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Yiiksek Lisans Tezi

Norofibromatozis Tip 1 Geninde Belirlenen Kirpilma Bolgesi Varyasyonlarinin RNA
Diizeyindeki Etkilerinin Arastirilmasi

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Norofibromatozis tip 1, Norofibromin 1 (NF1) timdr baskilayici geni iizerinde
gerceklesen mutasyonlarin sebep oldugu, otozomal dominant kalitilan bir tiimor yatkinlik
sendromudur. Noérofibromatozis tip 1'in ortalama kiiresel prevalans1 1/ 3.000’dir. Biitiin
etnik gruplarda goriilebilen bu rahatsizlik siklikla dermatolojik, ortopedik, merkezi ve

periferik sinir sitemlerini etkileyen multisistemik bir hastaliktir.

Bu calisma kapsaminda, Trakya Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi’nde DNA’dan yapilan analizlerde NF1 geni
kirpilma bolgesi varyasyonlart tespit edilmis dort NF1 olgusunun genomik DNA’da
belirlenen varyasyonlarinin RNA diizeyindeki sonuglarinin, olgulara ait iki farkli dokuda
iki farkli Yeni Nesil Dizi Analizi yaklagimi ve Sanger sekans ile karsilagtirmali olarak
analizi gerceklestirilmis, ayn1 zamanda, olgularin ve saglikli kontrollerin cilt biyopsisi ve
kan dokularma ait transkriptom verileri karsilastirilarak ndérofibromatozisle iliskili
olabilecek gen ekspresyon farkliliklari aragtirilmistir. Calismamizda, daha 6nce herhangi
bir ¢alismada RNA diizeyindeki etkisi bildirilmemis (NF1): ¢.730+2T>G varyasyonun
cergeve kaymasi sonucu erken dur kodonu olusumuna neden oldugu iki farkli dokuda ilk
olarak gosterilmistir. Literatiirde daha once kan dokusundan izole edilen RNA’da
€.7970+4_7970+7del sonucu erken terminasyona neden oldugu bildirilen
varyasyonunun, ayni mutasyonu tasiyan olgumuzda, iki farkli dokuda farkli sonuglara
neden oldugu; olgumuzun cilt biyopsisinde 54. ekzonun atlanmasi sonucu erken dur
kodonu olusturdugu ancak kandan izole edilen RNA’da az sayida transkriptte iki ekzonun
atlanarak takip eden intronun kismen dahil edildigi ek bir alternatif kirpilmaya neden

oldugu ilk kez gosterilmistir. Calismamiz kapsaminda, olgu ve kontrollere ait tim



transkriptom verilerinin karsilastirilmas: sonucunda, cilt biyopsilerinde melanin
biyosentezi ile ilgili 6nemli bir yolak olan L-dopakrom yolagi elemanlarinin transkript
diizeylerinin anlamli farkliliklar gosterdigi (p<0.05), mRNA translasyonunda stresle
iliskili sinyallerin islenmesinde gorev alan EIF2 sinyal yolagininin olgularda, kontrollere

oranla anlamli diizeyde aktive oldugu yapilan kanonik yolak analizleri ile belirlenmistir.

Baglangi¢ materyali olarak DNA yerine RNA’nin kullanildig1 genetik analiz
algoritmalar1 tiim diinyada rutin uygulamalarda heniliz tam anlamiyla optimize olmus
degildir. Yaptigimiz ¢alismada, tiim transkriptom analizlerinde NF1 geni transkript
diizeylerinin kontrollere gére anlamli oranda diisiis gosterdigi ve bu nedenle, olgularin
klinik bilgileri ile birlikte degerlendirildiginde RNA’dan tanitya gidilmesi halinde
Norofibromatozis Tip 1 tanisi i¢in yonlendirici olabilecegi goriilmiistiir. Ancak, NF1,
genel olarak diisiik diizeyde ifade edilen bir gen oldugu i¢in tiim ekzonlarda yiiksek
derinlikli okumalarin elde edilmesi, tiim transkriptom verileri igerisinde miimkiin
olmamis, kirpilma bolgesi mutasyonunun olusturdugu yeni transkriptin tam olarak
karakterizasyonu icin RNA’nin hedefli Yeni Nesil Dizi Analizi ve Sanger ile
dizilenmesinin daha belirleyici oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, olgu ve kontroller
arasinda transkriptom verilerinin karsilastirilmasinin hedeflenebilir yolaklar ve molekiiler
patolojik mekanizmalar ile ilgili 6nemli bilgiler sagladigi, Norofibromatois Tip 1
hastaligina neden olan kirpilma bdlgesi varyasyonlar1 6zelinde gosterilmistir. Bu pilot
caligma, saglikli goniilliilere ait cilt biyopsisi ve kan 6rneklerinden izole edilen RNA
kiitiiphanelerinin masif paralel sekanslanmasi ile elde edilen transkriptom verilerinin,
merkezimizin ileriki RNA temelli ¢alismalari i¢in altyapi olusturmasi bakimindan da

Onem arz etmektedir.
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ABSTRACT

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is an autosomal dominant tumor predisposition
syndrome caused by mutations in the neurofibromin 1 (NF1) tumor suppressor gene. The
average global prevalence of neurofibromatosis type 1 is 1 in 3.000. This condition, which
can occur in all ethnic groups, is a multisystemic disease that often affects the
dermatological, orthopedic, central, and peripheral nervous systems.

In this study, the genomic DNA of four NF1 cases with identified NF1 gene
splicing region variations was analyzed using two different Next-Generation Sequencing
approaches and Sanger sequencing. The results of these variations at the RNA level were
compared in two different tissues from the cases. Additionally, gene expression
differences that may be associated with neurofibromatosis were investigated by
comparing the transcriptome data of the cases and healthy controls from skin biopsies and
blood tissues. In our study, it was first demonstrated that the ¢.730+2T>G variation in the
NF1 gene resulted in a frameshift and premature stop codon formation at the RNA level
in two different tissues, which has not been reported previously at the RNA level in any
study. The ¢.7970+4_7970+7del variation, previously reported to cause premature
termination in RNA sample isolated from blood tissue, was shown to have different
outcomes in two different tissues in our case carrying the same mutation. In the skin
biopsy of our case, it led to the formation of a premature stop codon by skipping exon 54,
but in RNA isolated from blood, it caused an additional alternative splicing where the
subsequent exon was partially included after skipping the two exons, which was shown
for the first time. In our study, when all transcriptome data of the cases and controls were

compared, significant differences in the transcript levels of elements in the L-dopachrome
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pathway, an important pathway related to melanin biosynthesis in skin biopsies, were
observed (p<0.05). Canonical pathway analysis determined that the EIF2 signaling
pathway, involved in processing stress-related signals in mRNA translation, was

significantly activated in the cases compared to the controls.

Genetic analysis algorithms that use RNA instead of DNA as the starting material
have not yet been fully optimized in routine applications worldwide. In our study,
significant decreases in NF1 gene transcript levels compared to controls were observed
in all transcriptome analyses. Therefore, when evaluated together with the clinical
information of the cases, it was observed that RNA-based diagnosis could be guiding for
the diagnosis of neurofibromatosis type 1. However, since NF1 is generally a lowly
expressed gene, obtaining high-depth reads in all exons was not possible within whole
transcriptome data. It was found that targeted Next-Generation Sequencing and Sanger
sequencing of RNA were more conclusive for the full characterization of the novel
transcript created by the aplicing region mutation. Nevertheless, comparing transcriptome
data between cases and controls provided important information about targeted pathways
and molecular pathological mechanisms, specifically regarding splicing region variations
causing Neurofibromatosis type 1. This pilot study is also important for establishing
backgroundfor our center's future RNA-based studies, as it involves the massive parallel
sequencing of RNA libraries isolated from skin biopsies and blood samples of healthy

volunteers.
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Norofibromatozis tip 1 (NF1, # 162200), ¢oklu organ sistemlerini etkileyen ve ¢ok
cesitli Klinik bulgularin gériildiigii otozomal dominant bir hastaliktir. Norofibromatozis
tip 1'de norofibromlar, pigment anormallikleri, diisiik dereceli gliomalar ve iskelet

displazileri goriilebilmektedir (Gutmann vd., 2017).

NF1, dinya c¢apinda 2500-3000 kiside bir meydana gelen en yaygin
norofibromatozis durumudur ve ayni zamanda otozomal dominant kalitilan bir kansere
yatkinlik sendromudur. Ancak NF1 olgularinin yaklasik yarisi, bilinen NF1 aile dykiisii
olmayan de novo olgulardir (Cimino & Gutmann, 2018). Bu tam penetran Mendelyan
bozukluk, hem tani kriterlerinin sayis1 hem de komplikasyonlarin meydana gelmesi
acisindan aile iginde degisken klinik ifade ile karakterizedir. NF1 tani kriterlerinin ve NF1
klinik  degiskenliginin altinda yatan mekanizmalar, muhtemelen karmagsik

fizyopatolojinin ve ¢oklu faktorlerin katilimi nedeniyle tam olarak anlasilamamistir

(Sabbagh vd., 2013).

NF1 geni, hastalikla iliskili kirpilma mutasyonlarinin sikliginin %20 ile %50
arasmda oldugu bir gen olarak ortaya ¢ikmaktadir (Elisabet Ars vd., 2000). insan Gen
Mutasyon Veritabaninda (HGMD; http://www.hgmd.org), NF1 geni i¢in listelenen 3303
mutasyondan 468 tanesi kirpilma ile ilgili mutasyonlardir. Missense, nonsense ve hatta
sessiz mutasyonlarin birgogu da kirpilma siirecini etkileyebileceginden, bu sayinin

gercekte daha fazla olmasi muhtemeldir.

Dizi analizinde yeni nesil teknolojilerin giderek daha ¢ok merkez tarafindan
erisilebilir olmasi ile birlikte genetik hastaliklarin tanisinda tiim ekzom ve tim genom
dizi analizleri rutin pratikte siklikla kullanilir hale gelmeye baslamistir. Ancak bu

biitiinciil yaklagimlarla birlikte bile, nadir genetik hastaliklarda tan1 oran1 %50’lerde



kalmaktadir. Yapilan c¢alismalar, hastalik tiirii ve ¢alisilan dokuya bagli olarak RNA
dizilemenin, genetik tani oranini %8 ile 36 arasinda arttirdigini ortaya koymaktadir
(Yépez vd., 2021). Ancak RNA dizilemede hangi olgularda hangi yaklasimin
kullanilacagi, 1slak laboratuvardan analiz siireglerine kadar izlenecek algoritmalarin
standardizasyonu i¢in optimal bir is akis semasi heniiz bulunmamaktadir (Conesa vd.,

2016).

Calismamizda, tiim transkriptom verilerinin nérofibromatozis genetik tanisinda
yoOnlendirici potansiyelinin arastirilmasi amaciyla, mutasyonu bilinen olgularin iki farkl
dokusundan gerceklestirilen transkriptom analizleri ile hedefli Yeni Nesil Dizi Analizi ve
konvansiyonel bir yaklasim olan Sanger sekans sonuglarmin Kkarsilagtirilmasi
planlanmistir. Bunun yani sira, Noérofibromatozis Tip 1 kirpilma bolgesi varyasyonlarinin
transkriptom boyu etkilerinin arastirilmasi i¢in dort saglikli goniilliiye ait kan ve cilt
biyopsisi orneklerinden elde edilen transkriptom verilerinin olgular ile karsilastiriimasi
ve Norofibromatozis Tip 1 ile iliskili olabilecek yolak analizlerinin gergeklestirilmesi
amaglanmistir. Bunun i¢in merkezimizde NF1 geninde kirpilma bdlgesi varyasyonlar
tespit edilen olgular geriye doniik olarak taranmis ve 2 kanonik olmayan 1 kanonik
kirpilma bdlgesi varyasyonu tastyan dort olgu calismaya dahil edilmistir. Kirpilma
bolgesi mutasyonlart hem olast sonuglarin ¢esitliligi hem de hiicrenin mMRNA kalite
kontrol mekanizmalarini devreye sokma potansiyeli nedeniyle 6zellikli bir alt mutasyon
grubu olusturmaktadir (Baralle & Baralle, 2005). Calismamizda bu nedenle NF1 geni

kirpilma bolgesi varyasyonlari olan olgular tercih edilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Norofibromatozis Tip 1

Norofibromatozis tip 1 (NF1, # 162200) belirtileri olan bireylerin belgelenmis
tanmimlar1 ve tasvirleri 1300'l4 yillara kadar uzanmakla birlikte, ilk olarak 1882'de
Friedrich Von Recklinghausen tarafindan basta merkezi ve periferik sinir sistemi olmak
tizere dermatolojik, kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve ortopedik sistemleri etkileyen bir

klinik rahatsizlik olarak tanimlanmis ve adlandirilmistir (Cimino & Gutmann, 2018).

NF1 prevalansi, etnik ve irksal kokenden bagimsiz olarak bireylerde yaklagik
1:2500 ila 1:3500 arasindadir. NF1, otozomal dominant bir hastaliktir ancak olgularin
yaklagik yarist ailede hastaligin ilk kez ortaya ¢iktigi de novo olgulardir (Anderson &
Gutmann, 2015).

17q11.2°de lokalize NF1 geni (* 613113) patojenik varyasyonlar1 ya da
delesyon/duplikasyonlart NF1 fenotipine neden olmaktadir. NF1 geni (17g11.2), proto-
onkogen Ras't inaktif formunda stabilize eden ve bdylece hiicresel proliferasyonu
engelleyen 2818 aminoasitlik tiimor baskilayict protein olan norofibromini kodlar.
Norofibromatozis tip 1, tam penetrans ve degisken ekspresyon ile seyreden otozomal
dominant kalitilan bir bozukluktur (Farschtschi vd., 2020).

NF1 geni 350 kb (kilobaz) olan biiyiik boyutundan dolayi, ¢esitli mutasyonlara
egilimlidir, bunlarin %85-90'1 nokta mutasyonlar, %5-10'u mikrodelesyonlar ve %2'si
ekzon delesyonlar1 veya duplikasyonlaridir (Wilson vd., 2021). NFI geni {i¢ alternatif
eklenmis haberci RNA varyanti kodlamaktadir. Islenmis tam uzunlukta haberci RNA



transkriptinin uzunlugu 11 ila 13 kb'dir ve 3.5 kb 3' ¢cevrilmemis bolgesi (3°UTR) vardir
(Viskochil, 2002).

Norofibromatozis tip 1 mutasyonuna sahip bireylerde café-au-lait makiilleri,
inguinal bolgede ¢illenmeler ve Lish nodiilleri gibi pigmenter lezyonlar ile dermal
norofibromlar gelisebilir. Hastalarda bu belirtilerin disinda iskelet anormallikleri
(skolyoz, tibial psodoartroz ve orbital displazi), beyin tiimorleri (optik yol gliomalar1 ve
glioblastoma), periferik sinir tiimorleri (spinal norofibromlar, pleksiform nérofibromlar
ve malign periferik sinir kilifi tiimorleri) gibi rahatsizliklar da ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica
bu bireyler 6grenme giicliigli, dikkat eksikligi gibi sosyal yasamda etkileri olan bazi
durumlarla da karsilasabilmektedir (Gutmann vd., 2017). Norofibromatozis tip 1,
etkilenen bireylerin ayni aile iginde bile degisken sekilde etkilenebilecegi bir
rahatsizliktir. Bu sebeple etkili tedavilerin gergeklestirilmesinde 6nemli zorluklar

bulunmaktadir (Cimino & Gutmann, 2018).

2.2 Norofibromatozis Klinik Bulgular:
2.2.1 Pigment lezyonlari
2.2.1.1 Cafe” -au-lait macules (CALM)

Norofibromatozis tip 1'in en erken klinik bulgusu, genellikle yasamin ilk 2 yil1
icinde gelisen cafe-au-lait makiilleridir (Sekil 2.1). Puberte dncesi >0.5 cm veya puberte
sonras1t >1.5 cm ¢apinda olan 5 adetten fazla makiil NF1 tan1 kriterlerine girmektedir.
Cafe-au-lait makiilleri malignite géstermemekle birlikte gilines 1sinlariyla kararma ve ileri
yaslarda solma egilimindedir. Bireylerin yasam kalitelerini arttirmak i¢in dermatolojik

kamuflaj tedavileri uygulanabilmektedir (Hirbe & Gutmann, 2014).

Sekil 2.1. 24 yasindaki bir kadinda makiil (Hirbe & Gutmann, 2014)



2.2.1.2 Cillenme

Norofibromatozis tip 1'in yaygin diger klinik bulgusu genelde koltuk alt1, kasik
bolgesi ve boyun ¢izgisinde goriilen ¢illenmedir (Sekil 2.2). Cillenme kadinlarda meme
alt1 bolgesinde de goriilebilmektedir. Genellikle hastalarin % 90' inda 7 yasina kadar
cillenme goriilmekle birlikte hastalar arasi ¢illenme yogunlugu degismektedir (Ly &

Blakeley, 2019).

Sekil 2.2. Koltuk alt1 ¢illenme bolgesinde Cafe” -au-lait lekesi (Ly & Blakeley, 2019)

2.2.1.3 Lisch nodilleri

Lisch nodiilleri, 5 ile 10 yas arasindaki hastalarin %70'inden fazlasinda goriilen
yartk lamba muayenesinde oftalmolog tarafindan tespit edilen goriisii etkilemeyen
melanositik iris hamartomlaridir (Sekil 2.3). NF1'li 3 yasindan kii¢lik ¢ocuklarin yalnizca
%y5'inde bulunurlar, ancak prevalans yasla birlikte artar ve NF1'li yetiskinlerin cogunda
Lisch nodiilleri bulunur. Yaklasik 2 mm biiyiikligiinde ve genellikle ¢iplak gozle
goriilebilen berrak ila sar1 veya kahverengidirler (Ly & Blakeley, 2019; Williams vd.,
2009).

Sekil 2.3. A) lisch iris nodiillerini gosteren sol goziin 6n segmenti; B) lisch nodiillerini
jelatinimsi goriiniimlii, keskin kenarli kabarik "kubbeli" lezyonlar olarak gdsteren 6n
segment (Abaloun & Ajhoun, 2017)



2.2.2 Optik Glioma

Norofibromatozis tip 1 olgusu ¢ocuklarin diisiik dereceli glioma gelisimine yatkin
oldugu en yaygin beyin timoérii yatkinlik sendromlarindan biridir. NF1 ile iliskili
gliomalar birka¢ beyin bolgesinde bulunabilirken, cogunlugu optik sinirlerde, kiazmada,
traktlarda ve optik yol gliomalar1 olarak ortaya ¢ikar. Konumlari nedeniyle, etkilenen
cocuklarin %35-50'sinde gorme azalir. Ne yazik ki, kemoterapiyi takiben tiimor

stabilizasyonuna ragmen, ¢ogu ¢ocukta gérme diizelmez (Campen & Gutmann, 2018).

2.2.3 Norofibromlar

Norofibromlar, periferik sinirde ortaya ¢ikabilen iyi huylu timérlerdir (Sekil 2.4).
Schwann hiicreleri ve fibroblastlar, ndrofibromlarda baskin hiicre tipleri olmakla beraber
mast hiicreleri, perindriyal hiicreler ve endotelyal hiicreler nérofibrom olusumunda
mevcuttur. Klinik agidan bakildiginda, dort tip nérofibrom vardir: kutandz, subkiitandz,

nodiiler ve pleksiform (Friedman, 2002).

Kutanéz ve subkiitan6z ndrofibromlar genellikle ge¢ cocukluk veya erken
ergenlik doneminde (hastalarin %57-99'unda) ortaya ¢ikarken, pleksiform norofibromlar
genellikle dogumdan 18 yasina kadar (hastalarin %20-30'unda) ortaya ¢ikar. Kutan6z
norofibromlar daha sik goriiliir sayilar: birkag ila binlerce arasinda degisir ve genellikle

artan yagla birlikte sayilari artar (Miraglia vd., 2020).

Noduler nérofibromlar ¢ogunlukla dermiste (kutandz) veya deri altt dokuda kiigiik
sinirlerden ortaya ¢ikar ve viicudun herhangi bir yerinde meydana gelebilir, ancak en ¢ok
govdede bulunur. Sayilar1 yasla birlikte artar, 30 yasin iizerindeki hastalarin ¢ogunda
100'den fazla nérofibrom bulunur (Huson vd., 1988).

Sekil 2.4. NF1'li bir yetiskinin kolundaki dermal nérofibromlar (Anderson & Gutmann,
2015)



2.2.4 iskelet Anormallikleri

Norofibromatozis tip 1 ‘de NF1 geninde gerceklesen inaktive edici mutasyonlar
sonucunda RAS sinyalinin artmasiyla kemik hiicrelerinde ve bunlarin progenitorlerin de

hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi etkilenir.

Norofibromatoz tip 1 olan kisilerde osteopeni, skolyoz, sfenoid kanat displazisi,
konjenital tibial displazi ve psddartroz gibi iskelet anomalileri gelisebilir (Hirbe &
Gutmann, 2014). Ozellikle, tibial psddartroz ve sfenoid kanat displazisi nispeten NF1'e
Ozgiidiir ve baslangicta NF1 teshis kriterlerini karsilamaya yardimei olan ayirt edici
kemik lezyonlar1 olarak kabul edilmislerdir (Gutmann vd., 1997). NF1’li hastalarda D3
vitamini eksikligi nedeniyle ¢ocuklarda 3.4 kat, 41 yas iistii yetigskinlerde 5.2 kat olmak

tizere kemiklerde kirik olusumunda artis s6z konusudur (Tucker vd., 2009).

2.3 Norofibromatozis Tip 1 Tam Kriterleri

NF1 i¢in klinik tani kriterleri Ulusal Saglik Enstitiisii’ntin (NIH, ABD) hazirlamis
oldugu kriterlere gore yapilmaktadir (Cizelge 2.1). Belirlenmis olan kriterler cok geng
bireyler, mozaik tutulumu olan veya karakteristik deri bulgulari olmayan Orneklerin
disinda ¢ogu hastada oldukga spesifik ve duyarlidir. Hastalarin yaklasik %46's1 sporadik
NF1l ile (de novo mutasyonlar) 1 yasmma kadar kriterleri karsilamaz. NF1'den
stipheleniliyorsa, NF1'in en az 1 6zelligini gosteren ¢ocuklarin %97' si 8 yagina kadar tan1
kriterlerini karsiladigindan, ge¢ ¢ocukluk donemine kadar yillik izleme gereklidir (Ly &
Blakeley, 2019).

Café-au-lait makiilleri, genellikle hastaligin ilk belirtisidir ve dogumda veya
yasamin ilk birka¢ ayida ortaya ¢ikar, yasamin ilk yillarinda kademeli olarak boyut ve
sayilar1 artar. Pleksiform norofibromlar varsa dogumda ortaya c¢ikabilir, koltuk alti ve
inguinal ¢illenme tipik olarak 1-2 yas civarinda ortaya ¢ikar. Lisch nodiilleri gibi diger
belirtiler genellikle daha sonra ortaya ¢ikar ve etkilenen ¢ocuklarin yaklasik %40'mda 6
yasinda bulunur. Hastaligin ortaya ¢ikan son ana belirtisi, erken ergenlik doneminde zirve

yapan kutandz ve subkutanz norofibromlardir (Shofty vd., 2015).



Cizelge 2.1. Norofibromatozis Tip 1 Tam Kriterleri (Legius vd., 2021)

Norofibromatozis Tip 1 Tam Kriterleri

A. Asagidakilerden iki veya daha fazlas1 mevcutsa, NF1 tanis1 almis bir
ebeveyni olmayan bir Kiside NF1 icin tam Kriterleri karsilanir:

Ergenlik oncesi bireylerde ¢ap1 5 mm'nin iizerinde ve ergenlik sonrasi
bireylerde ¢ap1 15 mm'nin lizerinde alt1 veya daha fazla café-au-lait
lekesi

Aksiller ya da inguinal bolgede ¢illenme?

Iki ya da daha fazla herhangi bir tipte ndrofibrom ya da pleksiform
ndrofibrom

Optik yolak gliomu

Yarik lamba incelemesiyle tanimlanan iki veya daha fazla iris Lisch
nodiilii veya optik koherens tomografi (OCT)/yakin kizilétesi yansima
(NIR) goriintiileme ile goriintiilenen parlak, yamali nodiiller olarak
tanimlanan iki veya daha fazla koroidal anormallik (CA)

Sfenoid displazi®, tibianin anterolateral egilmesi veya uzun kemiklerin
psodoartrozu gibi belirgin bir kemik lezyonu

Beyaz kan hiicreleri gibi goriiniiste normal dokuda %50'lik bir varyant
alel fraksiyonuna sahip bir heterozigot patojenik NF1 varyanti

B. A Kkategorisindeki kriterleri tasiyan ebeveynin A kategorisindeki
kriterlerden herhangi birini tasiyan ¢ocugu olmak

%Eger sadece café-au-lait lekeleri ve ¢illenme bulunuyorsa, tani biiyiik olasilikla
NF1'dir, ancak nadiren kisi Legius sendromu gibi baska bir tantya da sahip olabilir. Iki

pigmentasyon bulgusundan en az biri (café-au-lait lekeleri veya c¢illenme) bilateral

olmalidir.

bIpsilateral orbital plexiform nérofibroma olgusunda sfenoid kanat displazisi ayr bir

kriter degildir.

2.4 Norofibromatozis Tip 1 Geni

Norofibromatozis (NF1) geni kromozom 17qll.2 {izerinde bulunan timor

baskilayici bir gendir. Belirli bir hiicrenin kanserli hale gelmesi i¢in, bir tiimor baskilayici

genin her iki alelinin de mutasyona ugradigi Knudson’un c¢ift vurus hipotezinin

gerceklesmesi gerekmektedir. NF1 ile iligkili tiimorlerin ¢ogun da NF1'in bialelik

inaktivasyonu goriilmektedir (Philpott vd., 2017).

NF1 geninin kodlamis oldugu protein {iriinii olan ndrofibromin, 1990 yilinda

tanimlanmistir (Wallace vd., 1990). NF1 geni, 280 kb genomik deoksiribo niikleik aside



(DNA) yayilmis ve 57 temel ve 3 alternatif ekzon igeren biiyiik ve karmasik bir gendir.
NF1 geni, 8,454 niikleotidlik bir agik okuma cergevesine sahip bir transkripti kodlar
(Messiaen & Wimmer, 2008). Genin biiyiik boyutu, NF1 lokusunda yiiksek mutasyon
insidansini agiklamaya yardimeci olabilir (McClatchey, 2007).

2.5 Norofibromin Proteini

Tiimdr baskilayict bir gen olan NF1 geninin protein iiriinii ndrofibromindir.
Norofibromin, agirlikli olarak néronlarda, Schwann hiicrelerinde, oligodendrositler,
astrositler ve 16kositlerde eksprese edilen sitoplazmik bir proteindir (Trovo-Marqui &
Tajara, 2006). Bu proteinin eksikligi veya azalmis aktivitesi, NF1l'e 6zgii klinik
semptomlarin baglamasina yol agan hiicresel diizeydeki degisikliklerle iliskilidir. NF1'li
hastalarda gozlemlenen genis bir klinik degisiklik yelpazesi, ndrofibrominin birgok hiicre
sinyal yolunun diizenlenmesi ve isleyisinde yer alan ¢ok islevli bir protein oldugunu

diistindiirmektedir (Abramowicz & Gos, 2015).

Norofibromin, 2818 amino aside ve 250 veya 280 kDa (kilodalton) molekiiler
kiitleye sahiptir. Sec14 ve Ras-GTPaz aktive edici protein (Ras-GAP) olmak iizere iki
fonksiyonel domaine sahip oldugu bilinmektedir (Sekil 2.5). Ras-GAP ile ilgili alan (Ras-
GRD), 1125-1537 amino asitleri arasinda uzanir ve 20-27a ekzonlarina karsilik gelir.
RAS inaktivasyonunda gorev alir (Trovo-Marqui & Tajara, 2006). Secl4-etkilesimli alan,
1545-1816 amino asitleri arasinda yer alir ve mayada hiicre i¢i proteinleri ve lipitleri

diizenledigi bilinen Sec14p domainiyle homologdur.
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Sekil 2.5. NF1'in iglevsel alanlar1 (Le & Parada, 2007)



NF1, bir Ras-GTPaz aktive edici protein olan ndrofibromini kodlar. NF1 gen
defektleri, AKT/mTOR ve Raf/MEK/ERK yolaklarinin aktivasyonuna yol agan Ras
hiperaktivasyonuna neden olur. Hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK), Gama-
aminobiitirik asit (GABA) salinimin1 modiile eden SYNL1'i aktive eder. Ras-GTP ayrica
Racl ve Cdc42 yollarini aktive ederek PAK1'in asir1 aktivasyonuna yol acar (Tamura,
2021) . Norofibromin proteini, Ras sinyal yolaginin negatif regiilasyonunun yani sira, pek
cok hiicrede siklik adenozin monofosfat (CAMP) diizeylerinin kontroliinde, dopamin
homeostazinda, mTOR sinyal yolaginin diizenlenmesinde, aktin iskeletinin

organizasyonunda ve mikrotiibiil-bagimli transportta da rol almaktadir (Bergoug vd.,
2020).

Ras, biiylime faktorii reseptorlerinin spesifik ligandlara baglanmasi iizerine
plazma zarinda aktive edilir ve adaptdr protein biiyilime faktorii reseptoriine bagl protein
2 (Grb2) ve Ras guanin niikleotit degisim faktorii SOS'u reseptor tirozin kinaz
aktivasyonu bolgesinde kompleks olusturur. Burada Ras, guanozin trifosfata (GTP) bagl
durumuna ge¢mek i¢in katalize edilir. Ras'in bu aktif formu daha sonra Raf't ve
fosfoinositid-3 kinaz (PI3K)'y1 baglar ve aktive eder; bu daha sonra bir kinaz kaskadi
baglatarak mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve PI3K yollarinin aktivasyonunu
sonlandirir. Bu sinyallerin bazilar1 daha sonra hiicre ¢ogalmasini, hiicre o6liimiini,
farklilasmasini ve gogiinii kontrol eden genlerin ifadesini diizenleyerek ¢ekirdege iletilir

(Sekil 2.6 ) (Le & Parada, 2007).
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Sekil 2.6. NF1 etkilesimlerinin Ras ve PI3K yollariyla temsili (Le & Parada, 2007)
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2.6 Norofibromatozis Tip 1 Geni Domainleri
2.6.1 Sistein ve serin ac¢isindan zengin alan" (CSRD)

Sistein ve serin agisindan zengin alan (CSRD), 14-21’inci ekzonlar tarafindan
kodlanan 543-909 amino asitlerinden olusur ve fosforilasyon ile nérofibrominin aktin ile
iligkisini arttirdig1 gosterilmistir. Bu alanda mutasyonu olan hastalarda optik glioma
gelisme riski daha yiiksektir. Ek olarak, bir mikrotiibiile bagli protein (MAP) alani, CSRD
icinde bulunur ve ndrofibromin ile mikrotiibiiller arasindaki iligkiyi diizenledigi

diistintilmektedir (Mo vd., 2022).

2.6.2 Tubulin Baglama Alam (TBD)

Tubulin Baglama Alani (TBD), mikrotiibiiller ile etkilesime girer ve bu iligkinin,
NFl'in Ras-GAP aktivitesini etkiledigi gosterilmistir. Syndecanl ve Syndecan2
alanlarmin, NF1'in plazma zarindaki sindekan i¢eren mikro alanlara lokalizasyonunda
islev gordiigii ne siiriilmiistiir. C-terminal Alani, 14-3-3g ile PKA fosforilasyonuna bagli
bir sekilde etkilesime girer ve NF1 GTPaz aktive edici protein (GAP) aktivitesini inhibe
eder (Arun vd., 2013).

Norofibromin ve tubulin arasindaki etkilesim, mikrotiibiil depolimerize edici ajan
kolsisine duyarlidir. Norofibromin GAP aktivitesi, diisiik tiiblilin konsantrasyonlarinda
bile inhibe edilir. Bununla birlikte, GAP aktivitesinin maksimum inhibisyonu sadece-
%70'tir, bu da norofibromin tiibiilin kompleksinin GAP aktivitesini korudugunu
diisiindiiriir. Bu azalmis aktivite, Ras'a olan afinitesinde 4 kat azalma ile yansitilir (Bollag

vd., 1993).

2.6.3 GTPaz aktive edici proteinle ilgili alan (GRD)

Norofibrominin en 1iyi karakterize edilen islevsel alami, 21-27a ekzonlar
tarafindan kodlanan Ras-GRD'dir. Ras-GTPase alani, maya IRA-1 ve IRA-2
proteinlerinin yan1 sira memeli GAP katalitik alani ile benzerlik gosterir. Tiim proteinin
yaklagik %10'u nérofibrominin GRD'sinin in vitro ve in vivo olarak Ras-GAP aktivitesine
sahip oldugunu gostermistir. NF1 GRD, noérofibromin proteinine timor baskilayici
fonksiyon verir, ¢iinkii onkogen Ras iizerinde negatif kontroller uygular, bu da hiicresel
proliferasyon ve biiylimenin azalmasina neden olur. GAP'ler, nérofibromin gibi, aktif

GTP'ye bagl Ras'n aktif olmayan guanozin trifosfata (GDP) bagli Ras'a doniisimiinii
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hizlandirarak iglev goriir. Ras'in anormal aktivasyonu bir¢ok insan malignitesi ile

iliskilidir (Barron & Lou, 2012).

2.6.4 SEC14 - PH

Neurofibromin, gliserofosfolipid baglayict1 Sec14-PH modiilii igerir. Secl4
benzeri alanlar baglangigta, zar bolmeleri arasinda lipid mekikleri olarak gorev yaptiklar
mayadaki kiiresel lipid baglayici proteinler olarak tarif edilmistir. Iki alan arasindaki
etkilesim, Sec14p'de lipid baglama kafesine gliserofosfolipid baglanmasini kontrol etmek
icin Onerilen Sec14 kisminin korunmus sarmal kapak segmenti ile temas halinde PH'den
tiretilmis firkete benzeri bir ¢ikint1 getirir. PH benzeri boliimiin ilgili bolgesine ligand
baglanmas1 konformasyonel degisiklikleri indiikleyebilir, boylece sarmal kapagin

salinmasini veya kapanmasini tetikleyebilir (Sekil 2.7) (Scheffzek & Welti, 2012).

Sekil 2.7. SEC14 - PH Mekanizmasi (Scheffzek & Welti, 2012)

2.6.5 CTD C- (C-Terminal Alam)

NF1 proteini, Ras aktivitesini inhibe eden yliksek oranda korunmus bir GTPaz
aktive edici protein alani igerir ve C-terminal bdlgesi, adenilil siklazin G-proteinine
bagimli aktivasyonu yoluyla cAMP seviyelerini diizenler. NF1 proteininin C-terminal
bolgesi, serotonin ve histamin gibi norotransmiterler tarafindan uyarilabilen G-proteinine
bagimli AC yolunu kontrol eder (Ho vd., 2007).
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2.6.6 SBD (Sindekan Baglama Bélgeleri)

Norofibrominin, bir transmembran heparin siilfat proteoglikan ailesi olan
sindekanlara baglandig1 bildirilmistir. Norofibrominin sindekan baglama bolgeleri
(SBD), GRD bolgesi i¢inde 30-33’iincii ekzonlar ve 53-56’mnc1 ekzonlar tarafindan
kodlanir. Norofibrominin plazma zarinin 6zel bolgelerine baglanan kismi ise 53-56’nc1
ekzonlar tarafindan kodlanir. Bu lokalizasyonun fonksiyonel sonuglart heniiz
bilinmemekle birlikte, muhtemelen hiicre adezyonu ve hiicre i¢i sinyal iletimi ile ilgilidir

(Mo vd., 2022).
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Sekil 2. 8. Norofibromin alanlarinin sematik gosterimi (CSRD: sistein ve serin agisindan
zengin alan,TBD: Tubulin Baglama Alan1t GRD: GTPaz aktive edici proteinle ilgili alan,
Sec:Sec14 homolog alan, PH: pleckstrin homolog alan CTD: C-Terminal Alani, NLS:

niikleer lokalizasyon sinyali Amino asit sayilar1 sekil altinda belirtilmistir (Bergoug vd.,
2020).

2.7 Norofibromatozis Tip 1 Geni ve Mutasyonlan

NF1 geni icin Insan Gen Mutasyon Veritabani’nda (HGMD®)
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/) 3000'den fazla patojenik varyasyon rapor edilmistir. Bu

nedenle NF1, insan genomunda en sik mutasyona ugrayan genlerden biridir. Genin biiyiik
boyutu, ¢oklu psddogenlerin varligi ve hot spot mutasyon noktalarinin olmamasi,
mutasyon taramasini zorlagtirir. Vakalarin yaklagik yaris1 aileseldir, geri kalan1 ise NF1
geninin de novo mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. NF1'li hastalar yapisal olarak
inaktive edilmis bir alele sahiptir ve diger alelde ikinci bir mutasyonun varligi, timor

gelisimine neden olur (Ece Solmaz vd., 2021).

NF1 hastalarinin yaklasik %5'inin sadece NF1 genini degil ayn1 zamanda komsu
genleri de igeren tiim gen delesyonlar1 gosterdigi bildirilmektedir. NF1 hastalarinin
yaklagik %2'si multipleks ligasyon bagimli prob amplifikasyonu (MLPA) tarafindan
saptanan intragenik kopya sayist degisiklikleri (ekzon veya multiekzon delesyon
/duplikasyonlar) gosterir. Diger olgularda niikleotid degisiklikleri, kii¢lik delesyonlar ve
insersiyonlar goriilir. DNA/RNA ¢alismalari, kanonik kirpilma dizilerinin etkilenmedigi

durumlarda bile, mutasyonlarin 6nemli bir kisminin genden kopyalanan mesajc1 RNA nin
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(mMRNA) olgunlagmasi sirasinda dogru kirpilma/eklenme siireglerini etkiledigini ortaya

koymaktadir (Pros vd., 2008).

2.8 Norofibromatozis Tip 1 Gen Ekspresyonu

NF1, tam penetrans ve degisken ekspresyon ile seyreden otozomal dominant bir
hastaliktir. Mutasyonlar gen boyunca dagilmistir; ¢cogu, gen iiriinliniin ifade eksikligine
yol agar. Niikleotit degisiklikleri, insersiyon veya delesyonlar, kirpilma bdlgesi
mutasyonlart dahil olmak iizere hemen hemen tiim mutasyon tiirleri meydana gelebilir
(Korf, 2013). NF1 gen ekspresyonu, mRNA transkriptinin alternatif eklenmesi, mMRNA
diizenlemesi ve esit olmayan alellik ekspresyon dahil olmak tizere ii¢ farkli mekanizma

tarafindan diizenlenir.

NF1’de hastalar arasindaki degisken ifade sebebiyle RNA islemesindeki
sapmalarin s6z konusu olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu disiince sunlarla

desteklenmektedir;

Q) Timor olmayan dokularla karsilastirildiginda NF1 tiiméorlerde tip | ve tip 11
(ekzon 23a tlizerine 21 aminoasit eklenen) varyantlarmin nispi oranlarindaki
farkliliklar; (Nishi vd., 1991)

(i) NF1 hastalarindan tiiretilen kiiltiir hiicrelerinde mutant ve normal NF1 alellerinin
esit olmayan ifadesi;

(iii)  NF1 olmayan tiimorlerde NF1 geninde mutasyon bulunduran tiimdorlere gore
daha diisiik mRNA diizenleme seviyelerinin gdzlemlenmesi

(iv)  Belirli alternatif NF1 transkriptlerinin dokuya 6zgii ve gelisim agamasina 6zgii
ifadesi (Skuse & Cappione, 1997).

2.9 Kirpilma

Olgun bir mRNA’dan istenilen proteinin translasyonu i¢in, Oncelikle pre-
mRNA’nin kirpilma islemi adi verilen, pre-mRNA {izerindeki ekzon-intron sinirlarini
tanimlayan ‘cis’ dizileri yardimiyla olgun bir m-RNA’ya ¢evrilmesi gerekmektedir (Sekil
2.9). Ancak ekzon ve intronlarda bulunabilen bu dizilerde baz1 durumlarda mutasyonlar
olusabilmektedir. Bu mutasyonlar sonucunda mevcut kirpilma diizenleyici dizileri

bozulabilir veya yenileri olusabilir. Genellikle bu tiir mutasyonlar, kirpilma islemi
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sirasinda hatalara neden olur ve uygun olmayan intron ¢ikarilmasina ve dolayisiyla agik

okuma gergevesinin degismesine neden olabilir (Anna & Monika, 2018).

Kirpilma islemi 300'den fazla farkli protein igeren bir protein-RNA kompleksi
olan spliceosome tarafindan katalize edilir. Spliceosome'un temel bilesenlerinin, her biri
kiigiik niikleer riboniikleoproteinler (SNRNP) olarak adlandirilan bes kiigiik RNA'y1 (U1,
U2, U4, U5 ve U6) igermektedir. Uygun intron kirpilma islemi 5' ek yeri (5'ss) U1, 3' ek
yeri (3'ss) U2AF ve dal bolgesinin U2 snRNP kompleksi tarafindan taninmasiyla baglar
(Anna & Monika, 2018; Chabot & Shkreta, 2016; Nilsen, 2003). Intronlarin genellikle 5'
ucunda GU ve 3' ucunda AG niikleotidleri bulunur (%1'den azinda GC-AG) bulunur. Ek
olarak, ekzonik/intronik ug birlestirme arttiricilart (ESE ve ISE) ve ekzonik/intronik ug
birlestirme susturucular1 (ESS ve ISS) olarak adlandirilan bir dizi ekzonik ve intronik
sekans elemani ug birlestirme sonucunu etkiler. Bunlar, serin arginin agisindan zengin
(SR) proteinler ve heterojen riboniikleo proteinler (hnRNP) gibi gesitli RNA baglayici
proteinler tarafindan taninir (Wai vd., 2019).
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Sekil 2.9. Splaysozom ile normal ekleme (Venkataramany vd., 2022)

o[}

L

Intronlarin ¢ikarilmasi ve ardindan ekzon ligasyonu olan RNA ekleme, iki asamali
bir biyokimyasal islemdir (Sekil 2.10). Ardisik transesterifikasyon reaksiyonlari, 2', 5" ile
bir intron lariat ara irlinliniin olusumuyla sonug¢lanan asagi akis intronundaki dal

adenozin (dal noktast; BP) tarafindan 5' birlesme yerine (5'ss) niikleofilik bir fosfodiester
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bagi ile baslatilir. Bunu, 3'e 5'in aracilik ettigi bir aktivite izler, bu da intron kementinin

¢ikarilmasina ve eklenmis RNA iiriiniiniin olusmasina yol agar (Scotti & Swanson, 2016).

Intron
5ss BP 3’ss a
= A ] — QYOH — y + IR

. ZOH Exon| R 4 Spliced
Intron lariat  product

LT A

Sekil 2.10. Intronlarm ¢ikarilmas (Scotti & Swanson, 2016)

2.9.1 Alternatif Kirpilma

Alternatif kirpilma olay1 tek bir transkript tizerinden birgok RNA {iretilmesini
saglayan bir mekanizmadir. Bu mekanizma sayesinde protein fonksiyonlarinda ¢esitlilik,
proteinin uzaysal ve zamansal (spatiotemporal) kontrolii ve genom plastisitesinde artis

saglanmaktadir (Assunto vd., 2019).

NF1’in pre-mRNA’sinda alternatif kirpilma sonucunda olusabilen birkag
transkript varyanti belirlenmistir. Bu transkript varyantlarmin dokuya 6zgii
ekspresyonlar1 ve diizenlenmeleri oldugu tespit edilmistir. Farkli NF1 izoformlarinin
ifadesine yol agan alternatif olarak eklenmis bes ekzon 6zellikle incelenmistir: 9a, 10a-2,

23a, 43 ve 48a (Sekil 2.11) (Bergoug vd., 2020).

5" UTR

30 Nu 45 Nu
- | — i | — N 5 | I
1 2 3 4a 4b 4c S 6 7 8 9 9a 10a 10a-210b 10c
CH—H H HHH I | I - |
11 12a 12b 13 14 15 16 17 18 19a 19 20
GRD
! 63 Nu |
H—1 H H—H I
21 22 23-1 23-2 23a 24 25 26 27a  27b 28
1 H H i I I I I
29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

123 Nu 54 Nu ,
D:I:Ii:lﬁl:l:ll:lﬂl:kll:lﬂ

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 48a 49

Sekil 2.11. izoformlar (Bergoug vd., 2020)
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Alternatif ekzon olan 9a/9br’ye niikleotid dahil edilmesi NF1 transkriptine 30
niikleotid ekler ve etkisi merkezi sinir sistemi ile sinirlidir (Danglot vd., 1995). Alternatif
ekzon 48a, NF1 transkriptine 18 kodon eklemektedir ve kalp ve iskelet kas1 dokularinda
etkisinin goriilmesi yiiksektir (Gutmann vd., 1995). Ekzon 23a ise proteine 63 niikleotid
eklemektedir ve GRD alani igerisinde bulunarak iki protein izoformu olusturmaktadir.
Eger ekzon 23a atlanirsa tip I, ekzon 23a dahil edilirse tip II izoform olusur. Ras
aktivitesini asag1 dogru diizenlemesinde NF1 tip Il izoformu daha aktiftir ve bu

izoformlar agirlikli olarak néronlarda ifade edilirler (Andersen vd., 1993).

Ekzon 10a-2 ise 10a ve 10b arasindaki N-terminaline yerlestirilmis 15 ilave amino
aside sahiptir. Bu noérofibromin izoformunun hiicre i¢i membranlarda bir rolii oldugunu
diistiniilmektedir. Baska bir NF1 izoformu ise ekzon 43’iin 123 niikleotidlik delesyona
ugramasi sonucu olusan delta E43 izoformudur. Delesyona ugrayan alan islevsel bir
niikleer lokalizasyon sinyalinin (NLS) bulundugu alandir. Bu nedenle Delta E43
izoformu goriilen kisilerin, noronlarindaki diisik norofibromin ekspresyonu NLS’nin
noronlarda dnemli bir niikleer fonksiyona sahip oldugunu diisiindiirmektedir. (Bergoug
vd., 2020).

2.10 Norofibromatozis Tip 1 Geninde Kirpilma Bélgesi Mutasyonlari

NF1’de mRNA islemesini etkileyen kirpilma mutasyonlarini DNA diizeyinde
mutasyon tipi ve mRNA {izerinde gézlemlenen etkisi bakimindan 5 ana baghk altinda

inceleyebiliriz (Cizelge 2.2, Sekil 2.12) (Pros vd., 2008).

Cizelge 2.1. mRNA Islemesini etkileyen kirpilma bdlgesi mutasyonlari (Pros vd., 2008)

5' ve 3' birlesme bolgelerinde ekzon atlama ile sonuglanan mutasyonlar
Kriptik ekzonlarin dahil edilmesiyle sonuglanan derin intronik mutasyonlar

Ekzonlar i¢inde yeni ekleme yerleri yaratan ve bir ekzonun bir kisminin silinmesiyle
sonuglanan mutasyonlar

Bir ekzonun kismen silinmesine veya bir intronun kismen yerlestirilmesine yol agan,
kanonik 5' ve 3' ekleme bolgelerini etkisizlestiren ve kriptik ekzonik veya intronik
ekleme bolgelerinin kullanimini tesvik eden mutasyonlar

Ekzon atlamasina neden olan ekzonik mutasyonlar
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Sekil 2.12. Kirpilma bolgesi mutasyonlart (Anna & Monika, 2018)
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2.11 Norofibromatozis Tip 1 Genetik Tanisinda Kullamlan Yontemler
2.11.1 Sanger Dizileme

Insan genomunun gizemini ¢dzmemizde bizlere biiyiik faydasi olan Sanger
dizileme yontemi 1977 yilinda F Sanger, S Nicklen, AR Coulson tarafindan ortaya
atilmig, dideoksiniikleotid zincir sonlandirma (ddNTP-dideoksi niikleotid trifosfat)
temelli bir yontem olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ayni yillarda kimyasal kirilma
yontemine dayanan ve radyoizotop ve toksik kimyasallar kullanan Maxam ve Gilbert’in
DNA dizileme yontemi de bulunmustur (Sanger vd., 1977). Maxam ve Gilbert‘in

yontemi daha tehlikeli ve zahmetli oldugu i¢in Sanger yontemi daha ¢ok tercih edilmistir.

Sanger dizileme yonteminde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek
iplik icin kalip olarak kullanilir. Dizilemenin temeli ddNTP’leri kullanarak DNA zincir
sentezinin sonlandirilmasidir. Normalde DNA replikasyon yonii 5 yoniinden 3’ yoniine
dogrudur ve bu 5’ ve 3> OH gruplarina fosfodiester bagi olusturulmasi ile olur. Sanger
yonteminde ise deoksiribozun tigiincii C atomu deoksi halde bulundugundan fosfodiester

bag olusumu engellenir ve zincir uzamast sonlanir. Floresan isaretli
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dideoksiniikleotidlerin kullanildig1 sonlandirma isleminden sonra drnekler piirifiye edilip
sekans cihazina yiiklenir ve cihaz otomatik olarak ornekleri kapillere ¢eker, yiiriitiir ve

lazer 15181 altinda optik sensor tarafindan okur, bilgileri bilgisayar programina aktarir.

2.11.2 MLPA

MLPA yontemi, genlerin kopya sayisindaki varyasyonlar1 hedefli olarak tespit
edebilen bir tekniktir. Bu nedenle MLPA, patogenezi spesifik genlerin
delesyon/duplikasyonlarina dayanan genetik hastaliklarin  molekiiler tanisinda
kullanilabilir. Ayrica MLPA testi, anormal DNA metilasyonunun varlig ile karakterize

edilen genetik hastaliklarin molekiiler tanisinda da kullanilmaktadir (Stuppia vd., 2012).

MLPA, biiyilk genomik delesyonlar1 tespit etmek igin rutin olarak
kullanildigindan, komplementer DNA’da (cDNA) DMD ve BRCAL gibi genlerdeki ekzon
atlama olaylarini basariyla tespit ettigi yapilan ¢calismalarda kanitlanmistir (Brandao vd.,

2012).

NF1 genindeki tek ve ¢coklu ekzon delesyon/duplikasyonlarinin tespit edildigi bir
calismada ise ¢alismaya 65 hasta dahil edilmis ve hastalarin %7.7'sinde (5/65) NF1
genindeki ekzon delesyonlar1 MLPA ile gosterilmistir (Laczmanska vd., 2014). Yapilan
diger bir ¢aligmada ise NF1 oldugundan siiphelenilen bir olgu MLPA ile analiz edilmis
ve NF1 geninin ekzon 13"inde bir degisiklik saptanmis. EKzon 13'iin sekanslanmasiyla,
anormal bir ekleme bolgesi olusturan ve NCBI' nin (National Center for Biotechnology
Information) veri tabaninda patojenik olarak kaydedilen bir missense mutasyon
(NM_000267.3:¢.1466A>G) tespit edilmistir (Laurito vd., 2015).

2.11.3 Yeni Nesil Dizileme

Insan genomunun kodunun ¢6ziilmesiyle birlikte hastaliklarin genetik ile iliskileri
daha da 6nem kazanmistir. Bu nedenle daha koruyucu, spesifik ve tanisal stratejilerin
gelistirilmesi amaclanmis ve maliyeti az, hizli, kapsamli dizileme ¢alismalar1 gelistirilmis
ve Sanger dizileme gibi yontemlerin aksine daha yiiksek verimlilige sahip YND (Yeni

Nesil Dizileme) teknolojisi 6nem kazanmistir (Xuan vd., 2013).

YND (NGS, Next Generation Sequencing, Massively Parallel Sequencing, Deep
Sequencing olarak da bilinmektedir) platformlari, fragment enzimleri ile rastgele kesilmis

milyonlarca kiigiik DNA parcasinin dizilemesini gerceklestirir. Dizilenen pargalar
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biyoinformatik analizlerle, insan referans genomuna eslenir ve analiz edilir. insan
genomundaki ti¢ milyar bazin her biri birden ¢ok defa dizilenir, bu da veri kalitesini
arttirir (Behjati & Tarpey, 2013). YND giiniimiizde birgok klinik laboratuvarda germ-
hatti ve somatik mutasyon tespiti i¢in, hedefli panel, tim ekzom, tim genom veya

mitokondriyal DNA dizilemesi yapilarak kullanilmaktadir (Yohe & Thyagarajan, 2017).

YND i¢in kiitiiphane hazirlig1 kisa okumalar i¢in 3 temel adimda siralanabilir:
1.Uygulamaya 6zgii uzunluklara gére DNA’nin fragmentlere pargalanmasi

2.Parcalarin  mikrogipler, mikro boncuklar gibi yiizeylere baglanmasini

kolaylastirmak i¢in adaptdrlerin baglanmasi
3.Dizilerin tespit edilmesi i¢in her bir 6rnegin amplifikasyonu

Uzun okuma platformlarinda, amplifikasyon adimi gerekmediginden ve
bazilarinda orijinal DNA veya RNA molekiilii dogrudan dizilendiginden kiitiiphane
hazirlamalarinda farklilik gosterir (Kumar vd., 2019).

2.11.4 RNA Dizileme

RNA dizileme, hiicrenin transkriptomuna ait bilgi saglayan yiiksek verime sahip
bir yontemdir. Gen ekspresyonunun incelenmesi, yeni transkriptlerin kesfedilmesi,
alternatif genlerin ve alel spesifik ekspresyonun tespitinde onemlidir. RNA dizileme
mRNA transkriptlerinin haricinde total RNA, pre-mRNA, mikroRNA ve uzun
kodlanmayan RNA’lar (IncRNA) gibi RNA’larin arastiritlmasinda da kullanilmaktadir
(Kukurba & Montgomery, 2015).

Tek niikleotid degisikliklerinin (SN'V'lerin) %62'sinin patojenik oldugu ve RNA
kirpilmasint  etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. (Wai vd., 2020). NF1 genindeki
fonksiyonel varyantlarin yaklasik %10'luk kismi da RNA eklemesini etkiler. Ekleme
varyantlarinin derin intronik dizilerde yer almasi ve ekzonlarin iginde sessiz varyantlar
olarak translasyonun erken sonlandirma kodonuna yol agmasi nedeniyle énemlidir. Bu
varyantlar geleneksel DNA tabanli yontemler ve in siliko ekleme tahmin programlari
tarafindan gozden kacabilmektedir. NF1 icin teshis kriterlerini karsilayan bireylerin ~%

10-20'sinde DNA tabanli yontemler kullanildiginda patojenik varyant tespit
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edilememektedir. Bu sebeple RNA dizileme ekleme varyantlar1 ve anormal ekspresyon
tayininde oldukg¢a énemlidir (Douben vd., 2022; Koster vd., 2021; Saeidian vd., 2020).

2.12 TEDAVI

Norofibromatozis tip 1°deki kirpilma bolgesi mutasyonlari, NF1 germ hatti
mutasyonlarmin %27'sini olusturur. Mutasyonlarin biiyiikk kismi ekzon atlama ile
sonuglanirken %2°lik kismi ise yeni 5' veya 3' bolge olusturarak psddoekzon olusturan
derin intronik tek niikleotid degisiklikleridir. Ekleme bloke edici antisens
oligoniikleotidin (ASO), NF1 derin intronik mutasyonlart bulunan hiicrelerde mutant
ekzonlar1 atlamada ve norofibromin ekspresyonunu geri kazandirdigi gosterilmistir

(Walker & Upadhyaya, 2018).

Derin intronik mutasyonlar, kodlama bolgelerinden uzak olduklarindan terapotik
diizeltmeler i¢in giizel noktalardir ve kanonik kirpilma boélgelerini etkilemezler. Antisens
oligoniikleotitler mutasyon sonucu olusan ekleme bolgesini etkisizlestirerek kriptik
ekzonun ekleme makinesi tarafindan taninmasini Onler ve normal birer ekleme

gergeklesir (Pros vd., 2009).

Antisens oligolar, pre-mRNA transkriptlerini tamamlayan sekanslara sahip,
genellikle 15-30 deoksiniikleotitten olusan sentetik polimerlerdir. Gen ekspresyonunu
baskilamak, ekzon eklenmesini saglamak, kriptik ekleme bolgelerini (CSS) gizlemek ve
ekzonlar1 atlamak i¢in kullanilabilirler (Leier vd., 2020).
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal
3.1.1 Hastalar

Calismamizda Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Genetik Hastaliklar Degerlendirme Merkezi poliklinigine, Norofibromatozis Tip 1
bulgular ile gelen ve yapilan genetik analiz sonucunda NF1 geninde kirpilma bolgesinde
varyasyon belirlenmis dort olgu ve NF1 geninde mutasyon belirlenmemis dort saglikl
kontrol bireyi dahil edildi. Hasta grubu, daha once literatiirde ve veritabanlarinda,
hastadan alinan cilt biyopsisi ve/veya kan doku 6rneklerinde RNA diizeyinde fonksiyonel
calisma bulunmayan 1 kanonik, 2 kanonik olmayan ii¢ farkli kirpilma bolgesi
varyasyonuna sahip ikisi kadin ikisi erkek dort olgudan olugsmaktaydi. Olgularimizdan

ticii ailesel biri sporadik olgu idi ve 3 farkli aileye mensup bireylerdi.

Norofibromatozisli hastalardan ve saglikli goniilliilerden, bilgilendirilmis goniilli
olur formu esliginde, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar poliklinigi biriminde bulunan tam
donanimli tedavi odasinda, 4 mm punch biyopsi aleti kullanilarak deri biyopsisi alindi.

Ayni zaman da her hasta ve kontrolden EDTA11 tiipe izolasyon igin 2ml kan alind1.

3.1.1.1 Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Olgularrmzdan Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik
Kurulu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formlari, olgulara arastirllmanin neden ve nasil
yapilacag1 ve sahip olduklari haklarla ilgili bilgilendirme yapildiktan sonra okutularak
yazili onaylari alindi ve sakland1 (Ek-1).
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3.1.1.2 Etik Kurul ve TUBAP Onay1

Calismamiz igin gerekli etik kurul onayr Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Dekanlig1 Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulundan 18/10/2021 tarih, 20/11 karar numarasi
ve say1l1 belgesi (TUTF-BAEK 2021/409) ile alind1 (EK-2).

3.1.2 Goniilliilerin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

Hastalar i¢in;
-Norofibromatozis tip 1 klinik bulgularina sahip olmak
-NF1 geninde kirpilma bolgesi varyasyonuna sahip olmak
Kontroller igin;
- NF1 geninde patojenik varyasyon tasimamak

- Arastirmaya dahil oldugu tarihte herhangi bir kanser tanist almamig olmak
3.1.3 Goniilliilerin Arastirmaya Dahil Edilmeme Kriterleri

Hastalar igin;
-Norofibromatozis tip 1 klinik bulgularina sahip olmamak

-NF1 geninde kirpilma bolgesi varyasyonu disinda bir patojenik varyasyona sahip
olmak

Kontroller i¢in;
-NF1 geninde patojenik varyasyon tagimak

- Arastirmaya dahil oldugu tarihte herhangi bir kanser tanis1 almis olmak.
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3.2 Yontem

Orneklerin
Alinmasi

L

[ 1

| Hastalar (n=4) l Kontroller (n=4)

Periferik Kan Cilt Biyopsisi Periferik Kan Cilt Biyopsisi
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
J ‘\ /

: - %
RNA Izolasyonu RNA Izolasyon
(QJAampRNA | (RNeasy Plus
Blood Mini Kit) Mini Kit)

> 4 <

RNA Dizileme

Hedefli Sanger Yeni Nesil
Sekans Dizileme (NGS)
I Nextera ‘ l Trag:l;;lg?m J

Sekil 3.1. NF1 geninde belirlenen kirpilma bolgesi varyasyonlarinin RNA diizeyindeki

etkilerinin arastirtlmasi is akist

Daort hasta ve dort kontrolden olusan galisma grubumuzdaki her bir goniilliiden

periferik kan ve cilt biyopsisi olmak tizere iki farkli dokuya ait numune alindi. Alinan

total kan 6rneklerinden QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ve cilt

biyopsi orneklerinden ise Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ile

RNA izolasyonu gergeklestirildi. Sanger sekans ve Nextera ile RNA dizileme islemi i¢in

izolasyon 6rnekleri ipsogen® RT (Qiagen, Hilden, Germany) Kiti ile cDNAya ¢evirildi.

Olgulara ait DNA 6rneklerinde daha dnce belirlenmis olan mutasyon bélgelerinin NF1

mRNA’larindaki olasi sonuglarini gérmek i¢in cDNA 6rnekleri Sanger sekans ve Nextera

islemlerine tabi tutuldu. Kirpilma bdlgesi mutasyonlarinin mRNA diizeyindeki etkilerini
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gormek ve olgular ile kontrollere ait iki farkli doku tipindeki ekspresyon farkliliklarini
belirlemek i¢in tiim Ornekler Yeni Nesil Dizi Analizi ile RNA Dizileme yaklagimina

dayanan transkriptom sekans islemine tabi tutuldu (Sekil 3.1).

3.2.1 Periferik Kandan Total RNA Eldesi

Hasta ve kontrollerden bilgilendirilmis onam formu esliginde Trakya Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda alinan 2 ml. periferik kan 6rneginden total
RNA eldesi (Sekil 3.2), Qiagen RNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
kullanilarak yapildi. RNA piirifikasyon islemi QIAcube HID Differential Washing
Station (Qiagen, Hilden, Germany) cihazinda QIlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) ile gergeklestirildi. Saflastirilan RNA 6rneklerinin konsantrasyon ve
kalite 6lgtimleri NanaDrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) cihazi kullanilarak
gerceklestirildi.

QAsmp RNA Blood Mini

Kan

l Eritrositleri Segici
Pargalama

ﬁf Eritrosit Liziz

l\ Lékositler

ﬁ— Lékosit Liziz
E—- Homojenizasyon

1— Ethanol Ekleme

Total RNA'nin
Meambrana Baglanmast

Sekil 3.2. Kandan RNA izolasyonu islemi sematik gosterimi
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3.2.2 Cilt Biyopsisi Orneklerinden Total RNA Saflastirilmasi

Olgu ve kontrollerden, Trakya Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama
Merkezi Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezi’nde bulunan tam
donanimli tedavi odasinda, cilt biyopsisi 6rnekleri alindi. Cilt biyopsisi, her goniilliiden
normal goriiniimlii deri bolgesinden 2 adet olmak {izere, Deri ve Ziihrevi Hastaliklar
Poliklinigi’nde, 4 mm punch biyopsi aleti kullanilarak alindi. Biyopsi alinacak bolgeye

islem Oncesi lidokain enjeksiyonu yapilarak lokal anestezi saglandi.

Hasta sayilar1 saglanana kadar, biyopsi 6rnekleri hiicresel RNA'y1 37°C'de 1 giin,
25°C'de 1 hafta, 4°C'de 1 ay ve-20°C'de siiresiz olarak stabilize halde saklamamiza imkan
veren Invitrogen RNAlater (Thermo Fisher Scientific) Stabilizasyon Solusyonu
igerisinde saklandi. Dokudan RNA izolasyonu i¢in RNeasy Plus Mini kiti (Qiagen,
Hilden, Germany) protokoliine uygun bir sekilde izolasyon islemi gerceklestirildi (Sekil
3.3).

Izolasyon islemi igin énce dokular Buffer RLT Plus (Qiagen, Hilden, Germany)
igerisinde uygun hacimlerde homojen bir hale gelinceye kadar pargalandi. Homojenize
lizat, 2 ml'lik bir tiipe yerlestirilip bir gDNA Eliminator spin kolonuna aktarildi.8000 x
g'de 30 saniye santrifiijlendi. Kolonu atild1 ve kolon altina 1 hacim (genellikle 350 pl
veya 600 ul) %70 etanol eklenerek ve pipetleme ile iyice karistirlldi.700 ul'ye kadar
numune bir RNeasy spin kolonuna aktarildi. Kapak kapatilip >8000 x g'de 15 saniye
santrifiijleyip siiziintii atildi. RNeasy Mini spin kolonuna 700 ul RW1 Tamponu eklendi.
Kapagi kapatilip >8000 x g'de 15 saniye santrifiijlendi ve siiziintii atildi. RNeasy spin
kolonuna 500 ul Buffer RPE eklendi. 8000 x g'de 15 saniye santrifiijlenip siiziintii atildi.
RNeasy spin kolonuna 500 ul Buffer RPE eklendi ve 2 dakika >8000 x g'de santrifiijlendi.
Kolon son olarak iyice kurumasi igin 1 dk maksimum hizda santrifiijlendi. RNeasy spin
kolonu yeni bir 1.5 ml tiipe yerlestirildi. Dogrudan spin kolon membranina 30-50 ul
RNaz icermeyen su eklendi. RNA'y1 ayristirmak igin >8000 x g'de 1 dakika santrifiijlendi.
RNA eliisyonunu 0.2 mI’lik tiiplere paylastirildi.
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HUCRE veya DOKU

Parcalama ve Homojenlestirme

Genomik DNA'y1 Ortadan Kaldirma
Total RNA = Genomik DNA

$ Etanol Eld,
‘ﬁ olEkleme
1

Total RNA Baglama

Yikama

Eliisyon

RNA Elisyon

Sekil 3.3. Dokudan RNA izolasyonu islemi sematik gosterimi
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3.2.3 Total RNA Kalite ve Kantite Ol¢iimleri

RNA analizi bilimsel ¢alismalarimizda 6nemli bir yere sahiptir. Giiniimiizde artan
RNA calismalarinda basarili sonuglar elde edebilmek ve zamandan tasarruf
saglayabilmek i¢in RNA materyallerinin kalite 6l¢timlerinin iyi bilinmesi gerekmektedir.
RNA ortamdaki RNaz’lardan sicaklik ve enzimatik sindirim gibi faktorlerden

etkilenebilmektedir.

Calismamizda RNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri RNA 6000 Pico Kiti
(Agilent Technologies, Santa Clara, California) kullanan bir Agilent 2100 Biyoanalizor
(Agilent Technologies, Santa Clara, California) sistemi kullanilarak tespit edildi. Izole
edilen RNA 6rneklerinin RNA biitiinliik numarasi (RIN) ve RNA kalite numarasi (RQN)
degerleri Sekil 3.4’den 3.21°e kadar belirtildi.

3.2.3.1 Kan RNA Elektroferogram Ozeti

Sample 1-HK1
[FU]
2.0 ,
1.54 A —
I\
1.0 ]
| | |
0.5 J ‘
‘ |
\ / Al v
0.0 o ltsd Wanssoa AN an Ana NN N L A ‘."‘;\,-,.'Nvmx_, sl i —
&
T T T T . T -
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results forsample1 :  Sample 1-HK1
RNA Area 10.0 RNA Integrity Number (RIN): 7.3 (B.02.10,
RNA Concentration 141 ng/pl Anomaly Threshold(s)

manually adapted)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 12
Result Flagging Color:

Result Flagging Label RIN: 7.30

Fragment table for sample 1 : Sample 1-HK1

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,681 1,891 23 231

28S 3,201 3,972 28 27.8

Sekil 3.4. Olgu 1 kan RNA izolasyon degerleri
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Sample 2-HK2

[FU] | |
| |
204 | |
| |
| |
| |
157 | |
i i —
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" \ o P |
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25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 2 :  _Sample 2-HK2
RNA Area: 8.0 RNA Integrity Number (RIN): 7.2 (B.02.10,
ey Anomaly Threshold(s)
RNA Concentration: 113 ng/pl manually adapted)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.0
Result Flagging Color: /1
Result Flagging Label: RIN: 7.20
Fragment table for sample 2 : _Sample 2-HK2
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,660 1,916 1.9 24.0
28S 3,320 3,900 2.0 25.0
Sekil 3.5. Olgu 2 kan RNA izolasyon degerleri
Sample 3-HK3
[FU] | ‘ P
| |
| |
2041 | |
| |
| |
1.5 : } —
| |
| |
104 | |
| |
| |
os{ | |
| n i |
| | -}
0.0 g e N | Achy o \LVNJ IKW] AT R T TT wT e
| & o |
- T T T T l"; T I'e’ T - —
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 3 : Sample 3-HK3
RNA Area: 6.7 RNA Integrity Number (RIN): 6.4 (B.02.10,
RNA Concentration: 94 ng/pl Anomaly Threshold(s)
manually adapted)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 03
: 1 Result Flagging Color: I:l
Result Flagging Label: RIN: 6.40
Frag t table for ple3 : Sample 3-HK3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,662 1,863 2.0 30.6
28S 3,363 3,604 0.7 10.2

Sekil 3.6. Olgu 3 kan RNA izolasyon degerleri
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Sample 4-HK4

[FU] I |
< [ |
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Overall Results for sample 4 :  Sample 4-HK4
RNA Area: 3.0 RNA Integrity Number (RIN): 2.7 (B.02.10,
RNA Concentration: 42 ng/pl Anomaly Threshold(s

manually adapted)

Result Flagging Color: 1

Result Flagging Label: RIN: 2.70

rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0

Sekil 3.7. Olgu 4 kan RNA izolasyon degerleri

Sample 5-HK5
—
T T T T T T
% 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample5 :  _Sample 5-HKS
RNA Area: 33.6 RNA Integrity Number (RIN): 6.8 (B.02.10)
RNA Concentration: 473 ngipl Result Flagging Color:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.9 Result Flagging Label: RIN: 6.80

Fragment table for sample 5 : Sample 5-HKS
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1,664 1,872 43 12.9
285 3,286 3,981 4.0 11.9

Sekil 3.8. Kontrol 1 kan RNA izolasyon degerleri

30



Sample 6-HK6

[FU] I |
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Overall Results forsample 6 :  _Sample 6-HK6
RNA Area: 442 RNA Integrity Number (RIN): 6.6 (B.02.10)
RNA Concentration: 621 ng/pl Result Flagging Color: /1
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.0 Result Flagging Label: RIN: 6.60
Fr t table for ple 6 : Sample 6-HK6
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1,641 1,856 4.7 10.6
28S 3,274 3,813 4.6 10.4
Sekil 3.9. Kontrol 2 kan RNA izolasyon degerleri
Sample 7-HK7
[FU] i |
- |
5 | |
| |
| |
e I
| |
| | —
34 | |
| |
| | —_—
24 | |
| |
| |
14 | |
.. 2 :
i ) e Pon e NN e —_
| & & |
! T T T T I = T I’\/ T :
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 7 :  _Sample 7-HK7
RNA Area: 317 RNA Integrity Number (RIN): 6.8 (B.02.10)
RNA Concentration: 446 ng/ul Result Flagging Color: | |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.9 Result Flagging Label: RIN: 6.80

Fragment table for sample 7 :
Name

18S
28S

Sample 7-HK7

Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
1,630 1,839 4.6 144
3,245 3,872 4.3 13.5

Sekil 3.10. Kontrol 3 kan RNA izolasyon degerleri
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Sample 8-HK8

Overall Results for sample 8 : Sample 8-HK8

RNA Area: 13.9 RNA Integrity Number (RIN): 7.3 (B.02.10)
RNA Concentration: 196 ng/ul Result Flagging Color: 1
rRNA Ratio [28s / 18s]: 11 Result Flagging Label: RIN: 7.30

Fragment table for sample 8 : Sample 8-HK8

Name

18S
28S

Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

1,620 1,830 5.0 36.2
3,116 3,770 5.7 41.2

Sekil 3.11. Kontrol 4 kan RNA izolasyon degerleri

Standard Curve
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Sekil 3.12. Kan RNA izolasyon standart egri degerleri
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3.2.3.2 Cilt Biyopsisi RNA Elektroferogram Ozeti

Sample 1-HF1
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Overall Results for sample 9 :  Sample 1-HF1

RNA Area: 36 RNA Integrity Number (RIN): 5 (B.02.10)
RNA Concentration: 15 ng/pl Result Flagging Color:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0 Result Flagging Label: RIN:5

Fragment table for sample 9 : Sample 1-HF1
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1,610 1,796 0.7 19.9

Sekil 3.13. Olgu 1 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri

Sample 2-HF2
[FU] ! I
| |
204 | |
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| |
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| | —
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25 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 2 :  _Sample 2-HF2
RNA Area: 6.2 RNA Integrity Number (RIN): 5.8 (B.02.10)
RNA Concentration: 26 ng/l Result Flagging Color: /1
rRNA Ratio [28s / 18s]: 08 Result Flagging Label: RIN: 5.80

gment table for sample 2 :  Sample 2-HF2
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1,684 1,906 15 24.0
285 3,300 3,808 13 20.2

=
Fr

Sekil 3.14. Olgu 2 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri
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Sample 3-HF3
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Overall Results for sample 3 :  _Sample 3-HF3
RNA Area: 20.7 RNA Integrity Number (RIN): 7 (B.02.10)
RNA Concentration: 87 ng/ul Result Flagging Color:
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.0 Result Flagging Label: RIN:7
Fr t table for ple3 : Sample 3-HF3
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,694 1,923 27 13.1
28S 3,320 4,025 2.6 12.7

Sekil 3.15. Olgu 3 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri

Sample 4-HF4

[FU]

2.0

1.59

0.5

T T T T T
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Overall Results for sample 12 : Sample 4-HF4

RNA Area: 3.0 RNA Integrity Number (RIN): 6 (B.02.10)
RNA Concentration: 12 ng/l Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0 Result Flagging Label: RIN:6

Frag t table for ple 12 : Sample 4-HF4

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
18S 1,619 1,802 0.6 18.8

Sekil 3.16. Olgu 4 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri
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Sample 5-HF5
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Overall Results for sample 5 : Sample 5-HF5
RNA Area: 36.2 RNA Integrity Number (RIN): 7 (B.02.10)
RNA Concentration: 151 ng/pl Result Flagging Color: | |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.9 Result Flagging Label: RIN:7
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Fragment table for sample 5 : Sample 5-HF5
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1,679 1,900 4.8 13.2
285 3,376 3,869 4.3 11.8

Sekil 3.17. Kontrol 1 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri

Sample 6-HF6

Q
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1 e |

T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 6 : Sample 6-HF6

RNA Area: 94 RNA Integrity Number (RIN): 8.7 (B.02.10)
RNA Concentration: 39 ng/pl Result Flagging Color: /]
rRNA Ratio [28s / 18s]: 13 Result Flagging Label: RIN: 8.70

Fragment table for sample 6 : _Sample 6-HF6
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

18S 1,652 1,890 1.9 20.3
28S 3,241 3,820 2.5 26.4

Sekil 3.18. Kontrol 2 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri
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Overall Results for sample 8 :  _Sample 8K-HF8
RNA Area: 10.7 RNA Integrity Number (RIN): 7.6 (B.02.10)
RNA Concentration: 45 ng/l Result Flagging Color: |
rRNA Ratio [28s / 18s]: 13 Result Flagging Label: RIN: 7.60
Fragment table for sample 8 : Sample 8K-HF8
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,630 1,863 3.8 35.6
28S 3,120 3,729 4.9 45.8

Sample 7-HF7
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Overall Results for sample 7 :  _Sample 7-HF7
RNA Area: 8.1 RNA Integrity Number (RIN): 8.3 (B.02.10,
RNA Concentration: 34 ng/ul g’;?}z‘::l);, ;Zzﬁgzl)d(s)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 12
Result Flagging Color: /1
Result Flagging Label: RIN: 8.30
F ttable forsample 7 :  _Sample 7-HF7
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,634 1,881 24 30.3
285 3,210 3,708 2.9 357

Sekil 3.19. Kontrol 3 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri

Sample 8K-HF8

Sekil 3.20. Kontrol 4 cilt biyopsisi RNA izolasyon degerleri
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Sekil 3.21. Cilt biyopsisi 6rnekleri RNA izolasyon standard egri degerleri
3.2.4 Sanger Sekans

Sanger sekans yontemi ile, daha once olgularda DNA diizeyinde belirlenen
intronik varyasyonlarin RNA diizeyindeki sonuglarinin hedefli olarak ortaya koyulmasi
amaglandi. Bu dogrultuda ilk olarak ilgili varyantlara 6zgli primer tasarimi Ensemble
veri tabani, FastPCR (PrimerDigital Ltd, Finland), Primer Blast ve UCSC (University of
California Santa Cruz Genomics Institute) acik erisimli veri tabanlari kullanilarak

gerceklestirildi.

Olgulardan elde edilen kan ve cilt biyopsi 6rneklerinden QlAamp RNA Blood
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) ve Qiagen RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) kullanilarak total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen total RNA’lar
ipsogen® RT (Qiagen, Hilden, Germany) kit kullanilarak cDNA’ya diinistiiriildi.
Merkez i¢i tasarladigimiz PCR primerleri (Cizelge 3.1) ve uygun PCR programlari ile
ilgili bolgeler cogaltildi. Bolgelerin amplifiye olup olmadiklar1 %2°lik agaroz jel ile tespit
edildi. PCR iiriinlerinin piirifikasyonu i¢in ExoSap-IT kullanildi. Piirifikasyon isleminin
ardindan Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit v3.1 ile Forward ve Reverse niikleotid
dizilerinin belirlenmesi i¢in Sanger sekans islemi gerceklestirildi. Sekans polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) isleminden sonra Sephadex® G-50 Fine (Ge Healthcare Bio-
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Sciences AB, Uppasala, Sweden) prosediirii ile piirifikasyon islemi gergeklestirildi.
Saflastirilmis 6rnekler Applied Biosystems ABI 3500 (Applied Biosystem, Kalifornia,
ABD) Sanger sekans dizileme cihazinda dizilendi. Dizileme isleminde sonra Chromas ve

BioEdit programlariyla analizleri gerceklestirildi.

Cizelge 3.1. Varyantlara uygun tasarlanan primer dizileri

1 ve 2 Numarah Olgu F primeri CAGGAATTAACTGTTTGTTCAGAAGACAATG
1 ve 2 Numarah Olgu R primeri TTATTCATGTTGTTTTCATCAACCACGTCTTT
3 Numarah Olgu F primeri CACACATGCCAGAGATTGCTCA
3 Numaral Olgu R primeri GGAGAAAGTGACAGGAACTTCTATCTGCC
4 Numarah Olgu F primeri CAAAATGAGGAGAGTAGCAGAAACTGATTATG
4 Numarah Olgu R primeri TTCACTGGTTTCTTCATCAATTCCAGGCA

3.2.5 Nextera (Nextera XT DNA Library Preparation Kit)

NF1 geninin ilgili bolgelerinin NextSeq 550 Sistemi (Illumina, San Diego, CA)
tizerinde dizilenmesi i¢in hedef zenginlestirme yontemi olan, Nextera XT DNA Library
Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA) kullanildi. Hastalarin mutasyon bdolgelerine
0zgli merkez i¢i dizayn edilen Primerleri ve TagMan™ Fast Advanced Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania) kullanilarak PCR'ler gergeklestirildi. Tim
amplikonlar daha sonra Agencourt AMPure XP sistemi (Beckman Coulter, Pasadena,
CA, ABD) kullanilarak saflastirildi ve baslangic DNA kiitiiphanesinin miktari, Qubit
dsDNA BR Test Kiti (Invitrogen, Carlsbad, CA, ABD) kullanilarak belirlendi. Hedefli
kiitliphaneler, uglar1 pargalamak i¢in transpozom kullanan ve ayni anda adaptor ve
barkodlama dizileri ekleyen Nextera XT hazirlama kilavuzuna (Illumina, San Diego, CA,
ABD) gore hazirlanip miks haline getirildi ve Next Seq550 (lllumina Inc., San Diego,
CA, ABD) dizileme cihazi kullanilarak dizilendi. IGV 2.16.1

(https://software.broadinstitute.org/) iizerinde varyant arama ve analizi yapildi.

3.2.6 Tranksriptom Sekanslama

Calismamizda cilt biyopsisi ve kan orneklerinden izole edilen total RNA’nin
mRNA transkriptom degisikliklerinin belirlenmesi i¢in faydalanilan lllumina Stranded
MRNA Prep Ligasyon kiti (Illumina Inc, San Diego, CA, ABD), total RNA'daki haberciyi
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(mRNA) 384 adede kadar ¢ift zincirli kiitiiphaneye dondstiiriir. Oligo(dT) manyetik
boncuklar, polyA kuyruklar iceren mRNA molekiillerini yakalar ve saflastirir. Bu Kit,

mRNA molekiillerinin iki zincirini ayirt edebilen (stranded) bir teknolojiye sahiptir.

Saflagtirllmis mRNA pargalanir ve ters transkriptaz ve rastgele primerler
kullanilarak birinci zincir tamamlayict DNA'ya (cDNA) kopyalanir. ikinci bir iplik
cDNA sentezi adiminda, dUTP, iplik 6zgilligiini (stranded) elde etmek i¢in dTTP'nin

yerini alir.

Son adimlar, parg¢a uglarina ve bagdastiricilara adenin (A) ve timin (T) bazlar
ekler. Elde edilen triinler saflastirilir ve bir Illumina sistemi tizerinde dizileme i¢in segici

olarak amplifiye edilir.

Protokol (Sekil 3.22), 25-1000 ng yiiksek kaliteli toplam insan RNA's1 i¢in

optimize edilmistir.
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8 mRNA Piirifikasyon ve Fragmentasyon

PO Birinci Sarmal cDNA Sentezi

3 ikinci Sarmal cDNA Sentezi

Giivenli Durma Nokt:
@ 3'Adenilat Uglar
#53 Baglanti Capalan
'Y Fragment Temizleme
Giivenli Durma Nokt:
I Kiitiiphane Amplifikasyonu
w :
Giivenli Durma Nokt

o Kiitiiphane Temizleme

Pre-PCR @ Post-PCR

Sekil 3.22. Illumina tek iplik¢ikli MRNA hazirlama kiti (Illumina, San Diego, CA)
ligasyon asamalari

3.2.6.1 mRNA Fragmentasyon ve Piirifikasyon

Bu adimda polyA kuyruklari ile haberci RNA'lar1 (mRNA'lar) yakalamak igin
oligo(dT) manyetik boncuklar kullaniimigtir. RNA fragmentlere ayrilarak cDNA sentezi

i¢in hazirlanmistir.

3.2.6.2 mRNA Yakalama (mMRNA Capture)

Her bir RNA 6rnegi, nikkleaz icermeyen ultra saf su ile 25 pl'lik bir hacimde 25-
1000 ng total RNA icerecek sekilde seyreltildi. Her 6rnege 25 pul RPBX eklenerek pipetaj
yapildi. Thermal dongiileyicide daha onceden hazirlanan “mRNA CAP” programinda
(Cizelge 3.2) PCR islemi gergeklestirildi.
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Cizelge 3.2. mMRNA yakalama islemi PCR kosullar1

PCR Kapak Sicakligi 100°C'ye ayarlandi
65°C 4°C 23°C 23°C
5 dakika 30 saniye 5 dakika Sabit

3.2.6.3 mRNA Eliisyonu

Protokole uygun olarak mRNA yakalama isleminin ardindan piirifikasyon i¢in
ornekler manyetik standa alind1 ve 2 dakika bekletilerek siipernatant atildi. Manyetik
stanttan alinan her 6rnege 100 ul BWB eklenerek pipetaj yapildi ve manyetik Stant
lizerine tekrar yerlestirilerek 2 dakika bekletildi. Tiim siipernatant atildi. Manyetik
stanttan tekrar ¢ikarilarak iizerlerine 25 ul ELB eklendi ve pipetaj yapildi. Daha sonra
MRNA_ELT (Cizelge 3.3) programi ¢alistirilarak per islemi gerceklestirildi.

Cizelge 3.3. MRNA ELT PCR kosullar1

PCR Kapak Sicaklig1 100°C'ye ayarlandi
80°C 25°C
2 dakika Sabit

3.2.6.4 mRNA Temizleme

Temizleme isleminde kullanilacak olan Fragmentation Master Mix'i hazirlamak
icin niikleaz icermeyen ultra saf su (10.5 pl) ve EPH3 (10,5 pl) sarf malzemelerinden
ornek basina belirtilen hacimlerde alinarak karigim hazirlandi. Her kuyucuga 25 ul BBB
soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon isleminin ardindan manyetik stantta 2 dakika bekletildi ve 50 ul siipernatant
atildi. Ardindan manyetik stant iizerinden 6rnekler indirildi ve tizerlerine 100 ul BWB
eklenip pipetaj islemi gergeklestirildi. Ornekler manyetik stantta iki dakika bekletildi ve
siipernatant atild1. Ornekler manyetik stantdayken iizerlerine 19 ul Fragmentation Master
Mix eklendi. Boncuklar yeniden siispanse edilene kadar pipetaj islemi gergeklestirildi ve
ornekler oda sicakliginda iki dakika inkiibe edildi.
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3.2.6.5 MRNA Fragmentasyon ve Denatiirasyonu

Temizleme basamagindan ¢ikan ornekler ilgili PCR programina (Cizelge 3.4)
alindi. Ardindan Ornekler manyetik stant iizerine alindi ve her kuyucuktan 17 pl

siipernatant yeni bir PCR plakasina aktarildi.

Cizelge 3.4. DEN94 8 PCR programi

PCR Kapak Sicakligi 100°C'ye ayarlandi

94°C 4°C
8 dakika Sabit

3.2.6.6 cDNA ilk Zincir Sentezi

Bu adim, birinci sarmal tamamlayict DNA'y1 (cDNA) tiretmek i¢in heksamerle
hazirlanmis RNA fragmanlarini ters kopyalar. First Strand Synthesis Mix, RNA'ya bagl
senteze izin veren, DNA'ya bagimli sentezi Onlerken iplik Ozgilligiini iyilestiren

Actinomycin D'yi igerir (Perocchi vd., 2007).

Protokole uygun olarak cDNA Ilk Zincir Sentezi i¢in 6rnek basmna 9 pl FSA ve 1
pl RVT igeren First Strand Synthesis Master Mix karisimini hazirlandi. Karistirmak i¢in
First Strand Synthesis Master Mix'i iyice pipetlendi. Her kuyucuga 8 ul First Strand
Synthesis Master Mix eklendi ve pipetaj isleminden sonra FSS programinda (Cizelge 3.5)
PCR islemine tabi tutuldu.

Cizelge 3.5. FSS PCR programi

PCR Kapak Sicakligi 100°C'ye ayarlandi

25°C 42°C 70°C 4°C'de
10 dakika 15 dakika 15 dakika Sabit

3.2.6.7 ¢cDNA ikinci Zincir Sentezi

Bu adimda RNA sablonu kaldirilir ve kor uglu, ¢ift sarmalli cDNA fragmanlari
olusturmak i¢in bir yedek sarmal sentezlenir. Deoksitimidin trifosfat (dTTP) yerine
deoksitiridin trifosfat (dUTP), amplifikasyon sirasinda ikinci ipligi sondiirmek ve iplik

spesifikligini elde etmek i¢in dahil edilir.
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Protokoliin taze hazirlanmis %80 EtOH gerektiren {i¢ temizleme adimi1 oldugu
icin ilk 6nce EtOH hazirlandi.
3.2.6.8 cDNA Sentezi

PCR plakasinin her kuyucuguna 25 pl SMM eklendi ve pipetaj yapildi. Ardindan
onceden programlanan SSS programinda (Cizelge 3.6) PCR’a tabi tutuldu.

Cizelge 3.6. SSS PCR programi

PCR Kapak Sicakligi 40°C'ye ayarlandi
16°C 4°C

1 Saat Sabit < 16 Saat

3.2.6.9 cDNA’y1 Temizleme

Protokole baslamadan 6nce AMPure XP yeniden homojenize etmek i¢in hafifce
calkaland1 ve her kuyucuga 90 ul AMPure XP eklendi. Boncuklar ve drnekler siispanse
edilene kadar yavasca pipetlendi. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra
manyetik stant {izerine alindi ve 5 dakika bekletildi. 130 pl siipernatant atildi. Boncuklar
manyetik stant tizerinde her kuyucuga 175 ul taze %80 EtOH koyularak yikandi ve 30
saniye bekletildi. Tiim siipernatant atildi. Yikama islemini ikinci kez tekrarlandi. Tiipiin
icerisinde kalan biitin EtOH uzaklastirilacak sekilde tim sivi atildi. Manyetik stant
tizerinde 2 dakika hava ile kurumaya birakildi. Tiipler manyetik stanttan ¢ikarildi ve her
kuyucuga 19.5 pl RSB eklendi. Boncuklar yeniden siispanse edilene kadar yavasca
pipetlendi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildikten sonra manyetik standa
yerlestirilip 2 dakika bekletildi. Her kuyudan 17.5 pl siipernatant, boncuklar alinmayacak
sekilde yeni bir PCR plakasina aktarildi. Bu noktada 6rnekler -25°C ila -15°C'de 7 giine
kadar saklanabilmekteydi.

3.2.6.10" Uclarin Adenilasyonu

Bu adim, adaptor ligasyonu sirasinda birbirlerine baglanmalarini 6nlemek i¢in kor
fragmanlarin 3’ uglarina bir adenin (A) niikleotidi ekler. Adaptdriin 3’ ucundaki karsilik
gelen bir timin (T) niikleotidi, adaptoriin par¢aya baglanmasi i¢in tamamlayici bir

baglant1 noktas1 saglar.
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Bu adimda her kuyucuga 12,5 pl ATL4 eklendi ve pipetaj yapildi. Ardindan ATAIL

(Cizelge 3.7) programini ¢aligtirilarak PCR islemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.7. ATAIL PCR programi

PCR Kapak Sicakligi 100°C'ye ayarlandi

37°C

70°C

4°C

30 dakika

5 dakika

Sabit

3.2.6.11 Baglant1 Capalari

Bu adim, c¢ift sarmalli ¢cDNA fragmanlarinin uglarma ¢ift indekslemeye

hazirlamak amaciyla 6n indeksleme g¢apalarin1 baglar. Sonraki PCR amplifikasyon

adiminda, indeks adaptor dizileri eklenir (Sekil 3.23).

Listelenen sirayla her bir kuyucuga (Cizelge 3.8)’deki olgiilerle RNA indeks

Capalar1 eklendi. Pipetaj isleminden sonra LIG programini (Cizelge 3.9) galistirarak PCR

islemi gergeklestirildi.

PCR islemi bittikten sonra her kuyucuga 5 pl STL ekleyerek pipetaj yapildi ve

ligasyon islemi sonlandirildi.

Cizelge 3.8. Baglanti capalari reaktif miktarlar

Ornek Girisi Ornek Girisi
Ekleme Sirasi Reaktif Hacmi < 100 ng Hacmi > 100 ng
(u) ()
1 RSB 2.5 0
RNA Index
2 Anchors e >
3 LIGX 2.5 2.5

Cizelge 3.9. LIG PCR programi

PCR Kapak Sicakligi 100°C'ye ayarlandi

30°C

4°C

10 Dakika

Sabit
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IDT for lllumina DNA/RNA UD,
Ligation/PCR amplification
(Anchors + IDT UD plate)

cDNA cDNA synthesis

A
A

‘ A-tailing

- A T

=T A
* Adegpters are ligated

” __Index2 z
o] Read 1 saquencing primar (Rd1 SP)
== Y]

Read 2 saquencing primer (Rd2 SP)

Indsx1 p7
PCR ampilification and index addition

ii.
...T € Read 2
BN oo i s L R

Read1 > T...

Sekil 3.23. Adaptor ligasyonu ve indeks ekleme islemlerinin sematik gosterimi

3.2.6.12 Fragment Temizleme

Bu adim, adaptorle baglanmis parcalar1 saflagtirmak i¢in manyetik boncuklar
kullanir. Manyetik boncuklar1 yeniden siispanse etmek icin AMPure XP vortekslendi. Her
kuyucuga 34 ul AMPure XP eklendi ve pipetaj yapildiktan sonra 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi bittikten sonra érnekler manyetik standa
yerlestirildi ve 5 dakika bekletildi. Ardindan tiim siipernatant atildi ve tizerine 175 pl taze
%80 EtOH eklendi. Tiim siipernatant atildi ve iizerine tekrar 175 pl taze %80 EtOH
eklendi, sonrasinda tiim EtOH atildi. Ornekler manyetik stant {izerinde 2 dakika havada

kurutuldu. Manyetik stanttan ¢ikarilan 6rneklere 22 ul RSB eklendi ve pipetaj yapildi
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Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyon sonrasinda drnekler manyetik stantta 2
dakika bekletildi. 20 pl siipernatant yeni bir PCR plakasinin kuyucuguna aktarildi. Bu
noktada 6rnekler -25°C ila -15°C'de 7 giine kadar saklanabilmekteydi.

3.2.6.13 Kiitiiphanenin Cogaltilmasi

Bu adim, ¢apa ile baglanmis DNA parcalarini segici olarak amplifiye etmek ve
kiime tretimi (cluster generation) i¢in indeksler ve primer dizileri eklemek amaciyla
PCR'yi kullanir. PCR isleminden sonra ¢ift dizinli kiitiiphaneleri saflastirmak igin
manyetik boncuklarin kullanildig1 yikama islemi gergeklestirilir. Ortaya ¢ikan {iriin, her

iki ucunda adaptorler bulunan ¢ift dizinli bir kiitliphanedir.

Protokoliin bu asamasinda her kuyu icin yeni bir pipet ucu kullanarak,
kullanilmas: planlanan indeksler asagidaki hacimleri listelenen sirayla PCR plakasinin

ilgili kuyucuklarina eklendi.

UDPOXXX dizin adaptor plakasindan PCR plakasina aktarildi
* UDPOXXX (10 pl)
* EPM (20 pl)
Karigtirmak i¢in pipetaj yapildi ve dnceden programlanmis PCR cihazina yerlestirildi.
+ Kapak 6n 1sitma segenegini segildi ve 100°C'ye ayarlandi.
98°C 30 saniye
* 15 dongii;
* 10 saniye i¢in 98°C
* 30 saniye i¢in 60°C
* 30 saniye i¢in 72°C
* 5 dakika i¢in 72°C
* 4°C'de < 16 saat
Cizelge 3.10. Ornek giris miktarlar1 ve PCR dongii sayilari

Giris Miktari (ng) PCR dongii sayisi (x)
25 15
100 13
1000 10
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3.2.6.14 Kiitiiphanenin Temizlenmesi

Bu adimda ¢ift zincirli kitiiphaneleri saflastirmak i¢in manyetik boncuklar
kullanildi. AMPure XP'yi yeniden siispanse etmek i¢in vortekslendi ve her kuyucuga 50
ul AMPure XP eklendi. Boncuklar ve 6rneklerden olusan karisim iyice pipetaj yapildi ve
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. Daha sonra tiipler manyetik standa yerlestirildi
ve 5 dakika inkiibe edildi. 90 ul siipernatant1 atildi. Boncuklar manyetik stant iizerinde
175 pl taze %80 EtOH ile yikand1 ve 30 saniye bekletildkten sonra tiim siipernatant atildi.
Ayni islem ikinci kez tekrarlandi ve tiim EtOH' {i attiktan sonra manyetik stand tizerinde
2 dakika boncuklar kurutuldu. Ardindan 6rnekler manyetik stanttan g¢ikarldi ve her
kuyucuga 17 ul RSB ekleyenek pipetaj yaptldi. Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyon
isleminden sonra manyetik standa 6rnekler yerlestirildi ve 2 dakika bekletildi. Her bir
kuyucuktan 15 pl siipernatant yeni bir PCR plakasina aktarildi. Ornekler bu asamada 30
giine kadar -25°C ila -15°C'de saklanabilmekteydi.

3.2.7 Kiitiiphane Kontrolii

Bu asamada hazirladigimiz kiitiiphanelerin son konsantrasyon ve kalite degerleri
li¢ farkli cihaz iizerinde 6lgiildii. Ik 6l¢iim cihazimiz olan Qiagen QIAxcel (Qiagen,
Hilden, Germany) cihazinda QIAxcel DNA High Resolution Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) kullanilarak 6l¢iim yapildi. Ol¢iim asamasinda referans olarak QX DNA Size
Marker (Qiagen, Hilden, Germany) 100bp-2.5kb marker kullanildi. Qiagen- QIAxcel
cihaz1 analizi sonucunda net bir bant goriintiisii alamadigimiz kiitiiphane 6rnekleri ikinci
Ol¢tim platformumuz olan Thermo-Qubit 4 cihazi araciligiyla Qubit® dsDNA HS Assay
Kit kullanilarak saptandi (Cizelge 3.11-3.12). Alinan sonuglarin ikinci bir cihazda
degerlendirilmesi i¢in bazi Ornekler son olgiim platformumuz olan Agilent 2100
Biyoanalizor cihazinda, DNA 1000 Kit’i kullanilarak analiz edildi. Sonuglar (Sekil 3.25
ve Sekil 3.28 ) arasinda belirtildi.

Denatiire olmamis RNA 6rnekleri i¢in ortalama parga uzunlugu ~300—400 bp'dir.
Beklenen ekleme boyutu ~160 bp'dir. Yirmi bes ng Universal Insan Referans1 (UHR)
RNA girisinden olusturulan kiitiiphane igin (Sekil 3.24)’de 6rnek belirtilmistir.
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Sekil 3.24. Biyoanalizor l¢iimiinde 25 ng Evrensel insan Referansi1 (UHR) goriintiisii
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3.2.7.1 Kiitiiphanelerin Biyoanalizor ile Ol¢iim Degerleri
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35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380 [be]
Overall Results for sample 1 HKG
Number of peaks found. 10 Corr. Area 12 asio
Norse: o3
Peak table for sample 1 : K6
Peak Size [bp] conc. [pa/ml] Molarity [pmol/l] Observations
1 . s 125.00 S.411.3 Lower Marker
2 RE 22.10 7535
3 55 san 991.2
- 151 s 2.7
s 203 111.98 7604
6 294 161 336
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a 7 e 1200
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200 1,000 3910 %0 365 26 613.15 2,795.3 ||
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Sekil 3.25. Kontrol 2’nin kan biyoanalizér 6l¢iim degeri
() $
— \b"
80
s ;'
oy ® & ‘
60 ARHAN
50 [
40 /
30 f
| f
20 i @ /
S
10 5
W W o E—
10

T T T T T T

T | T ) T L |
35 100 200 300 400 600 1000 3000 10380 [bp]

Overall Results for sample 2 @ _HKZ

Number of peaks found 14 Cor. Area 1: 1.669.4
Notse 03

Peak table for sample 2 :  _HKZ

Peak size [bp] conc. [pg/ul] Molarity [pmol/1] Observations

1 « 35 125.00 54113 Lower Marker

2 as 19.09 ca8.6

3 s8 73.23 1.904.6

4 257 375.35 2.213.9

s 281 332.89 17953

6 209 104.44 529.1

7 313 367.16
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15 686 14.08
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Region table forsample 2 1 _HKZ
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Sekil 3.26. Kontrol 3’iin kan biyoanalizor 6l¢tim degeri
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Peak table for sample 3 @ HKE
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Sekil 3.27. Kontrol 4’iin kan biyoanalizor 6l¢iim degeri
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Sekil 3.28. Kontrol kanlar 1-2-3 biyoanalizor jel goriintiisii
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3.2.8 Kiitiiphane Baslangi¢c Konsantrasyonu Hazirlama

Bu adimda kiitiiphaneler Illumina NextSeq 550 (Illumina Inc. San Diego, CA,
ABD) sistemi i¢in baslangi¢c konsantrasyonuna seyreltildi (Cizelge 3.13, Cizelge 3.14).
Baslangi¢ konsantrasyonuna seyreltildikten sonra, kiitiiphaneler denatiire edilmeye ve
nihai yiikleme konsantrasyonuna seyreltilmeye hazirdi (Cizelge 3.15).

1. Baslangi¢ konsantrasyonu hazirlarken ilk adim olarak kiitiiphanenin molarite
degeri hesaplandi (Sekil 3.29).

ng/vl 6 .
660 g/mol x average library size x 10° = Mola'mty (TLM)

Sekil 3.29. Molarite hesaplama
2. Molarite degerini kullanarak, kiitliphanelerin istenen baslangi¢ konsantrasyonuna
seyrelilmesi i¢in gereken RSB ve kiitiiphane hacimlerini hesaplandi.

3. 1 NM’e getirdigimiz kiitiiphanelerden 5’er mikrolitre alindi.

Cizelge 3.11. Hasta ve kontrol oOrneklerinden izole edilen RNA’dan elde edilen
transkriptom kiitiiphanelerinin konsantrasyon degerleri

Cilt Biyopsisi Orneklerinden izole Edilen Rna Konsantrasyonlari

NanoDrop- BiyoAnalizor-Baslangi¢ Qubit-Final

Baslangic (Kiitiiphane)
Olgular Konsantrasyon ~ RIN Area Konsantrasyon Konsantrasyon
HF1 17,7 ng/ul 5 3,6 15 ng/pl 2,01 ng/ul
HF2 47,3 ng/ul 5,8 6,2 26 ng/ul 6,05 ng/pul
HF3 49 ng/ul 7 20,7 87 ng/ul 0,86 ng/ul
HF4 12,6 ng/pul 6 3 12 ng/pul 1,74 ng/pul
KF5 78,8 ng/ul 7 36,2 151 ng/ul 0,88 ng/ul
KF6 32,5 ng/ul 8,7 94 39 ng/ul 0,63 ng/ul
KF7 34 ng/ul 8,3 8,1 34 ng/pul 0,66 ng/ul
KF8 61,9 ng/ul 7,6 10,7 45 ng/ul 1,54 ng/pul
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Cizelge 3.12. Hasta ve kontrollerin periferik kan érneklerinden izole edilen RNA’dan
elde edilen transkriptom kiitiiphanelerinin konsantrasyon degerleri

Kan Orneklerinden izole Edilen Rna Konsantrasyonlari

NanoDrop- BiyoAnalizor-Baslangi¢ Qubit-Final

Baslangic (Kiitiiphane)
Olgular Konsantrasyon RIN Area Konsantrasyon Konsantrasyon
HK1 48,4 ng/ul 7,3 10 141 ng/ul 2,46 ng/ul
HK?2 56 ng/ul 7,2 8 113 ng/pl 3,99 ng/ul
HK3 56,1 ng/ul 6,4 6,7 94 ng/pul 2,81 ng/ul
HK4 13,9 ng/ul 2,7 3 42 ng/ul 0,14 ng/ul
KK5 183 ng/ul 6,8 33,6 473ng/ul 2,40 ng/pul
KK6 141 ng/pl 6,6 442 621 ng/ul 0,63 ng/pul
KK7 178 ng/pul 6,8 31,7 446 ng/pul 1,70 ng/pul
KK8 131,6 ng/ul 7,3 13,9 196 ng/pl 2,38 ng/ul

Cizelge 3.13. Cilt biyopsisi 0rneklerinden izole edilen RNA’dan liretilen hasta ve
kontrol transkriptom kiitiiphanelerinin diliisyonlari

Olgular NG/uL. NM  Kiitiiphane Su Toplam NM
(ul) (ul) Hacim Degeri
HF1 2.01 8.70 4.00 4.70 8.70 4,00
HF2 6.05 2%'1 4.00 22.19 26.19 4,00
HF3 0.86 3.72 4.00 3.45 7.45 2,00
HF4 1.74 7.53 4.00 3.53 7.53 4,00
KF5 0.88 3.81 4.00 3.62 7.62 2,00
KF6 0.63 2.73 4.00 1.45 5.45 2,00
KF7 0.66 2.86 4.00 1.71 5.71 2,00
KF8 154 6.67 4.00 2.67 6.67 4,00

Cizelge 3.14. Kan hasta o6rneklerinden izole edilen RNA’dan iiretilen hasta ve kontrol
transkriptom kiitliphanelerinin diliisyonlar:

Olgular NG/pL. NM Kiitiiphane (ul) Su (ul) Toplam Hacim NM Degeri

HK1 246  10.65 4 6.65 10.65 4.00
HK?2 3.99 1727 4 13.27 17.27 4.00
HK3 281 1216 4 8.16 12.16 4.00
HKA4 0.14 0.61 0.606060606 0 0.61 2.00
KK5 2.4 10.39 4 6.39 10.39 4.00
KK6 0.63 2.73 4,00 1.45 5.45 2.00
KK7 1.7 7.36 4 3.36 7.36 4.00
KK8 2.38  10.30 4 6.30 10.30 4.00

52



Cizelge 3.15.Sekans sistemlerine gore baglangic ve son yiikleme konsantrasyonlari

NextSeq 550-NextSeq500 1 1.1-14
NextSeq1000 -NextSeq2000 2 750
NovaSeq6000 0.5 100

3.2.9 Kiitiiphanelerin Yiiklenmesi
3.2.9.1 Kiitiiphane denatiirasyonu ve diliisyonu

1ml 0.2 N NaOH diliisyonu hazirlamak i¢in agsagidaki maddeler bir tiipte birlestirildi.

1. 800 pulsu
2. 200 pl 1.0 N NaOH
3. 1 ml 0.2 N NaOH elde edildi

HT1 Hazirlama

1. HT1'i-25°C'den -15°C’ye ¢ikarild1 ve sonrasinda sicakliginda tamamen ¢oziildii.
2. Denatiire kiitliphaneler seyreltmeye hazir olana kadar 2°C ila 8°C'de saklandi.

RSB Hazirlama

1. 1 RSB tiipii -25°C ila -15°C saklama alanindan ¢ikarip ve oda sicakliginda eritildi.

2. Kiitiiphaneler seyreltmeye hazir olana kadar ¢oziilmiis RSB 2°C ila 8°C'de
muhafaza edildi.

3. Cizelge 3.16’daki kiitiiphane hacimleri ve yeni seyreltilmis 0,2 N NaOH bir tiipte
birlestirildi.

Cizelge 3.16. Kiitiiphane baslangic konsantrasyonlar1 ve hacimleri

4nM S5ul Spul
2nM 10 pl 10 pl
1nM 20 pl 20 pl
0.5nM 40 pl 40 pul
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4. Kisa bir siire vortekslendi ve ardindan 280 x g'de 1 dakika santrifiijlendi.
5. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
6. Cizelge 3.17°de belirtilen hacimde 200 mM Tris-HCI, pH 7 eklendi. VVortekslendi

ve ardindan 280 x g'de 1 dakika santri

fiijlendi.

Cizelge 3.17 Kiitiphane konsantrasyonlarma gore eklenecek 200 mM Tris-HCI

miktarlari

Starting Library Concentration

200mM Tris-HCI, pH7

4nM 5 pul
2nM 10 pl
1nM 20 pl
0.5nM 40 pl

3.2.9.2.Denatiire Kiitiiphanelerin 20 pM'a Seyreltilmesi

1. Cizelge 3.18’de belirtilen hacimde 6nceden sogutulmus HT1 denatiire

kiitiiphanelere eklendi. Sonug olarak 20 pM'lik denatiire bir kiitiiphane elde

edildi.

2. Kisaca vortekslendi ve ardindan 280 x g'de 1 dakika santrifiijlendi.

3. Son diliisyona devam etmeye hazir olana kadar 20 pM kiitiiphane buz lizerinde

tutuldu.

Cizelge 3.18. Kiitiiphanelerin 20 pM'a Seyreltilmesi i¢in kullanilan ¢ézliinmiis HT1

miktari
Baslangi¢ Kiitiiphane Konsantrasyonu HT1
4 nM 985 ul
2nM 970 ul
1nM 940 pl
0.5nM 880 ul
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3.2.9.2 Kiitiiphanelerin Yiikleme Konsantrasyonuna Seyreltilmesi

Calismamizda Nextseq 500/550 High Output Reagent Cartridge v2 (300 cycles),
(IMumina Inc., San Diego, CA, ABD) kullanildig1 i¢in bundan sonraki adimlar bu kite

gore belirlendi.

1. Denatiire 20 pM kiitliphane soliisyonunu asagidaki gibi 1,8 pM'a seyreltildi.
e Denatiire kiitliphane soliisyonu (117 pl)
e Onceden sogutulmus HT1 (1183 pl)
e Toplam hacmi 1.3 ml olan 1.8 pM'liikk havuz kartusun 6rnek yiikleme kismina

yiiklendi.

3.2.10 Yeni Nesil RNA Dizileme ve Diferansiyel Gen ifadesi Analizi Is Akis1

Ham verilerin analizi CLC Genomics Server 22.0.2 (QIAGEN, Aarhus, Denmark,
https://digitalinsights.qiagen.com) sunucusu igerisine yiikli RNA Dizileme ve
Diferansiyel Gen Ifadesi Analizi Is Akis1 (RNA-Seq and Differential Gene Expression
Analysis Workflow) kullanilarak yapildi.

Oncelikle ham dizileme verileri (FASTQ) kirpilarak (trimming), dizi hizalamasina
hazir hale getirildi. Kirpilma i¢in kalite skoru 0.05 olarak belirlendi. Kirpilacak adaptor
dizileri CLC Genomics Server yazilimi tarafindan otomatik olarak algilanmaktadir.
Kirpilmig diziler dncelikle hg19 insan referans genomuna gore hizalandi. Gen, mRNA,
kodlayan dizi (CDS) bilgileri i¢in referans olarak Ensembl hgl19/v87 kullanildi. Gen
ontolojisi (goa human) bilgisi i¢in 16.05.2022 tarihinde yayinlanan hgl9 gen ontoloji
bilgileri ¢ekildi.

Dizi hizalama algoritmasi olarak Karma Tablo/Komut ¢izelgesi (Hash Table) yontemi

kullanildi. Hizalama matrisi olusturulurken asagidaki skorlama parametreleri belirlendi:

e Eslesmeme ceza puani (Mismatch cost): 2

e Niikleotid eklenme puani (Insertion cost): 3

e Niikleotid silinme puani (Deletion cost): 3

e Dizi uzunluk fraksiyonu (Length fraction): 0.8

e Dizi benzerlik fraksiyonu (Similarity fraction): 0.8
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Bir dizi okumasi, genomda 10’dan daha fazla bolgeye hizalanmigsa analize dahil
edilmedi. Gen ifadesi degerleri dizi okumalarmin tamami kullanilarak hesaplandi.

Fiizyon gen tablolar1 hesaplanirken en az 5 dizi okumasi kullanilda.

Yeni nesil dizilemede sonucu elde edilen dizi okumalarinin kapsama derinliginden
gen ifadelerinin hesaplanmasini saglayan RPKM (Reads per kilobase of transcript per
Million reads mapped) degerleri 5’in altinda olan bélgeler analize dahil edilmedi. Gen
ekspresyonu Ol¢limiinde katsay1 degisimi (fold change) i¢in alt sinir 1,5 olarak belirlendi.
Anlamlilik 6l¢iitii olan p degeri sinir1 0,05 olarak belirlenirken diizeltme/standardizasyon

yontemi olarak FDR (False discovery rate) kullanildi.

Yazilim igerisinde biitiin transkriptom RNA-Seq (Whole Transcriptome RNA-
Seq) secenegi segilerek gen ifadelerinin hesaplanmasi i¢in global TMM normalizasyon
yontemi kullanildi

(https://resources.giagenbioinformatics.com/manuals/clcgenomicsworkbench/1000/inde

x.php?manual=TMM Normalization.html).

Ortalama gen ifadesi degerlerinin standardizasyonu i¢in FDR (False Discovery
Rate) diizeltmesi uygulandi. Orneklerin yazilima tanitilmasi igin Cizelge 3.19’daki
metaveri/iist veri (metadata) tablosu hazirlandi:

Cizelge 3. 19. Metaveri/iist veri (metadata) tablosu HF: Olgu Fibroblast, HK: Olgu Kan,
KF: Kontrol Fibroblast, KK: Kontrol Kan

ID Group
HF1 S1 (paired) HF
HF2_S2 (paired) HF
HF3_S3 (paired) HF
HF4_S4 (paired) HF
KF5_S5 (paired) KF
KF6_S6 (paired) KF
KF7_S7 (paired) KF
KF8_S8 (paired) KF
HK1_S9 (paired) HK
HK2_S10 (paired) HK
HK3_S11 (paired) HK
HK4_S12 (paired) HK
KK5_S13 (paired) KK
KK6_S14 (paired) KK
KK7_S15 (paired) KK
KK8_S16 (paired) KK
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Gen ifadesi degisikliklerini igeren tablolar Ingenuity Pathway Analysis, QIAGEN
IPA (QIAGEN Inc, https://digitalinsights.qiagen.com/IPA) yazilimina yiiklendi.
Karsilastirmalarin yapildigi gruplar su sekildedir: Olgu Fibroblast (HF) — Kontrol
Fibroblast (KF) ve Olgu Kan (HK) — Kontrol Kan (KK). Veriler, gen ifadesi
degisikliklerinden anlamli biyolojik yolaklarin belirlenmesini saglayan IPA yazilimina
yiiklenirken standart (diizeltilmemis) p degeri (< 0,05) ve katsay1 degisimleri kullanildi.

Ortalama gen ifadesi degerleri < 10 olan gen ve transkriptler IPA’e yliklenmedi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1 Olgularin Klinik Bulgular: ve DNA-Temelli Genetik Analiz Sonuclar:

Calismaya Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
poliklinigine Norofibromatozis Tip 1 6n tanisi ile gelen ve periferik kandan izole edilen
DNA oOrneklerinde gerceklestirilen genetik analiz sonucunda kirpilma bdlgesi
varyasyonlar1 belirlenen ti¢ farkli aileden ikisi erkek ikisi kadin 4 hasta dahil edildi
(Cizelge 4.1). Birinci olgumuz ile ikinci olgumuz ayni aileye mensup olan anne ve
oguldu. Ugiincii olgumuz da ailesel bir Nérofibromatozis olgusu idi ancak diger olgular

ile akrabalig1 yoktu. Dordiincii olgumuz de novo bir nérofibromatozis Tip 1 olgusuydu.

4.1.1 Olgu 1 ve Olgu 2

Annesinde klinik olarak norofibromatozis tanis1 kendisinde de aksiller ¢illenme
ve cafe-au-lait lekeleri olan 13 yasindaki erkek olgu (Calismamizdaki Olgu 1) 16.08.2018
tarihinde NF1 geni mutasyon analizi i¢in merkezimize yonlendirilmisti (Olgu 1 ve Olgu
2’ye ait pedigri Sekil 4.1°de belirtildi). 36 yasindaki annenin (Caligmamizdaki Olgu 2)
yaygin ndrofibromlar ve cafe au lait lekeler ile bilateral Lisch nodiilii mevcuttu. Yapilan
genetik analiz sonucunda her iki olguda da 2018 itibariyle klinik 6nemi bilinmeyen
NM_001042492.3 (NF1):c.730+2T>G kirpilma bolgesi varyasyonu belirlenmisti (Sekil
4.2). Bu tez c¢alismasinin planlandigi sirada ClinVar veritabaninda geliskili girdileri
nedeniyle yine klinik 6dnemi bilinmeyen varyasyon kategorisinde yer almaktaydi ve

hakkinda yapilmis fonksiyonel ¢aligma bulunmamaktaydi.
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Sekil 4.2. Olgul ve 2’nin genomik DNA’da gergeklestirilen NF1 Yeni Nesil Dizi Analizi
sonucu (a: olgu 1, b: olgu 2. Heterozigot NM_001042492.3 (NF1):c.730+2T>G
varyasyonu kutucuk igerisinde belirtilmistir.
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4.1.2 Olgu 3

Kendisi ve kizinin viicudunda ¢ok sayida cafe-au-lait lekeleri, kizinda koltuk alt1
ve kasik bolgesinde cillenme ve Lisch nodiilii nedeniyle genetik analiz yapilan 29
yasindaki kadin olguda ayni zamanda epilepsi tanis1 mevcuttu. Olgudan alinan 6ykiide
baba ve dedesinde ¢ok sayida nérofibromlar oldugu bilgisi edinildi (Sekil 4.3). Periferik
kan 6rneginden izole edilen DNA’da yapilan genetik analiz sonucunda olguda ve kizinda
rapor tarihi itibariyle (06.06.2018) klinik O6nemi bilinmeyen ancak daha sonraki
degerlendirmelerimiz sonrasinda olas1t patojenik olarak yeniden klasifiye ettigimiz
heterozigot NM_001042492.3(NF1):c.1642-3C>G varyasyonu belirlenmisti (Sekil 4.4).
Haziran 2020 tarihli bir ¢alismada puromisin ile muamele edilen mutant lenfosit
kiiltiirlerinde ekzon atlattig1 literatiirde bildirilen bu varyasyonun cilt biyopsisi

orneklerinde fonksiyonel ¢alismasi bulunmamaktaydi.
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Sekil 4.3. Olgu 3’¢ ait pedigri
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Sekil 4.4. Olgu 3’e ait genomik DNA’da gergeklestirilen NF1 Yeni Nesil Dizi Analizi
sonucu IGV goriintiisii. Heterozigot NM_001042492.3(NF1):¢c.1642-3C>G varyasyonu
kirmiz1 kutu igerisinde belirtilmistir.

4.1.30Ilgu 4

Dort numarali olgumuz aralarinda akrabalik bagi bulunmayan bir ¢iftin
zamaninda sezaryen ile dogan tek erkek cocuklartydi. On dort aylikken yiirlimeye
baslamis ve 12 aylikken kelime kullanmaya baslamisti. Nobet dykiisii bulunmamaktaydi.
Bes yasindayken ensede sislik farkedilmis ancak tan1 konulamamaisti. Sa¢li derinin sag
tarafinda, sag kolda ve kulak arkasinda birkag tane norofibrom mevcuttu. Viicudunda ¢ok
sayida siitlii kahverengi lekeler vardi. Gz muayenesi ve isitme muayenesi normaldi.
Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu tanis1 mevcuttu. Yeni Nesil Dizi Analizi
sonucunda NF1 geni 53. Ekzon bitiminde yer alan kirpilma bolgesinde dort bazlik
heterozigot delesyon (NM_001042492.3 ¢.7970+4_7970+7del) belirlendi (Sekil 4.6).
NM_001042492.3 ¢.7970+4_7970+7del varyasyonu rapor tarihi itibariyle klinik 6nemi
bilinmeyen varyasyon oarak smiflandirdigimiz  (14.06.2016), literatiirde ve
veritabanlarinda bildirilmemis bir varyasyondu. Yapilan segregasyon analizi sonucunda

varyasyonun olguda de novo oldugu belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5.0lgu 4’e ait pedigri
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Sekil 4.6. Olgu 4’¢ ait genomik DNA’da gergeklestirilen NF1 Yeni Nesil Dizi Analizi
sonucu IGV  goriintiisii.  IGV ~ goriintiisii. ~ Heterozigot ~NM_001042492.3
€.7970+4_7970+7del varyasyonu kutucuk igerisinde belirtilmistir. IGV goriintiisiinde
kromozom iizerinde genin konumu nedeniyle haritalamada kanonik bdlge varyasyonu
gibi izlenen bu varyasyon aslinda non-kanonik (+4. Niikleotidden baglayan) bir kirpilma
bolgesi varyasyonudur.
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Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen olgularin demografik bilgileri, NF1 geninde belirlenmis olan kirpilma bdlgesi varyasyonlari
(NM _001042492.3 transkripti baz alinmistir)

1 K
2 E
3 K
4 E

13

36

34

16

CALMs, aksiller ¢illenme, annesinde klinik olarak NF1
tanisi

CALMs, yaygin norofibromlar, bilateral Lisch nodiilii

CALMs, noérofibromlar, baba ve dedede yaygin
norofibrom dykiisii, epilepsi

Norofibromlar, CALMs, DEHB tanisi

Heterozigot NM_001042492.3(NF1):
.730+2T>G

Heterozigot NM_001042492.3(NF1):
c.730+2T>G

Heterozigot NM_001042492.3(NF1):
€.1642-3C>G

Heterozigot NM_001042492.3 (NF1):
€.7970+4_7970+7del
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Cizelge 4.2. Olgular ait Veritaban1 Kayit Numaralari, Global Min6r Alel Frekanslart ACMG patojeniteleri, RNA analizi sonuglari

Veritabam Kayit
Numaralanr
(NM_001042492.3)  (dbSNP/ClinVar/

NF1 Varyasyon

HGMD)

rs200962248

c.730+2T>G 41676

HGMD’de yer almiyor

rs1597706610
€.1642-3C>G 648709
CS54213

rs1064794279
€.7970+4_7970+7del 420082
CD1411413

In Silico Tahmin Skorlari

CADD: 34
PhyloP: Yiiksek diizeyde
korunmug
MaxEntScan: 9.68’den 2.3’e
gerileme (%79 azalma) ile
olasilikla hasar goriir
Mutation Taster: Hastalik
Yapici

CADD: 21.4
PhyloP: Yiiksek diizeyde
korunmus
MaxEntScan: En yakin diger
kirpilma bdlgesi, ekzon intron
kavsaginin 3’ yoniinde 21 bp
uzaklikta konumlu. Bu nedenle
cerceve ici delesyona neden
olabilir. MaxEntScan skorunun
4.83’den-2.4’e gerileme (%100
azalma) ile olasilikla hasar goriir
Mutation Taster: Hastalik Yapici

CADD: 33
PhyloP: Yiiksek diizeyde
korunmus
MaxEntScan: Tahmin edilemedi
Mutation Taster: Hastalik
Yapici

ACMG
Kriterlerine
Gore
Patojenitesi

Patojenik

(PVS1, PP3, PS3)

Olas1 Patojenik
(PS3, PM2, PP3)

Olas1 Patojenik
(PS3, PM2, PP3)

RNA Analizi Sonucu

RNA Degisimi  Protein Degisimi

r.654_730del76 r. (219_244del)

(lle255Stop)

r. (548_574del)

r.1642_1721del79 (Ser563Stop)

(2623_2657del)

r.7869_7970del (Asn2625stop)



Marker HK1 HK2 NTC HF1 HF2 NTC mf I\Tc HF3 NTC  HK4 NTC HF4

BP

1053tp
723tp

288bp

Sekil 4.7. Calismaya dahil edilen hastalarin kan ve deri biyopsisi Orneklerinin jel
goriintiileri. Cilt biyopsisi orneklerinden elde edilen amplikonlara ait jel goriintiisiinde,
atlanan ekzonun yer aldigi bantlarin daha zayif, kan Orneginden cogaltilan PCR
riinlerinde ise gorece daha kuvvetli (yabanil tip amplikona ait bantlar ile aym
parlaklikta) olmasi dikkat ¢ekiciydi.

4.2 cDNA Sanger Sekans Bulgulari
4.2.1 Olgu 1 ve Olgu 2 cDNA Sanger Sekans Bulgular:

NM_001042492.3 (NF1):c.730+2T>G varyasyonu tasiyan ilk iki olgumuzda
(Olgu 1 ve Olgu 2) hem kan hem de cilt biyopsisi o6rneklerinden elde edilen total
RNA’dan ¢ogaltilan cDNA’da, 7.Ekzonun heterozigot halde atlandig1 belirlendi ( Sekil
4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10) Cilt biyopsisi orneklerinden elde edilen amplikonlara ait jel
gortntiisiinde (Sekil 4.7), atlanan ekzonun yer aldig1 bantlarin daha zayif, kan 6rneginden
cogaltilan PCR iiriinlerinde ise gorece daha kuvvetli (yabanil tip amplikona ait bant ile

ayni parlaklikta) olmasi dikkat ¢ekiciydi.

NM_001042492.3(NF1):c.1642-3C>G varyasyonu tastyan Olgu 3’tin hem kan
hem de cilt biyopsisi 6rneklerinden elde edilen total RNA’dan ¢ogaltilan cDNA’da 15.
ekzonun heterozigot halde atlandi1g1 ve sonrasinda erken sonlandirma kodonu olusturdugu

(Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de) belirlendi.

NM _001042492.3 ¢.7970+4 7970+7del varyasyonu tasiyan Olgu 4’ln cilt
biyopsi ve kan 6rneklerinden elde edilen total RNA’dan ¢ogaltilan cDNA’da 54. ekzonun

heterozigot halde atlandig1 ekzon atlanmasi sonrasi erken sonlandirma kodonu

olusturdugu (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de) belirlendi.
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Yabanil Tip Sekans

Ekzon 6 Ekzon 7

---------------- AL O R S | NS, DR USSR, /< N 1 | [T

USIPRRRNY . K P p By | O L B8,y [ 0, ) | N, (PR O (S T

Atlanan Sekans

Ekzon 6 Ekzon 8
—ATA AAT AGC CTG GAA AAGAAT GTG CAG AAA AGC TAT TTG ACT TGG TGG ATG GTT TTG——

S$—uN—L —T—WV—--WN—uM—N—"o——

I—N—S—1J —F K—N. V—~Q X
222---223----224---225--226---227-228--229---230-- 231---

+-213---214----215---216----217---218-219---220 221 ----:

Ekzon 8'in Devami
—CTG AAA GCA CCA AAC GTA AAG CAG CAG TTT GGC CAC TAC AAATCA TTC TCC TTA TCT—
| PO RN DO, S | NN ; O SR o RS o TN, - (NS JUR o SIS, ORI, - SRS (O
232--233- 234 235 ---236--237---238---239-—-240---241--242-243--244 ---245--246---247 --248-249---250

Ekzon 8'in Devam

—TGT GTC CAG
—C—V—Q—K *

251---252---253---254--

Sekil 4.8. Olgu 1 ve 2’nin kan ve cilt biyopsilerinin yabanil tip ve atlanan sekans dizileri
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Sekil 4.9. Olgu 1’in kan (a) ve cilt biyopsi (b) drneginden izole edilen RNA’nin Sanger
Sekans elektroferogram goriintiisii.7.ekzonun heterozigot halde atlandig1 ok isaretli

bolgeden itibaren goriilen gerceve kaymasi ile izlenmektedir.
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Sekil 4.10. Olgu 2’nin kan (a) ve cilt biyopsi (b) 6rneginden izole edilen RNA’nin Sanger
Sekans elektroferogram goriintiisii.7.ekzonun heterozigot halde atlandigi ok isaretli
bolgeden itibaren goriilen ¢erceve kaymasi ile izlenmektedir.

Yabanil Tip Sekans

Ekzon 14 Ekzon 15
------- {GCT-CAG-GAA-GCA-ATG-GAGJGCT-CTG-CTG-GTT-CTT-CAT} --------

Atlanan Sekans

Ekzon 14 Ekzon 16
[GCT-CAG-GAA-GCA-ATG-GAGJCTC-ACA-AAT-GCT-TTT-TTA-CAT-CTG-CAA-CAT-CTG-CAA-GAA-ATT-AAC{TAG|

U SOV, - SRS\ U, v SO - SRR, | ST, OE | OV, - N, S - SO, O, N, - S, ;S SR - NN, SN - SR

542--543--544—-545-=-546- -547-=548--549--550—551—552 -553--.554—555=-556--557--558---559---560---561- ~562-

Sekil 4.11. Olgu 3’iin kan ve cilt biyopsilerinin yabanil tip ve atlanan sekans dizileri
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Sekil 4.12. Olgu 3’iin kan (a) ve cilt biyopsi (b) 6rneginden izole edilen RNA’nin Sanger
Sekans elektroferogram goriintiisii.15. ekzonun heterozigot halde atlandigi ok isaretli
bolgeden itibaren goriillen ¢erceve kaymasi ile izlenmektedir (reverse okumalar
izlenmistir).

Yabanil Tip Sekans

Ekzon 53 Ekzon 54
[CTG CTT CTT ACT GTT CTA -

(R NS, ORI, T, ; O, SUOSY SO, SO, OO | SOV, O, OSSOSO

Ekzon 53 Ekzon 55

--------------------- GRS GRS U, (N, A U W

------------------- 2618-2619-2620-2621-2622-2623-262442625

Sekil 4.13. Olgu 4’iin kan ve cilt biyopsilerinin yabanil tip ve atlanan sekans dizileri
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Sekil 4.14. Olgu 4’iin kan (a) ve cilt biyopsi (b) 6rneginden izole edilen RNA’nin Sanger
Sekans elektroferogram goriintlisii. 54. ekzonun heterozigot halde atlandigi ok isaretli
bolgeden itibaren goriilen ¢ergeve kaymasi ile izlenmektedir.
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4.3 Nextera ile Hedefli Yeni Nesil Dizi Analizi Bulgular:

Merkez i¢i dizayn edilen PCR primerleri ile ¢ogaltilan cDNA amplikonlari
Nextera protokolii ile dizilenmis ve CLC Genomic Workbench 22.0.2 ‘in “Large Gap
Mapping” analiz algoritmasi ile islenerek atlanan ekzonlar IGV programinda gorsel
olarak degerlendirilmistir. CLC Genomic Workbench 22.0.2°de “Large Gap Mapping”
protokolii ile analiz edilen amplikonlar atlanan ekzonlarin IGV’de izlenmesine olanak
tanimasinin yani sira, atlanan ekzonlarin oldugu transkriptleri “yeni (novel) transkript”

seklinde de raporlamaktadir. Analiz bulgular1 Sekil 4.15 ve Sekil 4.23 arasinda belirtildi.
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Sekil 4.15. Olgu 1’ ait Nextera goriintiisii (a: kan, b: cilt biyopsi) (RNA)
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Sekil 4.16. Olgu 1’¢ ait kan ve cilt biyopsisine ait Sashimi Plot goriintiileri (kirmizi: kan,
mavi: cilt biyopsi) (RNA)

- eV = o X
File Genomes View Tracks Regions Tools Help
Human (GRC37/bg19) T « |ew1r:20,507,3829,500816 o B « » MO K 2 | Eigin &
o — e
piEa T pine gt e Sita P
2379 bp

28501600 bp 25501800 bp 29508.000 b 28500200 bp 25508400 bp 250060009 28508000 bp 25503.000 9 2502009 28508800 bp 29.508.500 bp 2850000
| I I | ] | 1 I | ! | | | ] I ! | | I

K (pareq) Lags GapRaad | P20 (@)
apping bam Corerage ‘

BK2 (paired) Largo Gap Read
apping.bam Juncticns

HK2 (paired) Largo Gap Rsad
apping bam

HE: (pairod) Large Gap Road P13
apping bam Carerage

P2 (pairec) Large Gap.
apping bam Js

Tracks loaded Ti@lFhi17 25 505 878

Tk1smof 1 180M

Sekil 4.17. Olgu 2’ye ait Nextera goriintiisii (a: kan, b: cilt biyopsi) (RNA)
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Sekil 4.18. Olgu 2’ye ait kan ve cilt biyopsisine ait Sashimi Plot goriintiileri (RNA)
(kirmizi: kan, mavi: cilt biyopsi)

a 16V = o X
File Genomes View Tracks Regions Tools Help
Human (GRCH37/hg19) o a7 v ezt s 5585 o B « » MO RO El g =
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HK3 (oaired) Large Gap Read | P%7%%1

appng bam Coverage i

HKS (oaired) Large Gap Read
apping.bam Junctions

HK3 (paired) Largs Gap Read
appiag bam

HE3 (pairsd) Latga Gap Read | P17
apping bam Coverage
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Sekil 4.19. Olgu 3’e ait Nextera goriintiisii (a: kan, b: cilt biyopsi) (RNA)
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Sekil 4.20. Olgu 3’¢ ait kan ve cilt biyopsisine ait Sashimi Plot goriintiileri (RNA)
(kirmizi: kan, mavi: cilt biyopsi)
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Sekil 4.21. Olgu 4’e ait Nextera goriintiisii (a: kan, b: cilt biyopsi) (RNA)
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Sekil 4.22.0lgu 4’¢ ait kan ve cilt biyopsisine ait Sashimi Plot goriintiileri (RNA)
(kirmizi: kan, mavi: cilt biyopsi)

Sekil 4.23. 4. olgumuza ait kan 6rneginden gergeklestirilen hedefli RNA-Seq (Nextera)
analizlerinde 54. Ekzonun (siyah ile belirtilen) yani sira 55. ekzonun da (kirmizi ile
belirtilen) atlandig1 ve takip eden intronun (yesil ile belirtilen) kismen dahil edildigi az
sayida transkript de goézlemlendi. Bu bdlge ile ilgili detayli ek analiz planlandi ancak
materyal kisitliligi nedeniyle gergeklestirilemedi. Cilt biyopsisi Orneginde ise tiim
transkriptlerde sadece 54. ekzonun atlandigi gorildii.

4.4 RNA Transkriptom Bulgular:

Transkriptomdan elde edilen gen ekspresyon verilerinin analizleri CLC Genomics
Server 22.0.2 (QIAGEN, Aarhus, Denmark), platformunda gergeklestirildi.
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4.4.1 RNA Transkriptom Dizi Okumalar ve Dizi Ozgiilliigii

Olgulara ait cilt biyopsisi ve kandan elde edilen RNA transkriptom dizi okumalar1
ve dizi dzgiilliikklerine ait bilgiler Cizelge 4.3’den Cizelge 4.18’¢ kadar olan kisimda
belirlendi.

Cizelge 4.3. Olgu 1 (cilt biyopsisi) dizi okumalari ve 6zgilligii

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HF1 _S1 (esl) 51.926.250 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Tki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.01
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.99
Bilinen iplikgik ile okur 45,633,523
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.4. Olgu 2 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgilliigi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli

HF2_S2 (esli) 59.739.426 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.79
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.21
Bilinen iplikgik ile okur 53.473.851
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.5. Olgu 3 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgiilligi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HF3_S3 (esli) 50.784.218 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.32
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.68
Bilinen iplikgik ile okur 45.626.199
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.6. Olgu 4 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgiilligi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HF4 _S4 (esli) 58.448.806 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.85
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.15
Bilinen iplikgik ile okur 41.836.342
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.7. Kontrol 1(cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgilligii

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
KF1_S1 (esli) 43.373.286 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 0zgi ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 1.79
Eslenen okumalarin Reverse %'si 98.21
Bilinen iplikgik ile okur 40.748.737
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.8. Kontrol 2 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgiilliigii

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
KF2 S2 (esli) 46.262.176 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.20
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.80
Bilinen iplikgik ile okur 39.111.813
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.9. Kontrol 3 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgiilligi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
KF3 S3 (esli) 43.245.516 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 1.86
Eslenen okumalarin Reverse %'si 98.14
Bilinen iplikgik ile okur 40.227.918
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.10. Kontrol 4 (cilt biyopsisi) dizi okumalar1 ve 6zgilligii

Isim Okuma Sayist En Uzun Okuma Esli
KF4 S4 (esli) 49.159.352 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.09
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.91
Bilinen iplikgik ile okur 45.692.219
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.11. Olgu 1’in (kan) dizi okumalar1 ve 6zgiilliigi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HK1 S9 (esli) 46.897.602 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Tki Okuma Vardir

Zincire 6zgli ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.03
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.97
Bilinen iplikgik ile okur 44.713.569
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.12. Olgu 2’nin (kan) dizi okumalar1 ve 6zgiilliigii

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HK2 S10 (esli) 52.909.242 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.04
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.96
Bilinen iplikgik ile okur 50.374.279
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.13. Olgu 3’iin (kan) dizi okumalar1 ve 6zgulligii

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
HK3 S11 (esli) 58.450.750 149 Evet
Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.24
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.76
Bilinen iplikgik ile okur 55.428.533
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.14 .Olgu 4’iin (kan) dizi okumalar1 ve 6zgilliigi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli

HK4 S12 (esli) 20.414.786 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 3.50
Eslenen okumalarin Reverse %'si 96.50
Bilinen iplikgik ile okur 13.350.977
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.15. Kontrol 1 (kan) dizi okumalari ve 6zgiilligi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
KK1 S13 (esli) 54.790.546 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 0zgi ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 2.15
Eslenen okumalarin Reverse %'si 97.85
Bilinen iplikgik ile okur 51.992.750
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00

Cizelge 4.16. Kontrol 2 (kan) dizi okumalari ve 6zgilliigi

Isim Okuma Sayisi En Uzun Okuma Esli
KK2 S14 (esli) 48.823.090 149 Evet
Eslestirilmis Veriler Icin, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar Ikisi birden
Eslenen okumalarin Forward %'si 1.97
Eslenen okumalarin Reverse %'si 98.03
Bilinen iplikgik ile okur 46.093.552
Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik) 0
Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik) 0.00
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Cizelge 4.17. Kontrol 3 (kan) dizi okumalar1 ve 6zgiilligii

Isim
KK3 S15 (esli)

Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 0zgl ayar

SEKANS OKUMALARI

Okuma Sayisi

58.880.590

En Uzun Okuma
149

ZINCIR OZGULLUGU

Eslenen okumalarin Forward %'si

Eslenen okumalarin Reverse %'si

Bilinen iplikgik ile okur

Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik)

Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik)

Cizelge 4. 18. Kontrol 3 (kan) dizi okumalar1 ve 6zgiilligi

Isim
KK4 S16 (esli)

Eslestirilmis Veriler I¢in, Cift Olarak Iki Okuma Vardir

Zincire 6zgii ayar

SEKANS OKUMALARI

Okuma Sayisi

53.745.108

En Uzun Okuma
149

ZINCIR OZGULLUGU

Eslenen okumalarin Forward %'si

Eslenen okumalarin Reverse %'si

Bilinen iplikgik ile okur

Yok sayilan okumalar (yanlis iplik¢ik)

Yok sayilan okumalar % (yanlis iplik¢ik)

Esli
Evet

Ikisi birden
2.28

97.72
55.921.977
0

0.00

Esli
Evet

Ikisi birden
2.17

97.83
51.276.589
0

0.00

4.4.2 Olgu ve Kontrol Gruplar1 Arasinda NF1 Gen Ekspresyon Diizeylerinin

Karsilastirilmasi

Mutasyonlu olgularda ve kontrollerde norofibromin mMRNA  ekspresyon

farkliliklarini belirlemek i¢in olgu ve kontrollere ait iki farkli dokudan (sirasi ile fibroblast

ve kan oOrneklerinden) elde edilen transkriptom verileri NF1 geni agisindan kendi

icerisinde karsilastirildi (Cizelge 4.19, Cizelge 4.20)
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Cizelge 4.19. Hasta cilt biyosi ve kontrol cilt biyopsi ekspresyon degerleri RPKM: Reads
per kilobase of transcript per Million reads mapped TPM: Transcript Per Kilobase CPM:
Counts Per Million

HF1
HF2
HF3
HF4

KF1
KF2
KF3
KF4

RPKM

0.7902
0.8996
1.1952
0.8956

2.4928
1.9983
2.0255
2.1032

TPM

2.0133
2.6434
3.5760
2.2848

7.7268
5.5536
5.8910
6.0127

CPM

20.9079
23.6219
27.0365
24.1166

49.1729
53.3061
49.1901
48.7755

Max Fold
G Change/Log FDR p-
roup
Means Fold value
Change
-2.0537/-
2.1549 10382 0.0049

Cizelge 4.20. Hasta kan ve kontrol kan ekspresyon degerleri RPKM: Reads Per Kilobase
Million, TPM: Transcripts Per Kilobase Million, CPM: Counts Per Million

HK1
HK2
HK3
HK4

KK1
KK2
KK3
KK4

RPKM  TPM CPM

1.9665 8.0440 47.2661
1.8886 7.8334 55.0676
1.7868 7.4359 46.3592
0.4747 1.0120 17.3660
2.5618 10.8432 68.9547
1.8237 6.6831 42.4331
1.9375 7.5782 46.7289
1.9122 7.1946 43.5404

Max
Group
Means

2.0588

Fold Change
/Log Fold FDR p-value
Change
-1.2061/-0.2704 0.9999

4.4.3 Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis — PCA)

Tiim oOrneklerin tabi tutuldugu prensipsel bilesen analizinde, olgu ve kontrol

gruplarindan daha ziyade, kan dokusundan elde edilen RNA’ya iliskin transkriptom verisi

ile cilt biyopsisi Orneklerinden izole edilen RNA’ya iligskin transkriptom verisinin

ayristigl gozlemlendi (Sekil 4.24). Dort numarali olguya ait kan dokusundan elde edilen,

temel bilesenler analizinde, dort numarali olguya ait transkriptom bulgulariin diger kan
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dokularindan ayrigtigi goriildii. Is1 haritasinda gozlemledigimiz hiyerarsik kiimelenme
analizinde dordiincli 6rnegimize ait transkriptom verilerinin MT-CO3, MT-CO1, MT-
ND2, MT-ND4 genlerinin ekspresyon artis1 nedeniyle drneklem grubundan ayristigi
gozlemlendi (Sekil 4.25). Temel bilesenler analizinde bu olgunun diger olgulardan
ayrigmasinin bu ekspresyon profil farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Dort
numarali olgumuzun kan 6rneginden izole edilen RNA’nin kalite parametreleri de diger
olgulara gore daha diisiiktii ve kan dokusundan izole edilen RNA Onreginde NF1
transkript diizeyi cilt fibroblast dokusundan daha diisiik seyreden tek olgumuz dort

numarali olgu idi.

PCA for RNA-Seq X

|» Principal Component Plot Settings
Principal component scatter plot Graph preferences (]
E Dot properties 3]
60 Principal components =
. ® K2 S10 (GE)
40 8 HK5-517 (GE) X axis PC1(50.5%) v
5 ] g ¥ axis PC2(9.1%) v
=~ ) ® HF3 53 (GE)
E ‘ﬁﬂ;%@fié%? Sl Metadata -
0] "_‘Fh&r_sslﬁilﬁﬁéi - HF2S52(GE) w Symbol color
] ®LF4 S4(GE) e 9
2 20 GE)
= 3 ® HF1_S1[GE) Show legend
o 40 I
b ] - HE
s =
S -60 I <
2 ]
s -80 i
= 1 KK
S -100 —
g ; » Symbol shape
-120 » Label text
= » Legend font settings
-140 —
= Text format (]
-160
-180 -] ® HK4_S12/(GE)
] Group
-200 — (Node color)
1|50. ™ |1|00| e e B ™TT .5[0. T .150. e HF @ HK
Principal component 1 (50.5%) o KF @ KK
)A‘ I b Q —+0 =0 Help Save View...

Sekil 4.24. Temel bilesenler analizi (kirmizi: olgu cilt biyopsi, mavi: olgu kan, yesil:
kontrol cilt biyopsi, mor: kontrol kan)
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PCA for RNA-Seq % ] Heat Map for RNA-Seq X
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Sekil 4.25. Olgu ve kontrollere ait 1s1 haritas1

4.4.4 Olgu ve Kontrollere Ait Cilt Biyopsisi Tiim Transkriptom Bulgularmin
Karsilastirmah Analizi

Norofibromatozis Tip 1’de 6n plana ¢ikabilecek kanonik sinyal yolaklarinin
belirlenmesi  amaciyla, RNA  seckans sonuglart IPA  (QIAGEN Inc.,
https://digitalinsights.qiagen.com/IPA) analizlerine tabi tutuldu. Norofibromin transkript

diizeylerinin olgu ve kontroller arasinda 6nemli dlglide diislis gosterdigi cilt biyopsisi
orneklerinin IPA analizlerinde L- Dopachrome sinyal yolagi ve EIF2 sinyal yolagi 6n

plana ¢ikmaktaydi (Sekil 5.1, Sekil 5.2).

Kanonik EIF2 sinya yolag1 tizerindeki 227 genden 12 tanesi veri setimiz igerisinde
hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli ekspresyon farkliligi
gosterirken (RPS15a, RPS28, RPS27, RPS26, RPS21, RPS7, RPL39, RPL35, RPL34, RPL
31, Rpll7 ve HRAS genleri), L-dopachrome kanonik yolagi {izerindeki her iki gende
(TYR ve TYRPI) veri setimiz icerisinde hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli ekspresyon farklilig1 gosterdi.
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Norofibromatozis tip 1 (NF1), yaklagik 3500 kisiden 1'ini etkileyen ve NFI gen
defektlerinden kaynaklanan otozomal dominant bir hastaliktir. NF/ geninin boyutu,
karmagiklig1 ve yiiksek mutasyon orani nedeniyle varyantlarin tanimlanmasi zor
olabilmektedir (Douben vd., 2022). Mutasyonlarin énemli bir kism1 RNA kirpilmasin
etkilemekte ve kriptik kirpilma bolgelerinin olusumuna ya da (Pros vd., 2009) ekzon
atlanmasina neden olmaktadir. Mutasyona sahip hastalarda normal transkriptler ya da
oran olarak daha az etkilenmis transkriptler iiretilebilmektedir. Ayn1 mutasyona sahip
hastalar arasinda bile farkli transkriptler goriilebilmektedir (Pros vd., 2006).
Calismamizda daha once literatiirde herhangi bir doku 6rneginde RNA diizeyinde analizi
yapilmamis bir olas1 patojenik NFI varyasyonu ile, literatiirde kandan izole edilen
RNA’da fonksiyonel sonucu bildirilmis iki farkli kirpilma bolgesi varyasyonunun, dort
ayr1 olguya ait saglikli goriintimlii cilt bolgesinden alinan biyopsi 6rnegi ve total kandan
izole edilen RNA o6rneklerinde ekzon atlanmasi sonucu erken terminasyona neden oldugu
Sanger sekans ve hedefli Yeni Nesil Dizi Analizi ile karsilastirmali olarak gosterildi. Olgu
ve kontrollere ait cilt biyopsilerinden elde edilen tiim transkriptom verilerinin
karsilagtirilmasi ile de melanin biyosentezi ve ribozomal biyogenez ile ilgili kanonik

sinyal yolaklarinin iki grup arasinda anlamli farklilik (p<0.05) gosterdigi belirlendi.

NF1 hem aileler arasinda hem de aile i¢inde yiiksek bir fenotipik cesitlilik gosterir.
Fenotipik degiskenligin nedenleri arasinda genetik altyap: farkliliklari, mozaisizm,
cevresel ve raslantisal faktorler yer alir. Genellikle yas ilerledikge fenotip de belirginlesir
(Wu wvd., 2022). RNA kirpilma mekanizmasindaki varyasyonlarin, kirpilma

mutasyonunun farkli ifadesine ve bu sebeple mutasyona ugramis mRNA'min farkl
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seviyelerde eksprese edilmesine yol acabilecegi diisiiniilmektedir (de Klerk & t Hoen,
2015). Bu nedenle, NFI'de kirpilma mutasyonlarinin, ayni mutasyonu tagiyan NFI
hastalarinda gozlenen klinik aile i¢i ve aileler arasi degiskenligin bir kisminin

aciklanabilecegi diistiniilebilir (E. Ars vd., 2000).

Kirpilma bdlgesi varyasyonlarinin fonksiyonel sonuglarinin degerlendirilmesinde
RNA-temelli analizler heniiz rutin klinik pratikte ¢ok yerlesmemistir. Total RNA’nin
transkriptom verilerinden yola ¢ikilarak genetik tani ile ilgili ilk ¢alismalar yaklasik alt1
yil 6ncesine dayanmaktadir(Cummings vd., 2017; Kremer vd., 2017; Yépez vd., 2021).
Calismamiz kapsaminda inceledigimiz ii¢ NFI kirpilma bdlgesi varyasyonundan
(c.730+2T>G, c.1642-3C>G,  ¢.7970+4 7970+7del)  ikisinin  (c.1642-3C>G,
c.7970+4 7970+7del) kan dokusundan izole edilen RNA’da fonksiyonel caligmasi
bulunmaktaydi ancak cilt biyopsisi drneklerinde herhangi bir ¢alisma yapilmamisti.
¢.730+2T>G varyasyonunun RNA diizeyindeki etkisi ile ilgili ise herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktaydi. Calismamizda ikisi kanonik olmayan biri kanonik ii¢ kirpilma
bolgesinin de ekzon atlanmasi sonucu g¢erceve kaymasi ve erken terminasyona neden
oldugu iki farkli doku kaynaginda Sanger ve hedefli Yeni Nesil Dizi Analizi ile
gosterilmigti. RNA-NGS ile genetik tani algoritmalar1 heniiz tam olarak optimize
edilemediklerinden (Conesa vd., 2016) ,laboratuvarda rutin uygulamalar Oncesi
kullanilacak yontemlerin ve dokularin karsilastirilmasi ve optimizasyonu genetik tani
algoritmalar1 acisindan O6nem arz etmektedir. Tiim transkriptom verilerinde ise, tiim
olgularin cilt biyopsisi 6rneklerinde norofibromin transkript diizeyleri kontrollere gore
anlamli diizeyde azalmis olmakla birlikte, olgularimizdan sadece bir tanesinin kan
orneginde atlanan ekzonun noktasal olarak transkriptom verisinden belirlenmesi miimkiin
oldu. Bu sonug, intronik varyasyonlarin sonuglarinin net olarak belirlenmesinde daha
yuksek derinlikli okumalar1 iceren hedefli yaklasimlarin kullanilmasinin daha efektif
olacagina igaret etmekteydi. Douben ve ark. tarafindan 2022 yilinda yapilan ¢alismada
NF1 genine hedefli olarak yapilan transkriptom sonuglarina goére kohortun %87'sinde
NF1 i¢in tan1 kriterlerini karsilayacak varyasyonlar tespit edilmis olup (Douben vd.,
2022) bu sonuglar dogrultusunda RNA transkriptom ile NF1 varyantlarinin tespiti,

siniflandirmasi ve karakterizasyonunun miimkiin olabilecegini diisiiniilebiliriz.

Olgu 1 ve Olgu 2’de NFI geninde DNA diizeyinde saptanan c.730+2T>G

varyasyonunun hem kan hem cilt biyopsisi orneklerinden izole edilen RNA’da, ilgili
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transkriptte 7. ekzonun atlanmasina ve olusan yeni transkriptte 8. Ekzon igerisindeki 255.
kodonda erken terminasyona neden oldugunu Sanger sekans ve hedefli Yeni Nesil Dizi
Analizi ile belirledik. Olgularin merkezimize basvuru tarihi itibar1 ile ¢.730+2T>G
varyasyonu ClinVar veritabaninda benign varyasyon olarak yer almaktaydi, bu tezin
hazirlandig1 sirada ise bir patojenik ve bir de klinik 6nemi bilinmeyen (bilinen patojenik
etkisi olmadig1 yoniinde) varyant olarak iki giris daha yapilmisti. (National Center for
Biotechnology Information. ClinVar;
[VCV000041676.3],https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/VCV000041676.3

(accessed June 8, 2023). Bu varyasyon ile ilgili minor alel (G) frekans bilgilerinde bazi
celiskiler dikkat ¢ekmekteydi (Siberian popiilasyonunda 9/18; ALFA c¢alismasinda
0/143292). Johnston ve ark. tarafindan 2012’de, ateroskleroz olgularinin genom ve
ekzom sekanslama sonuglart arasinda ikincil bulgu olarak belirlenen kanserle iligkili
varyantlarin frekansinin arastirilmasina yonelik calismada, 469 bireyden 78’inde NF1
geninde ¢.730+2T>G varyasyonu belirlendigi bildirilmisti (Johnston vd., 2012). Yine
Johnston ve ark tarafindan 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada (Johnston vd., 2015)
frekans bildirilmeksizin bu varyasyon yer almaktaydi ancak varyasyon ile ilgili RNA
diizeyinde herhangi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktaydi. Yapilan c¢aligmalar ve
bildirilen MAF degerleri DNA diizeyinde yapilan calismalardan elde edilen ¢eliskili
sonuglari icermekteydi (National Center for Biotechnology
Information.ClinVar;[ VCV000041676.3],https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variatio

n/VCV000041676.3 (accessed June 11, 2023). Calismamizda bu varyasyonun RNA
kirpilmasini etkileyerek erken terminasyona neden oldugu hem cilt biyopsisi hem total

RNA orneklerinde ilk kez gosterilmistir.

Uc¢ numarali olgumuzda bulunan c.1642-3C>G varyasyonunun olgu kan ve cilt
biyopsisi orneklerinde 15. ekzonu atlattig1 ve 26 amino asitlik bir kayip sonrasinda yeni
olusan transkriptte 563. kodonda bir erken terminasyona neden oldugu tesbit edildi.
Literatiirde ¢.1642-3C>G varyasyonuyla ilgili 2007 yilinda yayilanan bir ¢alismada 38
hastadan olusan bir kohortta Epstein-Barr viriisii (EBV) ile doniistiiriilmiis lenfoblastoid
hiicre hatlarindan (LCL) genomik DNA ve Total RNA’da Pirodizileme ve Sanger sekans
yapilarak ¢erceve kaymasina bu varyasyonun ¢ergeve kaymasi (c.1642 1721del) sonucu
erken dur kodonuna neden oldugu bildirilmistir (Brinckmann vd., 2007). Ayn1 ¢caligmada

hastalarin NFI ekspresyon seviyelerinin erken terminasyon kodonu olusumu sonucu

87



iretilen transkriptin anlamsiz aracili bozunmaya (Nonsense Mediated Decay, NMD)
maruz kaldigini isaret edece sekilde azaldig1 ortaya koyulmustur. Calismada bir NMD
inhibitorii olarak puromisin kullanildiginda mutant alelin kurtarilabildigi bildirilmistir
(Brinckmann vd., 2007). Yapilan diger bir ¢alismada kanonik AG-diniikleotitlerin
disindaki intronik NF'I 3' kirpilma yeri mutasyonlarinin tanimlanmasi i¢in puromisin ile
islenmis lenfosit kiiltlirlerinden izole edilen NFI transkriptlerinin dogrudan dizilenerek,
Genomik DNA’da belirlenemeyen ve kirpilmayi etkileyen derin intronik varyasyonlar
belirlenmistir. Olgulardan birinde ¢.1642-3C>G varyasyonu sonucu r.1642 1721del
oldugu bu calismada bildirilmistir (Wimmer vd., 2020). Biz de ¢alismamizda da hem kan
hem de cilt biyopsisi RNA 6rneklerinden iiretilen cDNA’da Sanger ve hedefli Yeni Nesil
Sekans ile NF/ ¢.1642-3C>G varyasyonunun 15. Ekzonun atlanmasina neden oldugunu
gosterdik. Biz calismamizda norofibromin mutasyonlarinin iki farkli dokudaki
trranskriptom boyu etkilerinin hastaya ait hiicresel profili daha dogru sekilde
yansitacagimi ongorerek Orneklere NMD bloklayici herhangi bir ajan uygulamadan
transkriptom calismasini gergeklestirdik. Hedefli analizlerde, NMD’ye ragmen (mutant
alele ait transkript diizeyleri yabanil tip alele ait transkript diizeylerinden diisiiktii)
varyasyonlar1 gosterdik ancak tiim transkriptom verileri igerisinde NFI transkript
diizeyleri daha dnceki RNA sekans calismalarinda oldugu gibi (RPKM: 3.574 + 1.083)
bizim ¢alismamizda da hem olgular hem de kontrollerde oldukca diisiiktii (Fagerberg vd.,
2014). Bu bulgular, transkriptom boyu RNA dizileme yoluyla gerceklestirilecek genetik
analizlerde, 6zellikle NF'I gibi genel olarak diisiik diizeyde eksprese olan genlerde NMD
mekanizmasi ile mutant alellerin ortadan kaldirilmasini 6nlemek i¢in puromisin gibi

NMD blokerleri kullanilarak kiiltiir yapilmasinin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.

Dordiincii olgumuzda NF'I geninde bulunan ¢.7907+4 _7907+7del varyasyonunun
olgu kan ve cilt biyopsisi RNA’larinda 54. ekzonu atlattig1 ve 33 amino asiti kodlayan
dizinin kaybedildigi belirlendi. Yeni olusan transkriptin 2625.kodonunda bir erken
terminasyon kodonu olugmaktaydi. NF1 tamili 86 hastanin varyasyonlarinin DNA
diizeyinde belirlendigi bir validasyon ¢alismasinda pigment lezyonlari, Lisch nodiilii ve
norofibromlarin  goriildigii 41 yasindaki bir olguda NF1:c.7970+4 7970+7del
varyasyonu rapor edilmistir (Maruoka vd., 2014). 2020 yilinda 250 hasta ile yapilan, bir
calismada da bu varyasonun kanda r.7807 7907del101 (s.Thr2604* ) ile sonu¢landigi
bildirilmistir (Bianchessi vd., 2020). Ancak (Bianchessi vd., 2020) tarafindan yapilan
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calismanin metodolojik algoritmasinda DNA temelli NGS ve MLPA yoOntemleri ile
varyasyon bulunamayan olgularda ¢cDNA Sanger sekanslama yapildigit belirtilmis
oldugundan Sanger sekansin ¢.7907+4 7907+7del varyasyonlu olguda RNA diizeyinde
mi belirlendigi yoksa ongdriisel olarak mi1 bildirildigi net olarak anlagilamamaktadir.
Bizim olgumuzda cilt biyopsisinden izole edilen RNA’da 54. Ekzonun atlandigi net
olarak ortaya koyulmakla birlikte, kan dokusundan izole edilen RNA’nin hedefli NGS
sonuglarinda, 54. Ekzonun yam sira 55. Ekzonun da atlandig1 ve takibeden intronun
kismen dahil edildigi az sayida transkriptin de oldugu goriildii. Dordiincii olgumuzda,
norofibromlar ve cafe-au-lait lekelerinin yami sira dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu da vardi. Bu olgu, olgu serimiz igerisinde kan norofibromin transkript diizeyi
cilt biyopsisi ndrofibromin transkript diizeyinden daha diisiik olan tek olgu idi fakat
bilinen bir hematolojik bulgusu yoktu. Olgumuzun kan 6rneginde belirlemis oldugumuz,
iki ekzonun birden atlanmasina neden olan az sayidaki transkriptin daha 6nceki ¢alismada
(Bianchessi vd., 2020) bildirilmemis olmasinin, mutasyonlarin fonksiyonel sonuglarinin
dokudan dokuya ve bireyden bireye farklilik gdsterebilmesi, yapilan diger calismada
Sanger’de diisiikk oranda mutant pik izlenmesi sonucu belirlenememis olmasi gibi
nedenlerden  kaynaklanmis  olabilecegini  Ongdrmekteyiz.  Genomik  DNA
varyasyonlarinin farkli dokularda, farkli fonksiyonel sonuglar dogurabilecegine dair
farkli caligmalar bulunmaktadir. Kanonik CC2D24 transkriptinden
(ENST00000503292.5) ekzon 29 ve e 31'1 hedefleyen bir primer ¢ifti kullanarak tam kan,
bobrek ve insan idrarindan tiiretilen bobrek epitel hiicrelerinden (hUREC'ler) total RNA
tizerinde RT-PCR gerceklestirilmis, bobrekte ve kanda (daha diisiik seviyelerde) saptanan
327 bp’lik tahmin edilen amplifikasyon iiriiniiniin yan1 sira, bobrekte daha kisa bir
transkript goriilmiis ancak, ancak kan RNA’sinda goriilmemistir (Barroso-Gil vd., 2021).
Bizim ¢alismamizda da dordiincii olgunun kan ve cilt biyopsisi dokular1 arasinda farkli
sonuclarin elde edilmesi, RNA ¢alismalarinda kullanilacak hedef doku orneklerinin

calisma sonuclarin etkileyebilecegine isaret etmektedir.

Ekzon atlanmasina neden olan mutasyonlar erken sonlandirma kodonlar1 yoluyla
okuma ¢ergevesini degistirdiklerinde giidiik protein olusmasini engellemek i¢in mutant
mRNA’lar NMD ile ortadan kaldirilabilmektedir (Hentze & Kulozik, 1999).Yapmis
oldugumuz calismada, her lic kirpilma bolgesi varyasyonunun da NM_001042492.3
(NF1):c.730+2T>G, NM_001042492.3(NF1):c.1642-3C>G, NM_001042492.3
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€.7970+4_7970+7del) cilt biyopsi ve kan orneklerinde ekzon atlanmasi sonrasi erken
sonlandirma kodonu olustugunu goézlemledik. Cilt biyopsisi Orneklerinde tiim
transkriptom analizlerinde, NFI transkript diizeylerinin kontrollere gore olgularda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik gézlemlenmesi (FDR p=0.0049 p<0.05; Fold
Change: -2.0537/-1.0382 ) NMD mekanizmasi ile uyumluydu. Hedefli PCR ile ¢ogaltilan
transkriptlerde mutant amplikonlara ait bantlarin, yabanil tip alele ait transkript amplikon
bantlarindan daha zay1f olmas1 da NMD mekanizmasini destekler nitelikteydi (Sekil 4.7).
Ancak kan orneklerinde olgularin tiim transkriptom veri seti icerisinde NF/ transkript
diizeyleri nisbeten kontrollerden diisiik olmakla birlikte, istatistiksel olarak olgu ve
kontroller arasinda anlamli anlamli farklilik gostermedi (FDR p=0.9999 p<0.05; Fold
Change: -1.2061/-0.2704 ). Zetoune ve ark. tarafindan fare modellerinde yapilan bir
calismada farkli dokularda NMD etkinliginin farkli oldugu rapor edilmistir (Zetoune vd.,
2008). Linde ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada, farkl: hiicre hatlar1 ve
nazal epitelyal hiicrelerde CFTR nonsens transkriptlerinin farkli diizeylerde
degradasyonuna neden olacak sekilde degisken NMD etkinliginin oldugu bildirilmistir
(Linde vd., 2007). Bulgularimiz ileri ¢alismalarla bu degiskenligin RNA ve protein
diizeyinde daha detayli arastirilmasi ve ayni bireyin farkli dokular1 arasinda, ya da
bireyler aras1 genetik ve epigenetik olasi farklilik kaynaklarinin fonksiyonel olarak ortaya

koyulmasi gerektigini destekler niteliktedir.

NF1 noronlar, indiiklenmis noronal hiicreler, melanositler, Schwann hiicreleri,
norofibromlar ve farklilasmis MPNST ler dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinde etki
gosteren bir hastaliktir. Yapmis oldugumuz ¢alisma NF1’in kan ve cilt biyopsi gibi farkli
hiicrelerde patolojisi iizerinde etkilerini gdzlemledigimiz bir caligmadir. Ancak hiicre
tipleri, NF1 genotipleri ve veri olusturmak i¢in kullanilan yontemler nedeniyle dogrudan
karsilastirilmalar zordur, ancak bu ¢alismalar, NF1 i¢in 6nemli olan biyobelirtecleri, ilag
hedeflerini ve molekiiler yollar1 tanimlama istegini ve ihtiyacim1 karsilamak igin

Onemlidir.

Transkriptom bulgularimizin IPA (QIAGEN Inc.,

https://digitalinsights.qiagen.com/IPA) ile analizi sonucunda nérofibrominin iligkili

oldugu 2 kanonik yolak tespit edildi.
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L-Dopakrom Yolag ve Norofibromin Iliskisi

Calismamizdaki olgu ve kontrollere ait cilt biyopsisi transkriptom bulgulariin
IPA ile (QIAGEN Inc., https://digitalinsights.qiagen.com/IPA) kanonik yolak analizinde
L-dopakrom kanonik yolaginda iki grup arasinda anlamli farklilik (p<0,05) saptandi. L-
dopakrom yolaginda yer alan iki enzim olan 7YR ve TYRPI transkript diizeylerinin
olgularda, kontrollerden anlamli diizeyde farkli oldugu (p<0.05) goriildii.

TYR geni (* OMIM 606933) 11. kromozomun uzun kolunda 11q14.3 konumunda
bulunur. Insan viicudunda cilt ve sa¢ renginin belirlenmesinin yaninda, mukoza, retina,
pia mater, safra kesesi ve yumurtalikta da yaygin olarak bulunan melaninin hiz sinirlayici

enzimi olan tirozinaz proteinini kodlar (Zhou vd., 2021).

TYRPI(* OMIM 115501) geni kromozom 9'un uzun kolunda 9q22.33 konumunda

bulunur. Tirozinaz ile iliskili protein 1’1 kodlar

L-dopachrome Biosynthesis

L-db

) \ ) T
a oxygen dopaquinone
- = AN e —

L-tyrosine m dopaquinone \l leucodopachrome ﬁ L-dopz;ghrome
monophenol monooxygenase v 5 4

<

H20 L-dopa H+ L-dopa

Adapted from HumanCyc.© 2000-2023 QIAGEN. All rights reserved

Sekil 5.1.L-dopakrom Biyosentezi

Melanin biyosentezinde yer alan Tirozinaz gen ailesinin {i¢ ana melanozom
yardimci enzimi vardir. Bunlardan ilki Tirozinaz (TYR)’dir. TYR amino asit tirozinin 3,4-
dihidroksifenilalanine (DOPA)doniisiimiinii ve  DOPA'nin dopakinona doniisiimiinii
gerceklestiren hiz sinirlayict bir enzimdir. Ikinci enzim dopakrom tautomeraz (TRP-
2/DCT) olarak adlandirilan enzimdir. Bu enzim Dopakinonun dopakroma spontan
dontigiimiinden sonra, dopakromun 5,6-dihidroksiindol2-karboksilik aside (DHICA)
doniisiimiinii katalize eder. Uciincii enzim de tirozinaz ile iliskili protein-1 (TRP-1)’dir.

TRP -1 ise DHICA’y1 indol-kinonkarboksilik aside dontistiiriir (Sekil 5.1). TRP-1 ve
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TPR-2/DCT enzimlerinin siyah-kahverengi pigment olan eumelaninin biyosentezinde yer

aldiklar tespit edilmistir (Boucneau vd., 2005).

Boucneau ve ark. tarafindan 2005 yilinda yapilan bir arastirmada, bir NF1
hastasina ait normal ve hiperpigment lezyonlu cilt bolgesinden alinan 6rnegin kiiltiirii ile
bir saglikli bireyin cilt biyopsisi kiiltiir hiicrelerinin gen ekspresyon profillerini
mikroarray ile karsilastirmislar ve melanosit spesifik dopakrom tautomeraz geni (DCT)
aktivasyonunda rol alabilecek cesitli gen ekspresyon farkliliklari belirlemislerdir. Bu
genler arasinda NF'/ defektli hiicrelerde KI7 gen ekspresyonunun azaldigi bulgusu bizim
verilerimizle uyumludur; biz de olgularimizda KIT gen transkriptlerinin kontrollere gore
daha az eksprese oldugunu saptadik (kat farki=-1,64; p=0,04)(Boucneau vd., 2005).
Allouche ve ark. tarafindan 2015 yillinda yapilan bir calismada NF/’in heterozigotluk
kaybinin oldugu bir insan embryonik kok hiicre hattint melanositlere farklilastirarak,
cafe-au-lait olusum mekanizmasi aydinlatilmaya calistlmisti. NF1 eksikligi olan
melanositlerde tirozinas ve dopakrom tautomeraz gibi melanojenik enzimlerin ve
transkripsiyon faktorii MITF nin yiiksek diizeyde eksprese oldugunu Western blot ile
gostermislerdir (Allouche vd., 2015). Bizim ¢alismamizda MITF diizeylerinde hasta ve
kontroller arasinda farklilik yoktu ancak 7YR ve TYRPI transkript diizeyleri hastalarin
cilt biyopsisi 6rneklerinde (sirastyla kat farki=1.54; p=0.02 ve kat farki=1,85, p=0.01)
genel olarak daha fazla eksprese olmaktaydi. Olgularimizin cilt biyopsisi 6rnekleri cafe-
au-lait olan boélgelerden degil saglikli-goriinlimlii bolgeden alinmisti. Buna ragmen
melanin biyosentezi ile ilgili bu iki gen transkript diizeylerinin anlamli farklilik
gostermesi, eumelanin biyosentez yolaginin ndrofibromin eksikliginde cafe au lait

gelisimine yatkinlik agisindan 6nemli oldugunu desteklemektedir.

EIF2 Sinyal Yolag:

Olgu ve kontrollerin cilt biyopsisi oOrneklerinden elde edilen transkriptom
verilerinin IPA analizlerinde iliskili bulundugu bir diger kanonik yolak EIF2 kanonik
yolagi idi (Sekil 5.2).

Okaryotik baglatma faktdrii-2 (EIF2) okaryotik hiicrelerde protein sentezi
diizenlemesi ve strese karsi verilen hiicresel tepkide yol alan bir proteindir. Hiicresel stres
sirasinda elF2a'nin  fosforilasyonu, elF2'nin baglatict Met-tRNA’y1 translasyon

mekanizmasina iletme yetenegini engeller. EIF2 fosforilasyonunu PKR (protein kinaz R),
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PERK (protein kinaz R benzeri endoplazmik retikulum kinaz), GCN2 (serin/treonin
protein kinaz), HRI kinaz (Hem tarafindan diizenlenen inhibitdr kinaz) olarak

adlandirilan protein ailesi gergeklestirir (Jiang & Wek, 2005).

Bu yolagin olgu ve kontroller arasinda 6énemli farklilik gosteren transkriptlere sahip
genleri arasinda ribozomal biyogenezle ilgili genler RPS15a, RPS28, RPS27, RPS26,
RPS21, RPS7, RPL39, RPL35, RPL34, RPL 31, Rpl17 ve HRAS yer almaktaydi.

Norofibromin H-Ras, N-Ras ve K-Ras diizenleyicisi olarak islev goren bir
proteindir. Mutasyon sonucunda gerceklesen norofibromin kaybinda H-Ras, N-Ras ve K-
Ras’in potansiyel olarak aktif hale gecebilmesi s6z konusudur. Norofibromin kaybi
sirasinda Ras ailesinin birgok tiyesi MPNST hiicrelerinde hiperaktif hale gelmektedir.
Aktif hale gelen Ras proteinleri farkli fizyolojik etkiler ortaya ¢ikarmakta ve sitoplazmik
sinyal yollarin1 aktif hale getirerek tiimdrijenezin artmasinda rol oynadigi

diistiniilmektedir (Brossier vd., 2015).

Ribozomal biyogenez genleri ile norofibromin eksikligi arasindaki iliskiyi
bildiren ilk ve tek calisma Dasgupta ve ark. tarafindan 1 Nisan 2005 tarihinde yapilan
calismadir. Norofibrominden yoksun astrosit hiicreleri iizerinde yapilan g¢aligmada
Ribozom biyogenezinde bulunan proteinlerin  ekspresyonunun, norofibromin
eksikliginde arttig1 bildirilmistir (Dasgupta vd., 2005). Bizim de yapmis oldugumuz
transkriptom ¢aligmasinda 11 adet ribozomal genin hasta cilt biyopsilerinde kontrol cilt
biyopsilerine kiyasla ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artig gézlemlendi. Elde edilen
sonuglar ve literatiir bilgilerini karsilastirdigimizda nérofibromin yoklugunda ribozomal
biyogenez genlerinin ekspresyon seviyelerinde bir artis olabilece§ine dair verileri
desteklemektedir. Ayrica ekspresyon degerlerinde artig bildirdigimiz ribozomal
biyogenez genlerinin pek cok kanserde rolleri farkli ¢alismalarda bildirilmistir (Cizelge

5.1).
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Cizelge 5.1. Ribozomal proteinlerin iliskili olduklari kanser tipleri ekspresyon seviyeleri
ve etkiledikleri yolaklar

Ribozomal
Proteinler

RPS15A

RPS28

RPS27

RPS26

RPS21

RPS7

RPL39

RPL35

RPL34

RPL 31

RPL17

Kanser Tipi

Kolon Kanseri

Meme Kanseri
Karaciger Kanseri

Pankreas Kanseri

Diamond-Blackfan
Anemisi

Kolon Kanseri
Meme Kanseri

Melanom

Diamond-Blackfan
Anemisi
Diamond-Blackfan
Anemisi

Prostat Kanseri

Osteosarkoma

Akciger
Adenokarsinomu

Prostat Kanseri
Meme Kanseri
Pankreas Kanseri
Kolon Kanseri
Noroblastoma
Mide kanseri
Akciger Kanseri
Glioblastoma

Prostat Kanseri

Kolon Kanseri

Mide kanseri
Vaskiiler Diiz Kas
Biiyiimesi

Kolorektal Kanser

Ekspresyon

Seviyesi

Artmig
Artmig
Artmig

Artmig

Artmis
Azalmis

Artmis

Artmig

Artmig

Artmis
Artmig
Artmis
Artmis

Artmig

4 DDX10
RPL35v

Artmis
Artmig
Artmis
Artmig

Artmig

Artmig
Artmis

Azalmig

Artmig
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Hedef Yolak

CDK1 (El Khoury & Nasr, 2021

Caspase 3/7; ERK1/2, Bad and Chkl1
(El Khoury & Nasr, 2021
Wnt/B-katenin yolu (El Khoury &
Nasr, 2021
Wnt/B-katenin yolu(El Khoury &
Nasr, 2021

(Kang vd., 2021)
JNK/c-Jun (El Khoury & Nasr, 2021

FOXO (Lin vd., 2021)
mTOR sinyali(Floristan vd., 2020)

(Doherty vd., 2010)
(Liang vd., 2019)

MAPK (Wang vd., 2020)

(L. Wu vd., 2021)

E-cadherin, N-cadherin and Snail; c-
Myc (El Khoury & Nasr, 2021)

(El Khoury & Nasr, 2021)
(El Khoury & Nasr, 2021)
E2F (Zhou vd., 2022)
ERK/HIF1a (W. Wu vd., 2021)
(Liu vd., 2015)

(Yang vd., 2016)

Bad/Caspase7/PARP (Du vd., 2022)

p53 ve hedefleri: p21 ve MDM2 (El
Khoury & Nasr, 2021)

(El Khoury & Nasr, 2021)
JAK-STAT (Wu vd., 2023)

KEGG(Smolock vd., 2012)

NEK2, B-katenin ve p-ERK (Ko vd.,
2022)



BOLUM 6

SONUC

Calismamiza Trakya Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Genetik
Hastaliklar Tan1 Merkezinden Norofibromatozis Tip 1 geninde 1 kanonik, 2 kanonik
olmayan {i¢ farkli kirpilma bolgesi varyasyonuna sahip dort ayri1 hasta dahil edildi.
Calismaya dahil edilen olgularin kan ve cilt biyopsisi orneklerinden RNA diizeyinde
fonksiyonel olarak yaptigimiz ¢alismada varyasyonlarin hem kan hem de cilt biyopsi

orneklerinde ekzon atlatmaya neden oldugu tespit edildi.

Yapmis oldugumuz yeni nesil dizilemedeki okumalar ve Sanger dizilemedeki pik
boyutlar1 gbz oniine alindiginda cilt biyopsilerinde NMD mekanizmasinin kandan elde

edilen orneklere gore daha etkili oldugunu gozlemledik.

Calismamizda RNA transkriptom ile ekzon atlamanin NF1 geninin okuma
diizeylerinin diistikliigli nedeniyle tespitinin pratik olmadig1 ancak elde edilen sonuglarda
ekspresyon degerleri bakimindan hastaligin molekiiler patogenezine iligkin anlamli
veriler elde edilebilecegi sonucuna ulastik. RNA  transkriptom verileri,
norofibromatozisin en sik klinik bulgularindan olan cafe-au-lait lekelerinin olasi olusum
mekanizmasinda iliskin lezyonsuz bdlgeden alinan 6rneklerde dahi kanitlar sunmaktadr.
Bunun yami sira, bulgularimiz, norofibromin eksikligi ile ribozomal proteinlerin
ekspresyonu ve translasyon siirecinde meydana gelen stres ile iliskili sinyaller arasindaki

baglantilarin daha detayl arastirilmasi gerektigine isaret etmektedir.
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Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu aragtimmanin  yiiriitiilmesi, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu'nun ............ tarih ve ........... sayili
karari ile onaylanmistir.

Argtirmaya katillmaya karar vermeden Once arastinmanin neden ve nasil yapilacagim
anlamamz ¢ok Snemlidir.

Armstirmaya katihm tamamen goniilliiliik ilkesine bagh olup katilmayi reddetmeniz herhangi
bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol agmayacaktir,

Aym gekilde amstirmaya katilmay 1 kabul ettikien sonra da arastirmanin herhangi bir yerinde
higbir neden gistermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar kaybina yol
agmadan aragtirmadan gekilebilirsiniz.

Armgtirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri arastirmacilar ya da destekleyici
(TUBITAK) tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza higbir mali yiik
getirmeyecektir,

Asamdaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize karar
vermek igin liitfen biraz diigtiniin.

*  Arasurmanin bilimsel adi: Norofibromatozis Tip 1 Geninde Belidenen Kirpilma Bilgesi
WVaryasyonlannm RNA Dilzevindeki Etkilerinin Arastirilmas

e Arastirmanin  anlaslabilir  basit ade  Nomofibromatozis Tip 1 Genindeki  Belli
Mutasyonlarin Gen Ifade Diizeylerine Etkisinin Arastirilmasi

¢  Sorumlu Arastrmacimn adi ve gorev yeri: Dr. Ogr. Uyesi Selma Demir, Trakya
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali

*  Arastirmanin amaci: Nirofibromatozis Tip-1 hastahg ciltte yaygin siitlii kahverengi lekeler
basta olmak iizere gesitli cilt problemlerine, giirme kusurlanna, bazi hastalarda tekrarlayan
kemik kiriklarima neden olabilen ¢ok farkh sistemleri etkileyebilen genetik bir hastaliktir.
Nérofibromatozis tamisi alan hastalardan alinan cilt fibroblastlar ve kan &émekleri ile NF1
geninde kirpilma bélgesi varyasyonlarimin RNA sekans analiz yontemiyle tespit edilmesi
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belirlenebilme potansiyeli bulunmaktadir. Ayrica saghklh kontrollere ait transkriptom verisi
elde edilecektir.

o Arastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez ¢absmasy vh.): Yiiksek
Lisans Tez Cahsmasi

*  Arastirmanin baslama tarihi ve Gngoriilen siiresi: 15.11.2021- 6ay

*  Arastirmaya Katilmasi beklenen goniillii sayisi: 8
Arastrma swrasinda uygulanacak olan invaziv yiintemler dahil olmak izere giniilliiye
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giiniilliiden 2 adet olmak iizere, 4 mm steril punch biyopsi aleti kullamlarak almacaktr. Punch
biyopsi, deriden tam kat silindir seklinde doku &rnegi alinmasi islemidir. islem yaklagik 10 dakika

Tip Fakitlvesi Bilimsel Aragtrmalkar Btk Kurolu [T i EK)
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kadar siirebilmektedir. Biyvopsi alinacak biilgeye islem Gneesi lidokain enjeksiyonu yapilarak lokal
anestezi saglanacaktir, islem sonrasi hemostaz saglamak amaciyla bir adet dikis atilacaktir. Lidokain
bir lokal anestezik olup, bazi durumlarda allerjik reaksiyonlara neden olabilir. Bu nedenle, lidokain
enjeksiyonu esnasinda enjektdre ¢ekili olarak avil ve dekort hazir bulundurulacaktir. Lidokain
enjeksivonu Gneesinde goniilliiye daha Snce benzer bir allerjik reaksivon Gykiisii olup olmadif
sorulacaktir, Allerjik reaksiyvon dykiisii olan giniilliiler galismaya almmayacakur, Islemile ilgili olas
risk, biyopsi alinan alanda kanama olmasidir. Biyopsi dneesi olasi kanama/pihtilagma bozukluklan
dikkate alinarak ginillillerde trombosit say isina bakilacak tir. Trombosit sayisi dilsiik olan géniilliler
galismaya alinmayacaktir. Ayrica olasi kanama/pihtilasma dskine karsi biyopsi alinan bilgeye bir
adet dikis atilacaktir. Bunun disinda uygulamanm baska bir riski bulunmamaktadir. Calismada
yvapilacak olan diger islemler gtniilliiler tizerinde degil, kiiltiir hiicrelerinde yapilacaktir.
. Arastirmamn deneysel kisimlar::

¢  Farkh vwygulama ve girigsimler icin giniilliilerin arastirma gruplarina rastgele atanma
olasih@i: Bulunmamaktadir.

«  Katlimcinim arastrmaya dahil edilme nedeni: Katilimeiva veya vasal vasisine BGOF
okutularak, onami alindiktan sonm ¢alismaya dahil edilecegi bilgisi verilecektir.

o  Arastirmadan do@rudan goniillii i¢in beklenen yarar: Dogrudan bireysel bir yarar
beklenmemektedir.

s Giniilliiniin sorumluluklar: BGOF u okuyarak ¢alismaya katihp kanlmayacagma hiir
iradesi ile karar vermek.

s  Giiniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, letiis
veya siit gocuklarimin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizhklar: Arastirmaya
hamile veya lohusalar dihil edilmeyeceklerdir. Bu nedenle fetiis veya siit gocuklannin maruz
kalabilecegi bir risk bulunmamaktadar.

¢« Risklere karst alinan dnlemler: Kigisel verilerin korunmasi kanunu dikkate alinarak
galismaya dahil edilen giniilliilerin her tirli bilgisi isim belirtmeksizin dzel bir kodlama ile
sifrelenecek ve sifre korumali bilgisayarda muhataza edilecekitir.

« Giniilliiye alternatif’ olarak uygulanabilecek olan difer yéintemler ve bunlarin olas:
yarar ve zararlar: Goniilliiye herhangi bir alternatif yntem uygulanmayacaktir.

«  Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustufunda verilecek tazminat ve saglanacak
tedaviler: Arastirmamizda gOniillilye herhangi zarar verici bir dummun gelismesi
beklenmemektedir,

¢«  Giniillillere yapilacak ulasim, yvemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Goniilliilere
herhangi bir Gdeme yapilmayacaktir.

¢  Giniilliiniin arastirmaya katthmimin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Goniilliniin veya yasal vasisinin BGOF u okuduktan sonra galismaya katilmak
istemedigini beyan etmesi durumunda arastirmaya katilim sona erdirilecektir.

«  Arastirma sonunda giniilliilere bilgi verilecek mi? Evet, arasorma sonunda géniillillere
arastirmada elde edilen sonuglar ile ilgili bilgi verilecektir.

Trakya Universites) Tip Fakilltesi Bilimss Arastrmalar Etik Kurwle [ T0HAER)
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o  Giniillilerin arastirma hakkinda, Kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay haklinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa
gecebilecedi kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi: Dr.

Ogr. Uyesi Selma Demir, Trakya Universitesi, Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali.

o  Giniilliilerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaclarla Kullanilacage
Goniillillerden alinan biyolojik materyaller uygun kosul ve protokollerde RNA izolasyonu
igin kullamlacakuir. izole edilen RNA lardan transkriptom analizi gergeklestiril ecektir.

Trakya Un versitesi Tip Fakilltesi Bilimsel Arastiemalar Bk Kuewle [TU_HAER)
Hilggilemedirilmig Gt Olur Forme
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Yukarida agik¢a tammlanan ¢alismanin ne amagla, kimler tarafindan ve nasil gergeklestirilecegi
anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatild:.
Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve baska insanlara saglayacagi yararlar bana anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille
anlatildi.

Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana anlatildi.
Aragtirmanin yiirlitlilmesi sirasmda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklanm konusunda 24
saat bilgi alabilecegim bir vetkilinin adi ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri igin benden ya da
bagl bulundugum sosyal glivenlik kurulusundan higbir licret istenmeyeceZi bana anlatild.
Arastirmaya hichir baskr ve zorlama altinda olmaksizin gbniillii olarak katihyorum.

Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmact / hekime haber vermek kaydiyla, hicbir gerekee giistermeksizin istedigim anda
bu galismadan gekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu galismaya katilmay: reddetmem ya da sonradan gekilmem halinde higbir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekie gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir bigimde
etkilemeyecegini bilivorum.

Calgmanmn yiiritiiciisi olan amstirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, galisma programimim
gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimu almadan beni galisma
kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyvorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastimalar Etik Kurulu'nun gerekli giirdiigiinde,
gizliligimin korunmasi ilkesine uygun olarak, arastirma konusuyla iliskili orijinal abbi kayitlanma
dogrudan erisimde bulunabilecegini biliyorum

fgili yvasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya ¢ikamecak kayitlanin gizli tutulacag, kamuoyuna
agiklanmayacagy; arastirma  sonuglarinin - bilimsel  toplantilarda  sunulabilecegi ya da
yayinlanabilecegi, ancak, bu tiir durumlarda kimligimin kesin olarak gizli tutulacagi bana agikland..
Arastirma konusuy la ilgili olarak, ¢absmaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni bilgiler elde
edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme vapilacagi bana agiklandi.

Yukarida wer alan wve arastinnadan Onece goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gdsteren
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Aklima gelen biitiin sorulari sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Yukarida konusu belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sdzlil agiklama asagida adi belintilen
arastirmaci tarafindan yapilda.

Bu kosullarla, sz konusu arastirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin géniillii olarak katilmayi
kabul ediyorum.

Trakya Un iversitesi Tip Fakitltesi Bilimss) Arastrmalar Bk Kuewle (TO_BAEK)
Bilgilemdirilmig Ganitlli Olur Farm
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Bilgilendirilmis Giniillii Olur Formu’nun tam imzal bir kopyasin aldim.
o Cidmilliiniing (Ef yazisi ife)

Adi- Sovadi:

me:u.\'.!.'

Adresi fvarsa telefon veiveva faks numarasi);

Tarih:

o Velayet ya da vesayet aftinda hulunaniar icing (E yazise ile)
Veli ya da Vasinin Adi- Sovadi:
Imzasi:
Tarih:

Adresi (varsa telefon veiveva faks numarasi):

Tarik:

o Ay Klamalar Yapan arastiirmacinin
Ulnvany, Adv- Sovadh: (Bl vazise ile)
Cedirev yaptrgn biliim:
imzasi:
Tarik:

Trakya U iversitesi Tip Fakitltesi Bilimse Aragtirmalkar Btk Korwle [T i HAEK]
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Genetik Anabilim Dali N
Fen Bilimleri Ensitiisii
.. . Disiplinlerarasi Trakya 2020-Devam
Yiiksek Lisans Biyoteknoloji ve Universitesi Ediyor
Genetik Anabilim Dali
Projeler:
Proje No Proje Adi Projedeki Gorevi
Prematiire terminasyon
kodonu modiilatorlerinin
gen ekspresyonu ve
2215438 ndrofibromin restorasyonu | Tiibitak Aragtirma Projesi

uzerine etkilerinin NF1
mutant hiicre kilturlerinde
arastirilmasi
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