur. Bu mutasyon sonucnda olusan iskelet anomalilerinin altinda yatan
patojenik mekanizmalar ise tam olarak anlagilamamistir ve multifaktoryal bir etiyolojiye
sahip olabildigi disiiniilmektedir. Yapilan son ¢aligmalar norofibrominin ossifikasyon
sirasinda  osteoprojenitorlerin  yam1 sira kemik matriksinin - kompozisyonunun
diizenlenmesinden sorumlu oldugunu bildirilmistir (Banerjee ve ark, 2017). Ek olarak,
norofibromin haplo yetersizliginin osteoblastlarin erken apoptozuna ve osteoprogenitdr
hiicrelerin proliferasyonunda / farklilasmasinda degisiklige yol actigini belirtilmistir.
Yapilan diger deneysel arastirmalar bu gendeki mutasyonun ayrica osteoblastlarda
azalmaya, osteoklastlar sagkalim oraninda artisa ve kemik dokusundada bozulmaya
neden oldugunu gostermektedir (Tong ve ark, 2012). Calismamizda (A16-111-4)’de
saptanan skolyoz ve kemik erimesi bulgulari literatiir ile uyumlu bulunup ayrica bu
mutasyonun daha agir bir patojenik etkisi oldugunu diislincesini desteklemektedir.
Calismamizda Indeks olguda siddetli NF1 klinik bulgulart ile kardiyovaskiiler
(Pulmoner Stenoz) hastaligin birlikteligi sebebi ile, hasta Watson sendromu olarak
degerlendirildi (Nystrom ve ark,2009; Watson, 1967).

Ayni gurupta NF1 geninde (A21-111-2) olgusunda saptanan diger bir yanlis anlaml
c.4277A>G (p.GIn1426Arg) mutasyonu daha 6nce Ben-Shachar ve ark.’min (2013)
caligmasinda heterozigot formda saptanmistir. Bu mutasyon polar yiiksiiz Glutaminim,
pozitif yiiklii polar Arginine donlismesine neden olmaktadir ve proteinin GRD: RAS
etkilesimden ve GTP hidrolizinden sorumlu domaininde yer almaktadir (Ben-Shachar
ve ark, 2013). Bu yanlis anlamli degisimin polipeptid zincirinde ayni pozisyondaki
polar yiiksiiz Glutamine yerine pozitif yiiklii polar asidik Arginine gegmesi nedeniyle
proteinin etkisini degistirmesi beklenmektedir. Ayrica bu mutasyonun in silico tahmin
programlarinda "zararli" yoniinde degerlendirilmesi bu biligiyi desteklemektedir.
Arastirmamizda ve benzer domainde yapilan diger aragtirmalara gére dominant negatif
etki yaratan yalnis anlamli NF1 gen mutasyonlarinin MPNST'ler, optik yol gliomlari
(OPG) ve malign neoplaziler dahil olmak iizere daha siddetli bir NF1 fenotipine neden
oldugu goézlenmistir (Frayling ve ark, 2018; Koczkowska ve ark, 2018; Rojnueangnit
ve ark, 2015). Calismamizda 35 yasindaki kadin olguda saptanan Lisch nodiili,
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norofibromlar, pleksiform noérofibrom ve meningom gibi neoplaziler literatiir ile

uyumlu bulunmustur.
Kiiciik Boyutlu insersiyon/Delsyon Tipi ve Kirpilma Bolgesi Yerselimli Varyantlar

NF1 geninde YND calismamizda NF1-1 ailesinde saptanan ¢.5294C>A (p.serl765%)
heterozigot mutasyonu daha once norofibromatozis ile iligkili bir mutasyon olarak
bildirilmistir (Cassiman ve ark, 2017). NF1-1 ailemizde ekzon 37’de saptanan bu
degisimi in silico tahmin programlar1 patojenik lehine degerlendirmektedir. Bu
mutasyonun, anlamsiz tipte bir mutasyon olup protein diizeyinde 1765.kodonun erken
dur sifresine doniistiirmekte ve truncated (giidiik) protein olusumuna neden olmaktadir.
Hiicrede normalde Olgun RNA (kirpilmis), ¢ekirdekten sitoplazmaya ulastiginda,
intronlarin pozisyonlarint hafizada tasir (kirpilma mekanizmasinin proteinlerini; exon
junction complex/EJC leri kirpilma noktalarinda tasir). Translasyonda, ribosom her yeni
kirpilma noktasina ulasildiginda oradaki EJC ortamdan uzaklasir. Erken terminasyon
oldugunda, ribosom tiim intron izlerine ulasamamis oldugundan, mRNA {izerinde arta
kalan EJC’ler ilgili mRNA nimn yikimi i¢in bir sinyal olusturur. Bu mekanizma, erken
dur kodonu iceren mRNA larin nonsense-mediated decay mekanizmasi tarafindan
taninip ve yok edilmesini saglar. Bu sebepten ¢.5294C>A mutasyonu sonucunda olusan
giidiik protein NMD (nonsense mediated decay) mekanizmasi ile yikilmakta ve
fonksiyon kaybi1 olusumundan dolay1 patolojik bir degisim olarak degerlendirilmektedir.

Olgumuzda saptanan ¢.5294C>A degisimi norofibromin proteinin CTD domainini
etkilemektedir. Daha once yapilan farkli ¢alismalar proteinin CTD domaini iizerinde
etki eden aymi tipteki mutasyonlarinn norofibromatozis ile iliskili oldugunu ve bu
hastalarda kiitan6z norofibromlarin daha fazla gézlendigini bildirilmistir (Frayling ve
ark, 2018; De raedt ve ark, 2003; Pinna ve ark, 2015; Rojnueangnit ve ark, 2015;
Pasmant ve ark, 2010; Upadhyaya ve ark, 2007). Caligmamizda mutasyonun ayni
domaini etkiledigini goz oniinde bulunduruldugunda, olgularimidaki fenotipik bulgular
literatiirle uyumlu bulundu. Cassiman ve ark. 2017 tarafindan yapilan g¢alismada,
bildirilen anlamsiz tipteki bu mutasyonun fenotipik spektrumu ¢ok genis olmakla
birlikte ailemizdeki baz1 olgularda literatiirde bildirilmis olgulara oranla ¢ok daha agir
bir fenotipik etki gdstermektedir. Ornegin c¢.5294C>A (p.Serl765*) mutasyonunu
tastyan NF1-1 ailesinde, oldukea ciddi klinik belirtileri olan 11-10, I11-1, 111-2 ve 111-3
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olgularinda hem de daha hafif semptomlar gosteren III-2, I11-4 olgularinda ayni
mutasyon saptanmistir. Norofibromatosiz sendromunda genotip-fenotip korelasyonu
olduk¢a zor oldugundan simdiye kadar yapilan c¢alismalarda NF1 genindeki
mutasyonlarin yeri ve/veya tipi ile klinik fenotip arasinda kesin bir baglanti
kurulamamistir. Bu hastalikta ayn1 ailede ayn1 mutasyonu tagiyan aile bireyleri arasinda
dahi belirgin klinik farkliliklar gozlenebilmektedir. Genelde, daha ciddi semptomlar
daha yaslhi hastalarda go6zlenirken, prepubertal hastalar nispeten hafif bir fenotiple
(sadece café-au-lait lekeleri gibi) goézlenmistir (Mao ve ark, 2018). Bu ailede 2 yillik
bir gozlem siiresi boyunca (2017-2019) Hasta 11-10, 111-2 ve 11I-3’te kutandz
norofibromlarin sayisinda ve boyutunda bir artis seklinde giderek agirlagsmis olmasina
ragmen III-4 numarali hastada kutandz norofibromlarin sayisinda herhangi bir artig

gerceklesmemistir.

Daha once literatiirde tanimlanmamis ve ilk kez bu ¢alismadaki olgularda (A4- 11-11 ve
I11-1 ve I11-4) saptanan bir diger ¢.2799 2800insT (p.N935*) mutasyonu, tek bazlik
insersiyon tipi mutasyon olup peptid zincirinde 935.kodondaki Asparagine
aminoasidinin erken dur kodonuna doniismesi ile protein trunkasyonuna yol a¢cmasi
beklenmektedir. Cerceve kaymas: tipte olan bu mutrasyon proteinin GSRD (sistein ve
serinden zengini domain) domeinini kodlayan bolgesini etkilemektedir. Koczkowska ve
ark. (2019) ve Kehrer-Sawatzki. (2017) tarafindan yapilan ¢alismalar, proteinin GSRD
domainini kodlayan farkli ekzonlarda gergeklesen patojenik varyantlarin, erken yasta
yiiksek pleksiform ndrofibrom prevalansi, dismorfik yiiz bulgular1 ve 6grenme giicliigii
olan / olmayan global gelisime geriligi ve yasam boyu artmis malign periferik sinir kilifi
tiimorleri (MPNST'ler) riski dahil olmak tizere siddetli bulgular acisindan 6nemli risk
faktorleri oldugunu gostermistir (Koczkowska ve ark, 2019; Kehrer-Sawatzki, 2017).
Ailemizde klinik olarak benzerlik gosteren olgularda daha ciddi semptomlar daha yash
hastalarda gozlenirken (A4- Il1-11), prepubertal donemde olan olguda (A4- 11I-1)
hastaligin nispeten hafif bir fenotiple seyretmesi bu bilgiyi desteklemektedir. Ayrica in
silico tahmin programlarina gore hastalik sebebi oladugu disiiniilen bu degisimin
olgunun etkilenmis ve norofibromatozis kesin tani alan ¢ocuklarinda da (III-1ve IlI-
4)‘tesbit edilmesi, mutasyonun ailevi ve fenotip iliskili oldugu bilgisini giiglendirmistir.
Insan Gen Mutasyonu Veritabani'nda (HGMD, 2017 Agustos) raporlanan

mutasyonunlarin % 20,9°u insersiyon tipi mutasyonlar oldugunu bildirmistir. Bizim
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olgumuzda saptanan ve cergeve kaymasina yol agan ¢.2799 2800insT mutasyonu da
norofibromatozis sendromu ile iliskili yeni bir mutasyon olarak literatiire katki

saglayacaktir.

NF1 geninde YND calismamizda heterozigot olarak saptanan c¢.1555C>T (p.Q519%)
varyanti daha Once norofibromatozis ile iligkili bir mutasyon olarak bildirilmistir
(Momozawa ve ark, 2018). NF1-9 ailemizde saptanan bu degisimi in silico tahmin
programlar1 patojenik olarak degerlendirmektedir. Bu mutasyon, anlamsiz (non-Sense)
tipte bir mutasyon olup protein diizeyinde 519. pozisyondaki glutamine aminoasidinin,
dur kodonuna degismesi ile protein trunkasyonuna sebep olup takibinde NMD
mekanizmasi ile yikilmasi ve fonksiyon kaybi olusumundan dolay1 patolojik bir degisim
olarak degerlendirilmistir. Optik gliom ve deri bulgulari esligine nérofibromatozis tanisi
alan hastada ve etkilenmis ¢ocugunda ayni mutasyonun saptanmis olmasi, bu

mutasyonun hastalikla direkt iliskili oldugu bilgisini desteklemekteddir.

Bu basglik altinda A13-11-8 olguda saptanan NF1; ¢.8007C>G degisimi ise daha once
literatiirde bildirilmemistir. Ancak bu degisimin, protein diizeyinde 2669. kodonda
Tyrosine yerine dur kodonunun gelmesi ile erken terminasyon ve protein trunkasyonuna
yol agmasi beklendiginden (p.Tyr2669*) patolojik bir degisim olarak degerlendirildi.
Yapilang aligmalara dayanarak protein sentezinde erken terminasyona neden olan
mutasyonlarin NMD mekanizmasi ile ortadan kaldirtlip normal proteinin bir alelinin
eksprese edilmemesine sebep olmaktadir. Bu mekanizma protein fonksiyonunun yari
yartya azalmasina neden olmus olsada hiicreye zarar verebilecek anormal proteinlerin
sentezlenmesi Onleyip bu sebeple yanlis anlamli mutasyonlarla kiyasla daha hafif klinik
bulgularin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Kirkdort yasindaki kadin olguda (A13-11-8)
yanlizca norofibromlarin izlenmesi bu mutasyonu tasiyan bireylerde daha hafif klinik
bulgularin ortaya ¢iktig1 diisiincesini akla getirmektedir. Ancak bu mutasyonu tasiyan
olgu sayisinin az olmasi ve ¢alismamizda sadece tek bir olguda saptanmis olmasi goz
onitinde bulunduruldugunda, bu konuda bir kaniya varmanin gii¢ oldugu sdylenebilir.
Saptanan bu mutasyonun klinik bulgularla iliskisini aydinlatabilmek icin yeni olgulara
ve fonksiyel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

NF1 geninde (A2-11-7 ve A2-111-3) olgularinda saptanan c.4662-2A>C mutasyonu daha
once Sabbagh ve ark. (2013) tarafindan kirpilma hatasi mutasyonu olarak bildirilmis
olup (Sabbagh ve ark, 2013) ayrica Xiong ve ark (2015) tarafinda yapilan in silico
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analizlerde bu degisimin kirpilma paternini 6nemli derecede degistirdigi agiklanmustir.
Calismamizda saptanan ¢.4662-2A>C mutasyonunu NF1 geninde 34. intronun acceptor
kirpilma bolgesinin  hatali  kirpilmasina yol agarak, anormal protein {iriiniiniin
olusmasina neden oldugu transkript ve ¢cDNA diizeyinde yapilan in vitro ¢alismalarla
gosterilmistir (Sabbagh ve ark, 2013). Calismamizda ayni ailede norofibromatozis kesin
tanisi alan etkilenmis iki farkli olguda (A2-11-7 ve A2-111-3) saptanan NF1 genindeki bu
degisimin heteroozigot formda olmasi, ¢.4662-2A>C degisiminin norofibromatozis ile
iliskili bir mutasyon oldugu bilgisini desteklemektedir. Yapilan c¢aligmalara gore
kirpilma mutasyonu olan hastalar NIH tani kriterlerin yani sira, diger mutasyon tiplerine
kiyasla, intraserebral glioma ve diger kanser tirlerine daha fazla yatkinlik
gostermektedirler (Barrea ve ark, 2017; Alkindy ve ark, 2012). Calismamizda olgu A2-
I11-3’te norofibromatozis tani kriterlerinin yam1 sira erken yasta meme ve akciger
kanserinin ortaya ¢ikmasi, kirpilma hatast muatasyonlarin, farkli neoplazilere 6zellikle
sporadik meme kanserlerine daha yatkin olduklar1 bilgisini desteklemektedir. Benzer
sekilde Perrin ve ark. (1996) tarafidan ilk olarak saptanmis olan bir diger kirpilma
hatas1 mutasyonu NF1; ¢.2991-1G>A olup kirpilma bdlgesi skoru gbéz Oniinde
bulundurularak patojenik bir varyasyon olarak degerlendirilmistir. acceptor kirpilma
bolgesinin hatali kirpilmamasina yol agan ve daha once literatiirde tanimlanmamis ve
ilk kez bu calismada olgu A24-111-4’de saptanan €.2252-1G>A varyant1 genin 18.
intronunda yer almaktadir. Olusan varyantin trunke (giidiik) protein iretebilecegi ve
NMD ile yikilacagi distiniildi ayrica in silico tahmin program/ar: bu varyantin
patojenik bir etkiye sahip olabilecegini destekledi. Calismamizda mutasyon Ozelinde
genotip-fenotip korelasyonu yapmak icin olgu sayisi yetersiz olsada literatiirde ve
aragtirmamiz dahilinde ayn1 mutasyon tipini tagtyan bireylerin yiiksek sayida oldugu bu
mutasyon tiplerin daha yaygin oldugunu ve olgularda NF1’e ait bulgularin daha erken
yasta ortaya c¢iktigin1 gosterrmekteyiz. Ayni zamanda bu tip mutasyonu tasiyan
bireylerde kutanoz norofibromlarin 8-18 yas araliginda gelistigi ve diger mutasyon
tiplerine kiyasla Ogrenme giicliiglinlin daha az goriindiigii literatlirle uyumlu

bulunmustur.

NF1 geninde saptanan heterozigot ¢.5312 5313insC (p.Leul772Profs*4) mutasyonu
daha 6nce norofibromatozis ile iliskili bir mutasyon olarak bildirilmemistir. A20-11-8de

saptanan bu degisim, protein diizeyinde cerceve kaymasina ve muhtemelen protein
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trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden patojenik bir degisim olarak degerlendirildi.
Genin 37’inci ekzonunda ger¢eve kaymasina yol agan bu degisim, proteinin CTD
(karboksil terminal domaini) domeinini etkilemektedir. Norofibromin iizerinde yapilan
arastirmalar biiylik olglide RasGAP fonksiyonu ve tiimor olusumu iizerine odaklanmis
olsa da, ndrofibrominin GAP disinda baska fonksiyonel domainleri oldugunu gosteren
kanitlar vardir. Ayrica, GRD, norofibromin proteinin sadece %10unu icermekte olup
%90’1 diger domainlerden olusmaktadir. Nitekim hiicre hatlarinda kullanilan Ras
inhibitorleri, NF1 fenotipinin tamamen kaybolmadigin1 ve sadece bazi bulgularin yok
oldugunu saptamaktadir. Bu sonuglar nérofibrominin GRD disinda baska fonksiyonel
domain’in oldugunu ve bunlarin birlikte diger proteinlerle baglanti kurarak islev
yaptginin gostergesidir. (Li ve ark, 2001; Vandenbroucke ve ark, 2004). Calismamizda
34 yasindaki kadin olguda CTD domaini etkileyen c¢er¢eve kaymasi tipindeki
mutasyondan kaynaklandigint diisiindiigiimiiz; Lisch nddiilleri, skolyoz norofibrom,
cafe-au-lait /CAL lekeleri gibi klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi, mutasyonun NF1 ile
direkt iligkili oldugunu desteklemekte olup literatiir ile uyumlu bulunmustur. Ancak
calismamizda indeks olgunun yakinlarindan herhangi bir biolojik 6rnek elde
edemedigimiz icin, segregasyon analizi tamamlanamamis ve bu konuda net bir sonuca

varilamamistir.

Olgu A6-1V-4’te, NF1 geninde saptanan bir diger heterozigot ¢.7684 7685delAG
(p.R2562Dfs*12) mutasyonu daha 6nce norofibromatozis ile iligkili bir mutasyon olarak
bildirilmis olup proteinin CTD domainini etkilemektedir (Xu ve ark, 2014). Bu
degisimin, protein diizeyinde 2562.kodonda Arginine yerine Aspartik asidin
gelmesine, ¢erceve kaymasina ve 12. kodonun erken dur sifresine doniisme sebebi ile
protein trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden (p.R2562Dfs*12) patolojik bir
degisim olarak degerlendirildi. Ailede norofibromatozis kesin tanil ii¢ farkli etkilenmis
olguda NF1 genindeki bu degisimin heterozigot formda saptanmis olmasi, degisimin
hastalikla segrege oldugunu gostermekte ve literatiir bilgisini desteklemektedir. Benzer
sekilde bu ailede mutasyon saptanan 49 yasindaki kadin olguda (A6-111-3) oldukca
ciddi klinik bulgularin saptanmis olmasi, bu mutasyon ile ilgili klinik bulgularin yas ile
birlikte arttigini diisiindiirmektedir. Ancak bu konuda net bir sonuca varmak i¢in hem
indeks olgu hem de diger iki etkilenmis olguda uzun siireli takip gerekmektedir. Yapilan

calismalar hastanin fiziksel durumunun, 6zellikle hormon seviyesinin NF1 gelisiminde
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onemli bir rol oynadigini, bunun sonucu olarak ayrica NF1’e bagli bazi bulgularin
hamilelik sonrasinda ortaya c¢ikabildigini vurgulamaktadir (Mao ve ark, 2018).
Calismamizdaki olguda (A6-111-3) daha agir bulgularin saptanmis olmasi literatiir
bilgisini desteklemektedir. NF1 hastalarinda genotip-fenotip korelasyonlar ile ilgili
cesitli raporlarin bildirilmis olmasina ragmen (Mao ve ark, 2018; Alkindy ve ark, 2012;
Upadhyaya ve ark, 2007), hastalar arasinda gézlenen karmasik klinik bulgularin altinda
yatan nedenler heniiz tam olarak aydinlatilmamistir (Mao ve ark, 2018; Faden ve ark,

2017).

Makrosefali ve norofibrom gibi klinik bulgur ile NF1 tanis1 alan 41 yasindaki bir olguda
(A7-11-4) daha oOnce literatiirde tamimlanmamis ve ilk kez bu galismada saptanan
c.4931 4931delT (p.P1646Lfs*31) mutasyonu kiiclik delesyon tipi mutasyon olup gen
transkriptinde ¢erceve kaymasina ve protein trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden
patojenik bir degisim olarak degerlendirildi. Cer¢eve kaymasi, proteinin CTD: karboksil
terminal domaini etkilemektedir. Calismamizda yapilan segregasyon analiz sonucunda,
mutasyonun NF1 klinik tanili hastalarda saptanmis olmasi ancak saglikli bireylerde
bulunmamamasi, ¢.4931 4931delT mutasyonun direkt hastalikla iliskili (/hastalik ile
segrege oldugu) oldugu diisiincesini giiclendirmektedir. Bu ailede indeks olgunun her
iki kizinda erken yasta saptanan lisch nddiilleri, beyin ve beyincikte norofibromlar: ve
optik gliom gibi siddetli bulgularin saptanmis olmas1 NF1 ile ilgili erken baslangi¢ ve
agir klinik bulgularin sadece GRD boélgesinde olugan fonksiyon kaybi veya kazanimi
mutasyonlar ile ilgili olmadigi ve diger domainlerinde fonksiyonel olarak nérofibromin
proteinnin yapisinda énemli etkiye sahip oldugu diisiincesini desteklemektedir. Ancak
ileride yapilacak olan fonksiyonel ¢aligmalar bu bilgiyi destekleyecektir.

Caligmamizda saptanan ve NF1 proteininin CTD domainin etkilen bir diger mutasyon
Al8-111-4’te tespit edilmistir. Bu olguda saptanan heterozigot c.6862 dellT
(p.Ser2288Argfs*10) degisimi ilk kez bu g¢alismada saptanmis olup daha Once
literatiirde bildirilmemistir. NF1 genin 46. eksonunda bulunan bu degisimin, protein
diizeyinde 586. kodonda Serine yerine Arginine gelmesine, cergeve kaymasi ve
devaminda 10. kodonun dur sifresi alarak protein trunkasyonuna yol agmasi
beklendiginden (P.ser2288Argfs*10) patolojik bir degisim olarak degerlendirildi. NF1
tan1 kritterlerinin yan1 sira hastada; pektus karinatum, korpus kallosum’da 1X7mm

boyutunda kontrast tutmayan hamartom gibi bulgularin saptanmis olmasi bu fonksiyon
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kayb1 mutasyonunun direkt hastalikla iliski oldugunu ayrica ¢.6862 dellT mutasyonun
disinda, modifiye edici genler ve diger varyantlarin klinik bulgularin ortaya ¢ikmasinda
etkili oldugu diistincesini akla getirmektedir. NF1 ile iliskili oldugunu diistindiigiimiiz
ancak aile segregasyon analizi yapilamadigindan bu konu ile ilgili net bir sonuca
varmak giigtiir. Calismanin ileri asamasinda yapilacak olan segregasyon analizi bu
bilgiyi gli¢lendirecek ayrica literatiire yeni bir mutasyon olarak katki saglayacaktir.

Diger domainlerden farkli olarak ¢alismamizda CSRD domain yerlesimli 3 adet farkli
cergeve kaymasi varyanti saptadik. Calismamizda olgu Al4-11-3’te saptanan c.564delA
(p.-Lys189Asnfs*2) varyanri daha once literatiirde bildirilmemis ve ilk kez bu ¢alismada
saptanmustir. ¢.564delA (p.Lys189Asnfs*2 degisimi, protein diizeyinde 189. kodonda
Lysine yerine Asparagine gelmesine, gergeve kaymasina ve 2. kodonun dur sifresi
alarak protein trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden p.Lys189Asnfs*2 patolojik bir
degisim olarak degerlendirildi. Ayn1 sekilde ilk kez ¢alismamizda saptanan bir diger
variant NF1 geninin 4’iincii eksonda c¢ergeve kaymasina sebep olan (c.407delA)
(p-N136Ffs*19) varyanti olmaktadir. Olgu A27-111-3’te saptanan bu degisimin, protein
diizeyinde 136.kodonda Asparagine yerine Phenylalanine gelmesine, gergeve kaymasina
ve 19. kodonun dur sifresi alarak ayni sekilde protein trunkasyonuna yol agmasi
beklendiginden (p.N136Ffs*19) patolojik bir degisim olarak degerlendirildi. Daha 6nce
literatlirde bildirmis olan g¢er¢eve kaymasi varyanti ise Norofibromlar ve pleksiform
norofibromlar ile NF1 kesin tanili 48 yasindaki kadin olguda (A17-111-5) heterozigot
€.1756_1759 delACTA (p.Thr586valfs*18) varyantt olmaktadir. Sistein/serin
bakimindan zengin olan CSRD domaininin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte
farkli ¢aligmalar bu bdlgenin GRD'nin iizerindeki allosterik etkisini ve Ras yolaginin
diizenlemesinde indirekt etkili oldugunu ayrica cAMP'ye bagimli protein kinaz (PKA)
larin aktivitesinde rol aldigin1 diistinmektedir. Yapilan farkli ¢aligmalar proteinin CSRD
domainini etkileyen mutasyonlarin direkt hastalikla iliski oldugunu bildirmis olup (Yap
ve ark, 2016; Anastasaki ve ark, 2015; Park ve ark, 1998) ayrica ¢alismamizda CSRD
domainini etkileyen cerceve kaymasi mutasyonu olan bireylerin ortak klinik bulgular
tagityor olmasi, drnegin A17-111-5de; Norofibromlar, pleksiform ndrofibrom, cafe au
alit lekeleri, A14-11-3’te; norofibromlar café au lait lakeleri aksiller inguinal ¢illenme,
A27-111-3’te; Hipertelorizim, hipertansiyon, norofibrom, pleksiform ndrofibrom, cafe au
lait lekeleri gibi bening neoplazilerin  bulunmasi literatiir bilgisi ile uyumlu

bulunmugtur. Genel olarak  Genotip - fenotip korelasyonu, hastalik seyrinin
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Ongoriilmesi i¢cin Onemli bir bulgu olmakla birlikte g¢aligmamiz bunun daha iyi
anlasilmasina énemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir. Aragtirmamizda NF1 mutasyonlari
cogunnukla tek bir birey veya aileye 0zgii oldugundan, korelasyon esas olarak
mutasyon tiplerine gore degerlendirildi. NF1 mutasyonlar1 ¢ocukluktan sonra neredeyse
tamamen penetrasyon gosterir, ancak c¢esitli klinik bulgular1 hafif CALM'lerden geng
yasta hayat1 tehdit eden komplikasyonlara kadar degisir. Calismamizin bazi ailelerinde
NF1 hastalarda daha siddetli ulgularin sadece indeks olguda saptanmis olmasi ancak
ebeveynlerinde veya diger Kkardeslerde saptanmadigt NF1 ekspresyonunun
degiskenliginni: modifiye edici genler, epigenetik modifikasyon, postzigotik
mutasyonlar, ikinci vurus somatik mutasyon ve c¢evresel ajanlar ile agiklanmaktadir
(Yap ve ark, 2016; Anastasaki ve ark, 2015; Park ve ark, 1998).

Calismamizda Norofibromin'in ana fonksiyonel roliinii igeren ve yiiksek oranda
korunmus olan, GRD domainini etkileyen 2 farkli ¢erceve kaymasi mutasyonu tesbit

ettik. Bu mutasyonlar ilk kez bu ¢aligmada saptanmis olup literatiirde bildirilmemistir.

Cesitli deri bulgular ile klinik kesin tani alan A8-111-2 kadin olguda saptanan
€.3456_3459 delACTC degisimi ilk kez bu caligmada saptanmis olup daha Once
literatiirde bildirilmemistir. Ancak bu degisimin, protein diizeyinde 1153.kodonda
Leucine yerine Methionine gelmesine, ¢ergeve kaymasina ve 4. kodonun dur sifresi
alarak protein trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden (p.Leull53METfs*4)
patolojik bir degisim olarak degerlendirildi. 28’inci eksonda ger¢eklesen bu mutasyon
proteinin  GRD: RAS etkilesiminden ve GTP hidrolizinden sorumlu domainini
etkilemektedir. Yapilan farkli ¢alismalarda GAP ile iliskili domaindeki mutasyonlar,
RasGAP aktivitesini  etkilediginden direkt hastalikla iliskilendirmis  olup
norofibromatozis hastaligindaki mutasyonlarin bu boélgede kiimelenme gosterdigi
belirtilmistir. Ancak son yillarda yapilan farkli ¢alismalar bu bilgilerden farkli olarak,
norofibrominin  GRD disinda baska fonksiyonel domainlerinin de oldugunu ve
mutasyonlarin GDR domaininde degil GSRD bdlgesinde daha fazla bulundundugunu
gostermistir (Upadhyaya, 1998). Ayni domainde saptanan bir diger mutasyon
c.4486_4487delAA (p.K1496Nfs*12) 18 yasindaki (A23-111-1) olguda saptanmis olup
daha once literatiirde bildirilmemistir. Saptanmis olan bu degisimin, protein diizeyinde
1496. kodonda Lysine yerine Asparagine gelmesine, ¢ergeve kaymasina ve 12. kodonun

dur sifresi alarak protein trunkasyonuna yol agmasi beklendiginden (p.K1496Nfs*12)
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patolojik bir degisim olarak degerlendirildi. Calismamizda ayni domaini etkileyen
mutasyonlarin bulunmasi ayrica olgularda benzer klinik bulgarin ortaya c¢ikmasi
literatiir bilgisini desteklemektedir. Ancak bu bilgiyi kanitlamak i¢in hasta yakinlardan
biyolojik 6rnek temin ederek bu bilgiyi dogrulamak gerekmektedir.

NF1 Mikrodelesyon Sendromu

Calismamizda yeni nesil dizileme yontemi ile NF1 geninde (NM_001042492.2;
NP_001035957.1), (A3-111-2) ve (All-11l-4) ve (A19-11I-5) etkilenmis olgularda
herhangi bir patojenik variant saptanmadi. Yapilan arastirmalar, nérofibromatozis tipl
olgularmin %95’inde patojenik varyantlarin, %5’inin ise NF1 geninde olusan biiyiik
delesyon/duplikasyonlardan kaynaklandigini géstermistir. Bu nedenle etkilenmis indeks
olgulara yapilan MLPA analizinde NF1 geninde saptanan heterozigot tim gen
delesyonu literatiirde bildirilmis olup ii¢ olguda da saptanan degisim, klinik ile uyumlu
olarak degerlendirildi. Genel olarak NF1 mutasyonlarinin ¢ogu, tek baz degisimleri,
insersiyonlar1 veya delesyonlar1 seklindedir. Diger mutasyonlar, NF1’de ¢oklu ekzon
delesyonlar1 veya amplifikasyonlar ve komsu genleri de iceren mikrodelesyonlardan
kaynaklanmaktadir (Wu-Chou ve ark, 2018; Bianchessi ve ark, 2015; Cawthon ve ark,
1990). Mautner ve ark. (2010), NF1 delesyonlart ile iligkili fenotipin, tipik
norofibromatoz tip1 hastalarinda gozlenenden daha ciddi oldugu sonucuna varmislardir.
Norofibromatoz tip I (NF1) olan tiim hastalarin yaklasik % 5'inde, 17q11.2'de hem NF1
geni hem de komsu bolgelerini iceren 1.4MB’Lik biiyiik delesyonlarin oldugu
bildirilmigtir. 14 fonksiyonel genin kaybina yol agan bu delesyon tipi, NF1 tekrar
bolgeleri arasinda (NF1-REP A ve NF1-REP C) meydana gelen allelik olmayan
homolog rekombinasyon (NAHR) mekanizmasi sonucunda olusmaktadir. 1.4MB’lik
bolge kaybi en yaygin delesyon tipi olup NFI1 delesyonlarin % 60-70'ini
olusturmaktadir. Mautner ve ark. (2010) Norofibromatoz tipl mikrodelesyon sendromlu
hastalar iizerinde yaptiklar1 g¢alismada, NF1 klinik 6zelliklerine eslik eden yiiz
dismorfizmi (% 90), uzun boy (% 46), biiylik eller ve ayaklar (% 46), skolyoz (% 43),
eklem hiperfleksibilitesi (% 72), gecikmis bilissel gelisim ve / veya dgrenme gligliigii
(% 93), zeka geriligi (% 38) gibi bulgular tesbit etmistir. NF1 popiilasyonuna kiyasla,
delesyon hastalarinda pleksiform norofibromlar (% 76), subkutan nérofibromlar (% 76),
spinal ndrofibromlar (% 64) ve malign periferik sinir kilifi tiimorleri (% 21) 6nemli

Olclide artmistir ve yetigkinlerin% 50'sinde ¢ok yiiksek bir kutan6z ndrofibrom yiikii
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oldugu bildirilmigtir (1000'den fazla). Venturin ve ark. (2004) yilinda 92 hastanin
izerinde yaptiklari calismada NF1 mikrodelesyon sendromunun spesifik klinik
bulgularini en sik goriilen Ogrenme giigliigli, kardiyovaskiiler malformasyonlar ve
dismorfizm oldugunu tesbit etmislerdir (Frayling ve ark, 2018; De raedt ve ark, 2003;
Pinna ve ark, 2015; Rojnueangnit ve ark, 2015; Pasmant ve ark, 2010; Upadhyaya ve
ark, 2007).

Yapilan diger benzer caligmalarda da NF1 mikrodelesyonu saptanan hastalarda,
dismorfik yiiz bulgulari, 6grenme gii¢liigii, erken yasta yiiksek pleksiform ndrofibrom
prevalansinin arttig1, ayrica yasam boyu artmis malign periferik sinir kilifi tiimorleri
(MPNST'ler) riski dahil olmak iizere siddetli bulgulara daha yatkin olduklari
saptanmustir (Koczkowska ve ark, 2019; Kehrer-Sawatzki, 2017).

Barrea ve ark. (2017) vePasmant ve ark. (2010) tarafindan yapilan baska ¢alismalarda
NF1 geninin tamamini etkileyen genomik mikrodelesyonlar1 olan hastalarin daha
siddetli bir fenotip gelistirdikleri goriilmiistiir. Bu hastalar dismorfik 6zellikler, 6grenme
giicliigii, kardiyovaskiiler malformasyonlar, ¢ocuklukta asir1 biliylime, daha yiiksek
timor yiikii ve iyi huylu norofibromlarin erken baglangici gibi klinik 6zellikler
sergilemektedirler ve muhtemelen daha yiiksek malignite insidansina sahiptirler (Barrea

ve ark, 2017; Pasmant ve ark, 2010).

Calismamizda indeks olgulardada erken yasta siddetli ve gesitli fenotipik bulgularin
ortaya ¢ikmasi, ayrica literatiir ile uyumlu olarak benzer klinik bulgularin saptanmasi
sebebi ile yapilan array-CGH analiz sonucunda, (A3-111-2) ve (A11-111-4) ve (AL19-I1I-
5) olgularda 1.4MB’lik bir bolge delesyonu saptandi. A3-111-2’de makrosefali,
hipertelorizm, Lisch nddiilleri, nérofibrom, pleksiform norofibrom ve diger deri
bulgulart ile eslik eden hafif mikrognati, bilateral kubitus valgus, dirsekte ve
metakarpofalangeal (MKF) ve dizlerde hiper ekstansibilite ve genu recurvatum ve diger
anomalilerin (b6liim.4) tesbit edilmesi, saptanan 1.4 MB’lik bolge delsesyonu ile
uyumlu olarak degerlendiridi.

Benzer sekilde A11-111-4’te 1000’den fazla norofibromlarin yan sira lisch nddiilleri ve
makrosefali, kalp hastaligi ve hipertansiyon gibi diger bulgulrin Saptanmasi ayrica
(A19-111-5)’de diger klinik bulgularin yanisira malign mezenkimal timér Oykiisiiniin

oldugu literatiir ile uyumlu olarak degerlendirildi. Her ii¢ ailede de etkilenmis olgularda
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aynt bolge delesyonun saptanmasi mutasyonun hastalikla isigkili oldugu bilgisini
desteklemektedir.

Kayes ve ark. (1994) tarafindan yapilan ¢alismada bu hastalikta meydana gelen bazi
bulgularin, NF1 geninin intronunda bulunan EVI2A, EVI2B, ve OMG genlerinde
meydana gelen haployetersizlikten kaynaklandigini diisiindiirmektedir. OMG ve / veya
CDKS5R1 genleri’nin haployetersizliginin, 6grenme giicliiglinde rol oynadigi tesbit
edilmistir, ayrica kardiyovaskiiler malformasyonlar ile ilgili olarak, sadece JJAZI
(SUZ12) ve CENTA2 (ADAP2) genleri, kalpte anlamli bir sekilde ifade edilmeleri
nedeniyle aday genler olarak kabul edilmistir. Kehrer-Sawatzki ve ark. (2004)
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada, NF1 mikrodelesyonlari olan hastalarda beyin
yapilarinda yiiksek oranda ifade edilen JJAZ1 geninin tiimiiyle fonksiyon kaybina
ugramasinin, zihinsel bozulmaya neden olabilecegi ifade edilmistir. Venturin ve ark.
(2014), zebra baligt embriyolarinda yaptiklari ¢alismada, NFI1 mikrodelesyon
hastalarinda kardiyovaskiiler malformasyonlarin ortaya c¢ikmasinin ADAP2 geninde
meydana gelen haployetersizlikten kaynaklandigini ileri stirmiiglerdir. Calismamizda
1.4MB’lik bodlgenin i¢cinde bulunan benzer genlerde meydana gelen fonksiyon kaybinin
mutasyonudan kaynaklanan 6grenme giicliigii ve kardiyovaskiiler malformasyonlar ile

iliskili oldugu diistiniildii ve literatiir ile uyumlu bulundu (Venturin ve ark, 2014).

Calismamizda (A12-111-1) ve (A26-111-1)’te yeni nesil dizileme yontemi ile NF1
geninde (NM_001042492.2; NP _001035957.1) [hgl9] herhangi bir degisim
saptanmadi. Yapilan arastirmalara dayanarak NF1 klinigi yansitan ancak herhangibir
mutasyon saptanmayan olgularin %0.5’inin biiyiik Del\Dup’lardan kaynaklandigi
bildirilmis oldugundan ¢alismamizda NF1 tani kriterleri olarak yalnizca deri bulgulari
ile seyreden bu iki olguda yapilan MLPA anliz sonucuda normal olarak degerlendirildi.
Calismamizda norofibromatosiz tipl klinigini yansitan ancak herhangi bir patojenik
degisim saptanmayan bu olgularda mozaisizm olabilecegi diisiiniildii. Bu amagla
yapilacak olan daha genis kapsam ve derinlikte dizileme ile, fenotipi etkileyen birgok
gen/genlerin ve derin intronik bdlgelerin taranabilecegi ve olast bir mozaisizmin

saptanabilecegini diisiiniiyoruz.

NF1 klinik tanili  (A10-11-3) olguda yeni nesil dizileme ile NF1 geninde
(NM_001042492.2; NP_001035957.1) herhangi bir patojenik varyant saptanmadi.

Indeks olguda nérofibrom ve aksiller gillenme bulgulari ile eslik eden ksantelezma,
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yiiksek damak, hafif belirgin/one doniik ve up-lifted kulaklar ve diiz heliksler gibi
dismorfik ozellikler nedeni ile hastada NF1 gen delesyon/duplikasyon analizi yapildi,
ancak indekse ait MLPA analiz sonucu normal olarak degerlendirildi. Ancak Iindeks
olgunun kizinda, (A10-111-2)’de dis merkezde yapilan yeni nesil dizileme ile NF1
geninde (NM_000267; NP_000258) ¢.2033dupC (p.1le679aspfs*21)[hg19] heterozigot
degisimi saptandi. Saptanan bu degisim daha Once norofibromatozis’de c¢ergeve
kaymasina yol acan bir mutasyon olarak bildirilmis olup klinik ile uyumluluk
gostermektydi (Tsipi ve ark, 2018; LaDuca ve ark, 2017; Heim ve ark, 1995). Olgunun
kizinda saptanan c¢ergeve kaymasi mutasyonunun yanisira indeks olguda
norofibromatosiz‘e iliskin klinik 06zelliklerden dolayr bu arastirmanin bir diger
asamasinda indeks olguda derin dizileme ve farkli dokulardan 6rnek alarak mozaisizm
durumunun degerlendirilmesi planlandi.

Calismamizda saptanan varyantlarin tipi ve orant goz Oniine alindiginda, YND, Sanger
dizileme, MLPA ve array-CGH yontemlerinin algoritmik olarak kullanildiginda NF1
tanisinin %94 oraninda konabilecegi sOylenebilir. Mutasyon saptadigimiz indeks
olgularimizda, saptanan mutasyonun tipine gore Sanger dizileme, MLPA veya array-
CGH yontemi ileride, indeksin ailesinde tarama yapilabilecek veya prenatal
/preimplantasyon genetik tan1 amaciyla miimkiin olabilecektir.

Norofibromatozis sendromu tani kriterlerini karsilayan olgularda NF1 geninde
mutasyon saptama oraninin literatiirde kullanilan tekniklere ve doku kaynagina bagh
olarak % 60 ila % 95 arasinda genis bir aralifa yayilmasi, sendromun genetik
heterojenitesini, sendrom ile iliskili heniiz olasi tanimlanmamis yeni gen/genlerin, derin
intronik bolgelerdeki varyantlarin varligini ya da mozaisizmi diistindiirmektedir
(Frayling ve ark, 2018; Upadhyaya ve ark, 2010; Messiaen ve ark, 2000) . Gelecekte,
tan1 kriterleri pozitif olan ancak NF1geni mutasyonu negatif olgularda, kirpilma
hatasina yol acan derin intronik mutasyonlarin ve regiilatér bdlge mutasyonlarinin
arastirilmasi, tim ekzom dizileme, tim genom dizileme gibi daha ileri molekiiler
caligmalarla yeni mutasyonlarin ve yeni genlerin belirlenmesinde onemli bir kaynak
olusturacaktir. Norofibromatozis tipl klinik tanist ile iligkili NF1 geninin yeni nesil
dizileme, Sanger dizileme, MLPA ve array-CGH yontemi ile analiz edildigi
caligmamizda, kullanilan tekniklerde 3 olguda mutasyon saptanmadi (Tablo 4.2).
Mutasyon saptanmayan olgular, klinik bulgular agisindan degerlendirildiginde; 3 olgu
(NF1-10, NF1-12, NF1-26) NF1 tani kriterleri ile uyumlu idi. Yeni nesil dizileme ile
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tasarladigimiz ¢aligmamizda doku biopsisi yer almadigindan bu hastalarda mozaiklik
durumu arastirilamadi. Ancak, bir sonraki asamada, olgu serimizde yer alan
Norofibromatozis ile uyumlu 3 olguda mozaiklik durumu arastirilacaktir. NF1
genindeki mutasyonlarin mozaik durumunu yapilacak ¢alismalarla  kesinlik
kazandiginda, bu gruptaki olgularin molekiiler tanisina katki saglanacaktir. Olgu NF1-
16; Norofibromatozis sendromuna eslik eden konjenital kalp anomalileri, vertebral
anomaliler, fasiyal asimetri bulgular ile klinik olarak Watson sendromu fenotipi ile
uyumlu bulundu. Norofibromatozis ile eslik eden ek malformasyonlarin gozlendigi 3
olgumuzda (NF1-3, NF1-11, NF1-19) NF1 geni ile birlikte 23 geni igeren 1.4 MB’lik
delesyon tipinde mutasyon saptandi. Bu galismadan elde edilen sonuglar, olgularin
tanisina  katki saglamistir ve aymi zamanda genotip-fenotip korelasyonunun

aciklanmasinda 6nemli bilgiler vermistir.

Ozetle, calismamizda yer alan 27 aileden etkilenmis 39 olgu Klinik esliginde
degerlendirildiginde; 27 ailenin 24’tiinde Tip 1 Norofibromatozis klinik tanisi, yeni nesil
dizileme, MLPA vearray-CGH yontemi ile molekiiler olarak dogrulandi. Mutasyon
saptanmayan 3 olgu ileri molekiiler projeler i¢in degerli bir kohort olusturdu.
Calismamizda cogunlukla inaktive edici veya gilidiik protein liretimine sebep olan
mutasyonlar gozlenirken, daha az siklikta missens mutasyonlarin goriilmesi literatiir ile
uyumlu bulundu (Frayling ve ark, 2018; Griffiths ve ark, 2007; Messiaen ve ark, 2000).
Caligmamizda NF1 geninin tamamini etkileyen genomik mikrodelesyonlari olan
hastalarin daha siddetli bir fenotip gosterdikleri literatiir ile uyumlu bulundu (Barrea ve
ark, 2017; Pasmant ve ark, 2010). Bu ¢aligmanin zayif yonleri, kisitli hasta sayisi, ayni
mutasyonu paylasan hasta sayisinin azligi, az sayida patojenik varyasyonlarinin olmasi
ve ortak klinik bulgulart paylasan bireylerin diisik sayida olmasindan
kaynaklanmaktadir. Diger bir¢ok ¢alismanin bulgularina benzer sekilde NF1'in ortak
klinik 6zellikleri i¢in genotip-fenotip korelasyonu net olarak bilinmesede, elde ettigimiz
bulgularin Tiirk toplumunda Tip 1 Norofibromatozis genetigine iliskin halen sinirli olan

bilgilere katki sagladigini diigiiniiyoruz.
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HAM VERILER

Calismada kullanilan primer dizileri.

Primer Bolge Dizi Mer | Tm Uriin
(be)

NF1-F1 Ekzon1l | 5’- 26 67.1 700
ACGGTCCAGAGGAGTTAGATGACGT
C-3

NF1-R1 Ekzonl | 5’- 25 69.8 700
TCCCTTCCTTTCCTCCAGAGCCTGA -
3 b

NF1-F4 Ekzon4 | 5°-CAG GGG GAT TGAACTTTAATT | 27 63 730
GTG ATT -3’

NF1-R4 Ekzon4 | 5>-CAT TCATAACAG TGC TCT TAT | 30 62.6 730
TTAATT GCA -3’

NF1-F5 Ekzon5 | 5>-CTG TTG AAT TCAGAATTT AGG | 30 65.4 598
GAT ACC CGA -3’

NF1-R5 Ekzon5 | 5>-ATCCAGTTT GGT GTT CTAGTT 28 66.9 598

CAG CACA -3

NF1-F11 | Ekzon 11 | 5>-AGA GAT TAATAG GTTCACTTT |28 61.7 885
TATCGGT -3’

NF1-R11 | Ekzon 11 | 5>-TCA GAC AGA GTT GAAGGT TTC | 25 65.2 885
GCAA-3

NF1-F14 | Ekzon 14 | 5>-CGT CCAGCC TAG TTC TAG AAC |28 64.6 370
ATT GTT -3°

NF1-R14 | Ekzon 14 | 5’-ATT TCC AGA AAT GAC ATCTAC |31 65 370

CTIGTTACTCA -

NF1-F19 | Ekzon 19 | 5>-ATAGTG AAG TTT TAC AAACAT |30 63.8 396
TGG CGT ATG -3’

NF1-R19 | Ekzon 19 | 5>-TAT GTAACA AGA GGC TTC CAA | 28 63.6 396
ATT GAG G -3’

NF1-F21 | Ekzon 21 | 5>-GAA ATT TGA CAC TCG GCT GAT | 30 63 942
TAT ATT AGT -3

NF1-R21 | Ekzon 21 | 5°-CTA AAC ACA CAG AGT AAG TGC | 27 65 942
ACCCAC-¥»

NF1-F23 | Ekzon 23 | 5-TGA CAG TAA GGT AGC CAG AAG | 28 65.3 383
TIGTGTA-¥

NF1-R23 | Ekzon 23 | 5>-CTC CTT TCT ACC AAT AACCGC |31 64.8 383
ATATCT ACT C-3°

NF1-F26 | Ekzon 26 | 5>-ATAGCA CACTTC ATAATAAGC |28 65.3 523
CACCCTG-¥

NF1-R26 | Ekzon 26 | 5>-TCAGAACTT CCATAAATGTAG |31 65.3 523
CTCTTGTCT G-3

NF1-F34 | Ekzon 34 | 5°-TCA GAG CCT ACT TTG AAGCTG | 27 67.8 411
AAG CCG -3

NF1-R34 | Ekzon34 | 5°-TTT AAACGG AGAGTG TTCACT | 30 66.2 411
ATCCCCATG-¥

NF1-F36 | Ekzon 36 | 5>-TCATAC CAT TTATGATAAACT |28 59 582
TCCATAA-3

NF1-R36 | Ekzon 36 | 5>-CTT GCC ATC TCT CTATAT TTG 29 61 582
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CTATAATT -3

NF1-F37 | Ekzon 37 | 5>-CCACTGTTTTCTTCCTTT CTT 28 64.3 611
GACTCAT-¥»

NF1-R37 | Ekzon 37 | 5>-AGT TTC TGT TGT TCATGC TCT 28 65.6 611
ATGTGCT -3’

NF1-F38 | Ekzon38 | 5>-TAAATG GCATAGTGTTTTGTT | 29 65.6 560
TGGTTGGT -3’

NF1-R38 | Ekzon 38 | 5’-CTT CCA ATT TAC AAT ATT AAG | 32 64.5 560
GTA GAG GCT GT -3°

NF1-F40 | Ekzon 40 | 5-GAA AGG ACT AAA ATG GAG 30 63 495
GAA AAT AAG ACA -3°

NF1-R40 | Ekzon40 | 5>-ATATGT GCA CAA AGG AGATAC |31 62 495
TAG ATAAATA-3

NF1-F53 | Ekzon53 | 5>-GTAGCC AAAACTTTT GTG TAG | 29 65 419
GCG AAT AG -3’

NF1-R53 | Ekzon53 | 5>-TAT CTG TTT GGG TGA GAAGTA | 30 65.6 410

GAA GACTGT -3’




Hasta takip formu

Olgu No:

Ad-Soyad:
Protokol No:
D.T/ yasi:
DNA No:
Cinsiyet:
Adres bilgileri:

Tel:

FORMLAR

T.C.
1.U. istanbul Tip Fakiiltesi
¢ Hastaliklar1 Anabilim Dah
Tibbi Genetik Bilim Dah

Neurofibromatosis Tip 1

Muayene Formu

Tarih:

138

Ozgecmis:

Soygecmis:
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Oykii:

Aile agaci

Fizik muayene:

Bas gevresi: Tartt: Boy:

BAS VE BOYUN

Kafa

- Makroeksefali

- Sfenoid displazi
gozler
- Lisch nodiilleri (iris hamartomalar)

- Glokom {ICD10CM:H40.9,H40-H42,H40}

- Hipertelorizm
- Arka kutupta hiperreflektif koroid lekeleri

KALP-DAMAR
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damar

- Renal arter stenozu
- Hipertansiyon {ICD9CM:401-405.99,997.91}

ISKELET

Omurga

- Skolyoz

- Spina bifida

Uzuvlar

- psddoartroz

- Uzun kemik korteksinde incelme

- Yerel asir1 kemik biiytimesi

CILT, TIRNILAR & SAC
cilt

- Norofibromlar

- Pleksiform norofibrom
- Cafe-au-lait lekeleri

- Aksiller ¢iller

- Inguinal ¢illenme

NOROLOJIK

Merkezi sinir sistemi

- Ogrenme giicliikleri (% 30)
- Mental retardasyon, hafif (% 10)
- Akuaduktal darlik

- Hidrosefali
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Neoplazi

- Optik glioma

- Meningioma

- Hipotalamik timor

- Norofibrosarkom

- Rabdomiyosarkom

- Duodenal karsinoid
- Somatostatinoma

- Paratiroid adenomu
- Feokromasitoma

- Pilositik astrositoma
- Malign periferik sinir kilifi timorleri

- MSS de dahil olmak iizere baska lokalizasyonlardacogul tiimorler

Ek tetkikler:

Pozitif bulgular:

TANI:

Molekiiler analizler:
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Aydinlatilmis onam formu

T.C.
ISTANBUL UNiVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
IC HASTALIKLARI ANABILIiM DALI
TIBBi GENETIK BiLiM DALI

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU (BGOF)

GENETIK ARASTIRMALAR ICIiN BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU

Arastirmanin Adiz NOROFIBROMATOZIS TIP1 OLGULARINDA NF1 GEN
MUTASYONLARININ YENI NESIL DiZILEME TEKNOLOJISI ILE
ARASTIRILMASI

Genetik Arastirma icin Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formunu okuyup anladiktan
sonra aragtirmaya dahil olma karar1 verirseniz formu liitfen imzalayiniz.

Arastirmanin konusu:

Neurofibromatosis Tip 1 (NF1) kalitsal bir hastaliktir. NF1 genindeki mutasyon
(degisim) sonucu gelismektedir.  Mutasyona ugramis gen kusaktan kusaga
aktarilabilir veya baz1 olgularda gende yeni bir mutasyon gelismesi sonucu
olusmaktadir. NF1 tanis1 konmus bir kisinin ¢ocuguna bu hastalig1 gecirme olasiligi
% 50 dir.

Bu hastalikta kemik, yumusak doku, deri ve sinir sistemi etkilenmektedir.
Neurofibromatozis hastalig1 yaklasik ii¢ bin kisiden birin de goriilmektedir. (1/3000)
. Bu hastalikta deride 6 oval acik kahve renkli lekeler, ¢cok sayida deriden kabarik
veya derine inen tiimorler, kasik gibi kivrim boélgelerde ¢iller ve goziin iris
tabakasindaki kiigiik nodiiller goriilmektedir. Hastaligin yayilimi ve siddeti kisiden
kiseye degisebilirken, ayni ailedeki bireyler arasinda da degisebilir. Hastalarda
kanser riski tasimayan yiizeyel yumusak deri tiimoérleri , derinin dermis denen orta
tabakasinda lokal agriya yol acan tiimdrler , sirttaki sinir koklerine kadar ilerleyen
genis timor ag1 , derinin tiim tabakalarini , kaslari, kemikleri ve kan danmarlarini
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tutan timorler gorilebilir. NF1'in deri tutulumunun siddeti, hastaligin sistemik
bulgulari ve siddetini gostermez. Bu bulgularin yan1 sira diz ve dirseklerin
altindaki uzun kemiklerde sekil bozuklugu ve omurga egriligi , bilyiime hormonu
eksikligi ve boy kisaligi , 6grenme giicliigii , konusma , isitme ve davranis
bozukluklari, , gdz sinirindeki tiimorlerin yol agatigi gérme kaybi, yiiksek tansiyon
ve damar anomalileri , beyin ve omurilikte olusan tiimorler, artmis epilepsi riski ,
sindirim sisteminde kanama ve tikanmaya neden olan tiimorler gibi viicudun ¢esitli
boliimlerinde problemler goriilebilir.

e NFI1'deki tiimorlerin cogu iyi huyludur. Fakat bu iyi huylu tiimdrlerin asir1 biiytimesi
yasamsal fonksiyonlari etkileye bilmektedir. NF1 li hastalarin % 3-15 inde kanser
gelisme riski vardir. Bunlar arasinda sinir kiliflarindan kotii huylu periferik sinir
kilifi timoreri, bobrek iiztli bezinden gelisen tiimorler, ¢ocukluk ¢caginda goriilebilen
l6semiler sayilabilir. NF1’de tedavinin temel amaci hastaligin gelisimini izlemek ve
gerekli oldugunda miidahale ve takip etmektir. Hastaligin tedavisi ve semptomatik
sorunlarin giderilmesi i¢in multi disipliner yaklagim gereklidir.

e Neurofibromlar agr1 olusturduklar1 veya c¢ok biiyiidiikleri zaman kanser riskini ve
diger komplikasyonlari engellemek i¢in cerrahi olarak ¢ikartilirlar.

Arastirmanin Amaci.

Norofibromatozis Tip 1’den sorumlu NF1 genindeki mutasyonlar, yeni varyasyonlarin
tanimlanmast  amaciyla yapilacak arastirmalar icin sizden kan Orne§i almamiz
gerekmektedir. Bu ¢alismada Tirk toplumundaki mutasyonlarin &zellikleri ve
genotip/fenotip iliskisi arastirilacaktir.

Yapilacak islemin tanimi ve izlenecek yontem:

Aragtirmanin amact hastaya yukarida belirtilen Neurofibromatosis Tip 1 (NF1)
hastaliga yol acan genetik faktorleri tanimlamaktir. Bu arastirma Prof. Dr. KIVANC
CEFLE tarafindan yiiriitiillecektir. Su ana kadar yapilan arastirmalar, bu hastaliga
genetik faktorlerin yol agtigimi diisiindiirmektedir. Hastaliga neden olan  gendeki
mutasyonlar, yeni varyasyonlarin tanimlanmasi amaciyla yapilacak arastirmalar i¢in
sizden kan 6rnegi almamiz gerekmektedir. Bu calisma i¢in sizden alinan kan 6rnekleri
her hangi bir baska ¢alismada kullanilmayacaktir.

Bu c¢alismada NOROFIBROMATOZIS TIP1 tanist konmus 20 bireyeden EDTA’l1
tiipde sadece 6 ml periferik kan 6rnegi alinip DNA izolasyonu yapilacaktir . Alinan kan

orneklerinde dizileme yontemi ile , NF1 geni arastirilacaktir.

Olas:1 riskler ve faydalar :

e Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:
e (1) igne-batmasina bagli olarak az bir ac1 duyulmast.
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e (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelismesi durumu.

e Bu olasi risklerin giderilmesi i¢in kan 6rnegini almadan dnce deri dezenfeksiyonu
yapan etanol gibi kimyasallar, gazli pedler, yara bandi ve tek kullanimlik siringalar
hazir bulundurulacaktir.

e Olas1 faydalar : Bu arastirmanin amaci sizde saptanan her hangi bir anomalinin
daha detayli aragtirmak ve genotip-fenotip iligkileri {izerine yapilan ¢aligmalara
katk1 saglamasi, genetik danismada, hastalarin klinik takip ve prognozu konusunda
sizin yarariniza verilecek bilgiler edinilmesi beklenmektedir.

e Diger secenekler:

Elde edilen oOrnekler mevcut c¢alisma disinda baska bir arastirma igin
kullanilmayacaktir.

Calismamiza katilan goniillii uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle
karsilagmayacaktir.

Bu arastirmada hastanin higbir sekilde hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayacaktir
ve tim sorumluluk arastiriciya aittir. Arastirmaya katilan goniillii istegi tizerine mali ve
hukuki yiikiimliiliik olmaksizin ¢alismadan ayrilabilir.

Arastirmaya katilan goniilliiniin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir.

Bu arastirma i¢in goniilliiden herhangi bir ticret talep edilmeyecektir.

Calismaya katilma zorunlulugunuz bulunmamaktadir.

Calismaya katilmay1 kabul etmemeniz halinde gelecekteki takip ve tedavinizin
olumsuz sekilde etkilenmesi s6z konusu degildir.

Arastirmaya katilim siireci yalnizca kan 6rneginin alinmasi ile siirlidir.

Arastirmanin  kabul kriterlerine uyum saglamadigimiz takdirde calismadan
c¢ikarilabilirsiniz.

e Bu sekilde arastirma sonucunda elde edilen 6nemli bir bilgi oldugunda tarafiniza
bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi 6grenmemek sizin  hakkimizdir. Arastirma
neticesinde elde edilecek sonuglarla wuluslararas1 diizeyde yaymlanabilecek,
hastaliginiza agiklik getirecek veriler elde edilebilir. Bu incelemelerin esas amaci
sizde/aile bireyinizde saptanan anomalinin daha detayli arastirmak ve genotip-
fenotip iliskisinin anlagilmasina yardime olacak bilgilere ulagsmaktir.

ikinci boéliim: (Katiimcinin/Hastamin Beyany) (bu bolim hazirlanan géniillii olur
formunun sonuna eklenmelidir)

o istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, IC HASTALIKLARI ANABILIM DALI TIBBI
GENETIK BILIM DALI Laboratuvarm’da tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek
bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Verilen bilgilerden sonra bu
arastirmaya katilimci olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya dahil olursam hekim ile aramda kalmasi gereken bilgilerimin
gizliligine bu arastirma sirasinda ve sonrasinda saygi ile yaklasilacagina inaniyorum.
Arastirma verileri bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin 6zen ile
korunacagi konusunda bana yeterli glivence saglanda.
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Calismanin  yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir neden  goéstermeden c¢alismadan
cikabilirim. Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi Onceden bildirilmesi gerektiginin bilincindeyim. Ayrica tibbi durumuma
zarar verilmeme nedeniyle aragtirmaci tarafindan arastirmadan ¢ikarilabilirim.

Calismanin maddi kismiyla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum .Bu
calismada herhangi bir 6deme yapilmayacagina biliyorum.

. Arastirma sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi dair gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi islemlerle ilgili olarak da herhangi bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, tibbi
Biyolog Shahrashoub SHARIFI’1, Istanbul iiniversitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi
Yerleskesi, Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 A.D. Tibbi
Genetik B.D, Capa-Fatih Istanbul adresinden ulagabilecegimi biliyorum.

. Bu calismaya katilmak zorunda olmayip ve c¢alismaya katilmayabilirim.
Calismaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasmadim. Calismay1 kabul
etmemem durumunda hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de
biliyorum.

Yapilmis olan agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunup ve kendi basima diisiinme
sonucunda adi1 gecen bu arastirma projesinde katilimci olarak yer alma kararini aldim.

Bu konuda yapilan daveti goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.
Imzal1 bu formun bir kopyas1 bana verilecektir.

GONULLU ONAY FORMU

Yukarida, goniilliiye arastirma oncesinde verilmesi gereken bilgileri okudum. Calisma
hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik
arastirmaya kendi rizamla hig¢bir baski olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
Goniilliinin;

Adi-soyadi:

Imzasi:

Telefon no:
Adresi:

Tarih:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin
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Adi-soyadi:  Tibbi Biyolog Shahrashoub SHARIFI
Imzas1:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gérevlisinin
Adi-soyadi: Prof. Dr. Kivang CEFLE
Imzast:
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ETiK KURUL KARARI

T.C.
isTAMNBUL UNIVERSITESI
- ISTANBUL TIP FAKOLTES|
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayl : §28 Tarih : 30.06. 2047
Honu; Pred, Or. Kivang QEFLE b

Sayin Prod, Dr. Kivang QEFLE
kg Hastaliklan Anabilim Dal

g : lip Hastahklar Anakilin Dalinen 09/06/2047 giin ve 218845 sayd yans:

Serumiu araghnahgn Ostiendiginiz ve Shahrashoub SHARIFI nin yirdlecegi 2017537 dosys numarak
"Manofbromatozis TIPY Olgulannda NF1 Gan Mutssyonlaninin Yeni Mesil Dizilema Teknoicjisl e Araginimas”
Dagikh gakgma kurdlumuzun 2305017 gin we 12 sanl foplantisnda porigiiemk etk yonden uygun bubenmus
oiup, tutanaklar ekbe sunulmastur,

Bilgilerinizi rica ederim.

e

Fraf. Dr. A, RESN
Istantul Tip Fakfiltesi Kiinik Aragtemalar
Etik Hurusl Bagkani

EkI: lstambul Tip Fakbliesi Klink Aragtrmalan Ebk Eundy Kasr Formu
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