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OzET

Akar, i., Nérofibromatozis Tip 1 (NF1) Kaynakh Mezenkimal Stromal Hiicrelerin
Detayh Karakterizasyonu, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Kok
Hiicre Doktora Tezi, Ankara, 2022. Norofibromatozis Tip 1 (NF1) genetik hastaliklar
icinde sik rastlanan, Norofibromin (NF1 geni) timor slpresor geninde mutasyon
sonucu ortaya ¢ikan ve otozomal dominant olarak kalitilan bir hastaliktir. Gen Grini
olan noérofibromin’in eksikligi sinir sistemi gelisiminde aksamaya, hiicre igi mitojenik
sinyallerde ve beraberinde hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda degisikliklere
sebep olur. Bunun sonucunda neoplazm gelisimine yatkinlk olusur. En sik goriilen
timorler, noérofibromlar, Schwann hiicrelerinden gelisen, iclerinde fibroblastlar,
zengin damar yapilari ve mast hiicreleri bulunduran kompleks timorlerdir. Deri ve
derialti norofibromlarinin, ayrica pleksiform nérofibrom adi verilen, buylklik ve
yerlerine gore belirgin goriintl ve islev sorunlarina yol acabilen, malign karakter de
kazanabilen tipleri vardir. NF1 hastalarinda sik rastlanan diger klinik bulgular
arasinda kemik defektleri, kanamaya yatkinlk, yara iyilesmesinde gecikme ve
hematolojik maligniteye yatkinhk yer almaktadir. Bu c¢alismada NF1’'in klinik
bulgularinin ortaya cikmasinda veya seyrinde mikrocevre elemanlari olarak
mezenkimal kok/stromal hiicrelerin(MSH)/fibroblastlarin katkisinin arastiriimasi
amaclanmistir. Stromal karakterde destek hicreleri olan MSH/Fibroblastlar cesitli
blyume faktorleri, sitokin, kemokinler salgilayarak indirekt veya diger hiicrelerle
(6rn. timor hiicresi, endotel, epitel) direkt iliskileri yoluyla hiicrelerin proliferasyon,
apoptosis, migrasyon gibi biyolojik davranislarini etkilemektedirler. NF1 hastalarinin
MSH/Fibroblastlari da tasidiklari mutasyondan dolayi farklilasma ve yasam siresi
bakimindan normal bireylerinkilerden farkli olabilirler. Bu g¢alismada NF1’de
mezoderm kékenli bu hicrelerin mikrogevre ve NF1 patogenezi lzerine etkilerinin
incelenmesi amaci ile hasta ve saglikh bireylerin dokularindan elde edilen
MSH/Fibroblastlarin ayrintili  karakterizasyonu ile adipojenik ve osteojenik
farklilasma potansiyelleri incelenmis, hastalarin dermal, pleksiform nérofibrom
dokulari ve/veya cafe au lait veya saglkl cilt bolgesinden MSH/Fibroblastlarin
karakterizasyonlari, yara iyilesmesindeki (scratch assay) farkhliklari ve ayrica
Schwann hiicreleri ile etkilesimlerinin arastirilmasina yonelik ¢calismalar yapiimistir.

Anahtar Kelimeler: Norofibromatozis Tip 1, mezenkimal stromal kok hiicre,

fibroblast,nérofibrom, mikrogevre, timor
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ABSTRACT

Akar, i., Characterisation of Mesenchymal Stromal Cells Derived from
Neurofibromatosis Type 1 (NF1), Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Stem Cell Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2022. Neurofibromatosis
type 1 (NF1) is an inherited autosomal dominant disease characterized by mutation
in the neurofibromin (NF1) tumor suppressor gene. The lack of neurofibromin, the
gene product, causes defects in the nervous system, affects intracellular mitogenic
signaling, induces alterations in cell proliferation and differentiation leading to
increased tendency in the development of neoplasm. The most common tumors are
neurofibromas, the complex tumors derived from Schwann cells containing
fibroblasts, rich vascular structures and mast cells. There are epidermic and
subcutaneous neurofibromas and besides there are plexiform neurofibromas which
can develop into malignant tumors and -according to their localization- lead to
functional problems. Other clinical findings in NF1 include bone defects, bleeding
diathesis, delayed wound healing and susceptibility to leukemia. This study was
designed to investigate the contribution of mesenchymal stem/stromal cells
(MSC)/Fibroblasts as the microenvironmental elements, to the occurrence or
progression of the clinical symptoms of NF1. Mesenchymal Stem Cells/Fibroblasts
which are supportive cells of stromal character, affect the biological behaviour of
other cells such as proliferation, apoptosis and migration through various secreted
growth factors, cytokines, chemokines, by direct or indirect contact. The
MSC/Fibroblasts of NF1 patients can be different from those of normal individuals
in terms of differentiation and survival time due to the mutation they carry. In this
study, we planned to analyze the effect of mesodermal derived cells the
MSC/Fibroblast of NF1 patients on microenvironment and pathogenesis of NF1.
MSC/fibroblasts were expanded from biological materials of patients and healthy
donors, and characterized in detail. Their adipogenic, osteogenic differentiation
potential and wound healing capacity were compared, additionally, MSC-Schwann
cell interaction was investigated in co-culture. All of these studies were performed
on biological materials derived from NF1 patients with dermal and plexiform
neurofibromas and the characteristics of MSC/Fibroblasts derived from each
patient’s café au lait, healthy and neurofibrom tissues were determined.

Key Words: Neurofibromatosis type 1, mesenchymal stromal/stem cells,
neurofibroma, microenvironment, tumor.
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SEKILLER

Sekil Sayfa

2.1. NFl'de gorilen norofibfom olusumuna katkisi olan yolaklar 6zetlenmistir.
Kesikli ok ile gosterilen yolaklar nérofibrom olusum mekanizmasinda
ustlendikleri roller agisindan heniiz tam olarak aydinlatiimis degildir.

Jiang ve ekibi’nin 2021 yilina ait derlemesinden uyarlanmigtir. 8
2.2. NF1 geninde meydana gelen mutasyonlarin, Norofibromatozis Tip 1'de

goriilen sorunlar ile iliskisi. 21
2.3.  Periferik sinir tizerinde Schwann hiicrelerinin yerlesimi goriilmektedir. 22

4.1. NF1’li hastanin normal derisinin (NF-Normal deri) ekildikten 1 hafta
sonraki goriintisu 40

4.2. NF1'li bireyin nérofibrom (a) ve CLS iceren (b) dokusundan elde edilen
fibroblast benzeri hiicre gériintiileri (Orneklerin ikisi de Pasaj 0
asamasindadir). 40

4.3. Dermal norofibromlu hastanin (H1) NF normal derisinden gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin imminfenotiplendirilmesi. 42

4.4. Dermal nérofibromlu hastanin (H1) CLS dokusundan gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin immunfenotiplendirilmesi. 42

4.5. Dermal nérofibromlu hastanin (H1) Norofibrom dokusundan gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin immunfenotiplendirilmesi. 42

4.6. Hastalarin farkh bolgelerinden elde edilen MSH’lerin yiizey belirtec
ylzdeleri 43

4.7. Hastalarin gerek normal deri, gerekse CLS ve norofibrom iceren dokulari
karakterize edildiginde, hepsinin stromal belirtegler icin pozitif (>%20) ve
hematopoetik belirtegler igin ise negatif (<%20) ifadelenme gosterdigi
saptandi. 43

4.8. Saglkh bireyden elde edilen MSH’lerin adiposit farklilagsmasi
(Oil Red-0O boyasi). 44

4.9. Saglikh bireyden elde edilen MSH’lerin osteojenik farklilasmasi
(Alizarin Red S boyasi). 45

4.10. Saglkh kontrolden elde edilen MSH’lerden gelistirilen yara iyilesmesi
modelinde 0,3,6,12,24. saatlerdeki dlgtimler. 50

4.11. Saghkli kontrol MSH’lerinden gelistirilen yara iyilesmesi modelinin
0, 3, 6, 12, 24. saatlerdeki Motilite indeksi. 51

4.12. Dermal NF1 hastalarindan (n=7) alinan érnekler kullanildi ve Normal
doku, CLS, Norofibrom dokusu olmak Uzere (i¢ grup birbirleri arasinda
karsilastirildi. Kruskal Wallis Testi sonucu ornekler arasinda Ml degeri
bakimindan fark saptanmadi. 56
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1. GiRiS

Bu tez galismasinda farkl dokulardaki mezemkimal stromal hticrelerin (MSH)
biyolojik ve fonksiyonel 0Ozelliklerinde Norofibromatozis Tip 1 geni (NF1) kaybi
sonucu meydana gelen degisimlerin hastalik patogenezine katkilarinin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, hastalardaki dermal, subdermal ve
pleksiform norofibromlar ve/veya sitlu kahve lekeleri (Cafe au lait spots - CLS) ve/
veya normal dokulardan gelistirilen MSH’lerin detayli karakterizasyonu ve bu
hiicrelerin saglkli bireylerden elde edilen MSH’ler ile karsilastirilmasi yapilmistir.
Karakterizasyon icin, NF1 tanisi almis hastalarda, norofibrom doku MSH, CLS dokusu
MSH ve NF normal deri iceren dokulardan MSH elde edilmis olup, elde edilen
MSH’lerin morfolojik/fenotipik 6zelliklerinin yani sira, osteojenik ve adipojenik
farklilasma kapasiteleri, osteojenik farkhlasmadaki gen profilleri ve yara iyilesme
stirecindeki  farklihklari  (scratch  assay) incelenmistir.  Karsilastirmalar,
norofibromatozis hastalarinin farkli doku bdélgelerinden elde edilen MSH’lerin yani
sira saglikh bireylerden elde edilen normal doku kaynakli hiicreler arasinda da
yapilmistir. Bu calismada ayrica, ko-kiiltlir deneylerinde MSH ile norofibromlarin
yaklasik %40-80’ini olusturan Schwann hicresi arasindaki etkilesim de incelenmis,
Schwann hiicreleri ile hasta nérofiorom ve saglikli bireylerden elde edilen stromal
hicrelerde ylizey belirteglerinde meydana gelebilecek degisimler ve apoptozis
Uzerine etkileri arastinimistir.

Norofibromatozis tip 1 (NF1) sinir sistemini etkileyen, toplumda, 2500’de 1
frekansi ile sik gorilen tek gen hastaligidir (1, 2). RAS sinyalizasyonunun negatif
dizenleyicisi olan norofibromin geninin (NF1) mutasyonu sonucu ortaya cikar (3).
Gen Urinl norofibromin proteini, normalde Ras proteininin aktivitesini baskilar ve
hiicre siklusunu kontrol eder. NF1 hastalarindaki mutasyon sonucu norofibromin
aktivitesinde azalma oldugunda, RAS ile temas gerceklesmez, baskilanamaz ve hiicre
dongusi kontrol edilemeyerek timor olusumunda artis meydana gelir (4, 5).

NF1 hastalarinda en yaygin gorilen tipik timorler hastaliga da adini veren
norofibromlardir (6). Bunlar, benign Schwann hticre timorleri olup noral ve fibroz

dokulari igerirler. Norofibromlar ciltte (dermal/kutanéz norofibrom) veya daha



derinde noral pleksuslar yakininda (pleksiform noérofibrom) bulunurlar (7, 8).
Norofibromlarin yapisinda fibroblastlar, perinéral hiicreler ve mast hicreleri
bulunmakla birlikte ana bilesenini her iki alleli de mutant olan (NF1-/-) Schwann
hiicreleri olusturur (9).

NF1 hastalarinda tiimo6r disinda deri, sinir sistemi gibi ektodermal ve damar,
kemik gibi mezodermal dokulari ilgilendiren bulgular vardir (10). Yara iyilesmesinde
yetersizlik, kanamaya yatkinlik bu hastaligin klinik bulgularinin ortaya g¢ikmasinda
veya seyrinde mezoderm kokenli destek dokularinin roliini distndirmektedir.
Stromal karakterde destek hiicreleri olan MSH’ler cesitli bliyiime faktorleri, sitokin,
kemokinler salgilayarak veya direkt iliskileri yoluyla diger hiicrelerin proliferasyon,
apoptosis, migrasyon gibi biyolojik davranislarini etkilemektedirler (11). MSH’ler
hasarli bolgeye goc etme, onarma-destek gorevi gordikleri ve immunomodaulator
ozellik tasidiklari icin rejeneratif potansiyele sahiptirler (12). Hastalardan elde edilen
cilt dokulari ayni zamanda, bag dokunun biyik bir kismini meydana getiren
fibroblast da icermektedir. Fibroblastlar, MSH’ler ile ortak bircok 6zellige sahiptir,
hatta literatlirde MSH’lerin bir alternatifi olarak degerlendirildikleri c¢alismalar
mevcuttur (11, 13). Tez calismasinda da hastalardan elde edilen dokular MSH
gelisimi icin 6zel olarak kullanilan besi ortami icinde alinarak kiltiir edilmislerdir.
Alinan doku pargasinda ilk basta farkh hiicre tipleri olmasina ragmen, deneylerin
gerceklestigi 3. pasaja kadar yapilan kiltir sirecinde, ortamda fibroblastoid
karakterde(fibroblast ve onciilleri olan MSH) hiicre kalmaktadir. Bu nedenle, bu tez
¢alismasinda, hasta ve saglkli bireylerin dokularindan elde edilen hicreler
MSH/Fibroblast tanimlamasi altinda yer almaktadir.

Bu kapsamda tez ¢alismasinda;

e NF1 hastalarinin CLS bulunan deri, normal deri, dermal noérofibrom ve
pleksiform norofibrom dokularindan elde edilen MSH/Fibroblast’larin akim
sitometrik yontemle ylzey belirteglerinin ve in vitro osteojenik ve adipojenik
farklilasma potansiyellerinin incelenmesi,

e NF1 hastalarinin farkh dokularindan elde edilen MSH/Fibroblast’larin,

birbirleriyle ve saglkli bireylerden elde edilen MSH’lerle morfolojik ve



fonksiyonel karsilastirmasi, akim sitometrik yontemle ylizey belirteglerinin ve

in vitro osteojenik ve adipojenik farklilagsma potansiyellerinin incelenmesi,

e Norofiboromlardan (dermal/pleksiform) elde edilen MSH/Fibroblast’larin
birbirleriyle ve saglikl bireyden elde edilen MSH’lerle osteojenik farklilagsma
sirasinda gozlenebilecek degisimler acisindan, in vitro farkhlasma
uyariimasini takiben 10. ginilinde Osteopontin gen ifadenmesi yoniinden
karsilastiriimalari,

e NF1 hastalarinin iki farkli nérofiborom tipi olan dermal ve pleksiform
dokularindan, CLS, normal ve norofibrom (dermal/pleksiform) igeren
dokularindan gelistirilen MSH/Fibroblastlarin in vitro ortamda olusturulan
yara modelinde yara iyilesmesi yoniinden incelenmesi ve dokular arasinda,
NF1 ile saglikh birey MSH’leri arasinda karsilastirma yapilmasi,

e Schwann hicreleri ile ayni ortami paylasan hasta ve saglkh birey
dokularindan elde edilen MSH’lerin interaksiyonunun, bunlarin her iki hiicre
tipi Uzerine etkilerinin incelenmesi amaciyla Schwann hiicre hatti ile
MSH/Fibroblast ko-kilturi olusturulmasi, Schwan hicrelerinde akim
sitometri ile Annexin V/PI boyamasi yapilarak apoptozis yoniunden
incelenmesi, MSH/Fibroblast’larin ylizey belirteglerinin olasi degisiminin
incelenmesi amaglanmistir.

Tez kapsaminda incelenen MSH/Fibroblast’lar calismanin baslangicinda
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca
incelenmis, gerekli izin alinmis olarak (Karar No: GO 13/202-21) NF1 tanisi almis 13
hastadan doku temin edilmistir. Saghkli kontrol olarak stinnet derisi kullanilmistir.
NF1 tanisi almis bireylerin, CLS, norofibrom (dermal/pleksiform) ve normal
dokularindan elde edilen ve pasajlanarak homojenize edilen MSH’ler akim
sitometrik yontem ile karakterize edilmistir. Karakterizasyon sirasinda, MSH’ler
adipojenik, osteojenik farklilasma ve ylzey belirtegleri agisindan, boélgeler arasi ve
s0z konusu bolgeler ile de saglikh bireylerden elde edilen stromal hiicreler arasinda

bir fark olup olmadigi incelenmistir. Takiben, osteojenik farklilasma yapilan doku



kaynakli stromal hiicrelerden RNA eldesi yapilmis ve Osteopontin gen ifadelenmesi
acisindan fark olup olmadigi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile incelenmistir.

Ayrica, norofibrom (dermal/pleksiform) ve hastalardan elde edilen farkli
doku bolgelerinin yara iyilesmesi slirecindeki davranis farkliliklari incelenmistir.
Calismanin bu kisminda tim orneklerden ve saglilkh kontrolden gelistirilen, MSH
kiltirinde yara modelinin kapanma hizi 8lgilmistir. Olciimler faz kontrast
mikroskobu altinda ve belirli zaman araliklarinda fotograf c¢ekilerek
gerceklestirilmistir. Olciimler image) prgrami kullanilarak gergeklestiriimis ve
sonrasinda motilite indeksi hesaplanmistir.

Schwann hiicre-MSH ko-kiiltlir deneylerinde ise, Schwann hicreleri,
hastalarin farkli doku bolgelerinden elde edilen MSH/Fibroblast ile ayni besi yeri ve
ortami paylasabilecekleri sekilde kiiltlire alinmistir. Schwann hiicre hatti, taban
kisminda, mezenkimal stromal hiicreler de siizge¢ hattinda olacak sekilde kiiltlire
edilen hicreler, kiltir sonunda yapistiklari ylizeyden kaldirilarak yiizey belirteg ve
apoptoz yoninden test edilmislerdir. Bu calisma icin akim sitometrik yontem
kullaniimistir.

Ozetle, bu tez calismasinda, NF1’in, mezodermal dokulari tutmasi veya klinik
bulgularin (norofibrom, kemik deformiteleri, yara iyilesmesinde vyetersizlik,
kanamaya yatkinlik, malignite egilimi, CLS gibi) gelisimi ve seyrinde mezodermal
komponentin 6nemli roliiniin olmasindan yola cikilarak birgok dokunun stromal
elemanlarindan olan MSH'ler detayh incelenmistir. Dermal veya pleksiform alt
tiplerinden birini ifade eden hastalarda normal, CLS ve noérofiborom olmak Uzere
farkli dokulardan elde edilen stromal hiicrelerin detayli karakterizasyonu yapilmis,
gerek dokularin birbirleri arasinda gerekse dermal ve pleksiform noérofibromlar
arasindaki davranigsal farklihklar arastirilmistir. Literatiirde daha Once hastalarin
normal dokusu karakterize edilen ve noérofibrom dokulari ile karsilastirma yapilan
benzer bir calismanin olmamasi nedeniyle bu calismanin NF1 hastaliginin
mekanizmalarinin  aydinlatilmasina  katki  saglayabilir ve genotip-fenotip

korelasyonunun belirlenmesine yardimci olabilir.



2. GENEL BILGILER
2.1. No6rofibromatozis Tip 1

Norofibromatozis tip 1 (NF1), ilk kez 1793 yilinda Tilesius tarafindan kayitlara
gecirilmis ve 1882 senesinde de Alman patolog Friedrich Daniel von Recklinghausen
tarafindan tanimlanmistir. Elli yil sonra, géz hastaliklari uzmani olan Lisch, NF1’in
klinik tanisinda 6nemli bir kriter olan iris nodilleri varhgini gostermistir (14). En
yaygin genetik hastaliklarindan biri olup 2500-5000 kiside bir rastlanir. Otozomal
dominant olarak kalitilmasina ragmen, olgularin %50’si spontan mutasyon sonucu
gelismektedir (15). Bu bulgu, hastaligin gorilme sikhginin zaman icinde artis
gosterdigine isaret etmektedir (16). Insanda 17.kromozomda vyerlesik olan
Norofibromin  (NF1) geni, tumor baskilayici gorevi goriir ve p21-RAS
sinyalizasyonunu kontrol eden GTPaz aktive edici protein (GAP) kodlar (17, 18). Gen
Urini olan noérofibromin’in kaybi ya da disfonksiyonu, sinir sisteminin gelisiminde
aksamaya, hiicre i¢i mitojenik sinyallerde ve beraberinde hiicre proliferasyonu ve
farklilasmasinda degisikliklere sebep olur (19). Bu sekilde olusan norofibromlar
NF1’'in major bulgularindandir. NF1 hastalarinin ¢ogunda timor olusum
mekanizmalari benzer olmakla beraber tiimorlerin klinik spektrumu, gelisim
esnasinda noral krest orijinli hiicrelerde NF1'de gorilen heterozigosite kaybinin
zamanlamasina ve bolgesel farkhligina (loss of heterozygosity) bagh olarak
degiskenlik gosterir (20-22). Norofibromlarin tipik 6zelligi néronal ve fibréz doku
icermleridir. Esas olarak Schwann hicrelerinden gelisen, iglerinde fibroblastlar,
zengin damar vyapilart ve mast hicreleri bulunduran kompleks timorlerdir.
Norofibromlar ciltte dermal/kitandz nérofibrom, CLS lekeleri veya pleksiform

norofibromlar ve Lisch nodulleri (iris hamartomlari) ile karakterizedir (23).
2.1.1. Norofibromatozis Tip 1 Patofizyolojisi

Noérofibrom gelisimindeki sebepleri i¢sel ve dissal olarak ikiye ayirmak
mimkiindir (9). icsel sebeplere bakildiginda, 17. kromozom {zerinde yer alan NF1

geninde meydana gelen fonksiyon kaybi ile sonuglanan mutasyonlar ve dermal ile



pleksiform norofibrom arasindaki epigenetik farkhliklar géziimize garpmaktadir.
MPNST gelisimi icin, NF1 gen inaktivasyonunun yani sira, TP53, PTEN, CDKN2A ve
PRC2 timor baskilayici genlerinin inaktivasyonu veya blyimeyi destekleyen EGFR
veya PDGFR genlerinin aktivasyonundan séz edilmektedir (3, 16, 24). Son yillarda
Uzerinde ¢ok durulan indliklenmis pluripotent kok hticre (iPSC) calismalari da ic¢sel
faktorlere 151k tutmaktadir. Ornek verilecek olursa, NF1-/- hiPSC (human iPSC)
hucrelerinin, NF1+/- veya NF1+/+ hiPS hicrelerinden daha fazla RAS aktivitesine
sahip oldugu ve SOX10, HOXB7 gibi norofibrom belirtecleri ifade eden NF1 -/- hiPSC
Schwann hiicre oncllleri fare siyatik sinirine aktarildiginda ise pleksiform
norofibromlar meydana getirdigi saptanmistir (9, 25).

Dissal faktorler ise norofiboromun cevresindeki destek hiicreler ve timor
mikrocevresinin  yapisal bilesenleridir. Hem pleksiform, hem de dermal
norofibromlar, Schwann hiicreleri haricinde, periferik sinirler, mast hicreleri,
makrofajlar, fibroblastlar, kolajen ve endotel hiicreleri ile gevrilidirler (26). Kolajen,
norofibromlarin yaklasik %70’lik bolimind olusturdugu icin mikrogcevrenin en
onemli bileseni olarak kabul edilmektedir (27). Kolajen ipliklerinin olusturdugu
morfolojik gorinti, histopatolojik incelemede 6nemli bir tani kriteridir. Brosseau ve
ekibinin yapmis oldugu calisma norofibrom kaynakli fibroblastlarin, kolajen ailesinin
28 alt tipinden ozellikle tip 1, 3, 6 ve 15’i icerdigini gdstermistir (28).

Cesitli dokularda ifade edilen ve gelisimlerinde rol oynayan NF1 geninde
meydana gelen mutasyonalar sonucu kemik mezenkimal kok/stromal hicrelerin
(MSH) farklilasma sireci de etkilenmektedir. Otofajide biliylk rol oynadigi bilinen
MTOR sinyal yolaginin NF1 genindeki mutasyonlara bagh olarak degisim gosterdigi
ve boylece de nérofibromatozis tip 1’de kemik anomalilerine yol actigl saptanmistir
(18, 29).

NF1 geni, 17ql1l.2de yer alan 350kb’lik bir gendir. Protein Urinl olan
Noérofibromin, 320-kDa, 2818 aminoasitten meydana gelir ve Ras-GTPaz aktive edici
proteinlerin bir grubu ile fonksiyonel homoloji gosterir. RAS yolagi mitojenik
sinyalleri cekirdege iletir, nérofibromin ise bu yolakta negatif dizenleyici olarak

gorev yaparak MEK/ERK ve PI13K‘nin da dahil oldugu bircok mitojenik sinyali kontrol



eder. Bu iste NF1’in RasGAP (GTPase activating protein) ile iliskili bolgesi gorev alir
ve Ras’in GTP’ye bagh aktif formundan GDP’ye bagl inaktif forma dénlsmesini
hizlandirir (22, 30). GTP-bagh RAS da PI3K yolagini uyararak hiicre proliferasyonu,
sagkalimi ve hiicre blylimesini uyarir. NF1, normal hicrede RAS aktivitesini
dengeler, ancak norofibromin kaybi, RAS’Iin inaktif hale gegmesini engelledigi igin
mitojenik sinyallerde ve beraberinde hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda artisa
sebep olur. NF1 mutasyonlarinin ¢ogu fonksiyon kaybi mutasyonlaridir. NF1'de NF1
geni ve sinirdaki diger genleri kapsayan biylik delesyonlar ve translokasyonlar ile
birlikte, yanlis anlam ve anlam kaybi meydana getiren mutasyonlar, cerceve kaymasi
ve u¢ uca eklenen mutasyonlar, insersiyon, delesyonlar goriilmektedir. Bundan
dolayi da NF1 geni, tiimor baskilayicilar icerisinde yer almaktadir. NF1 timorlerinde
norofibromin kaybi sonucu RAS ve devamindaki MAPK/ERK sinyal yolaklari aktiftir.
NF1 geni, RAS’dan baska cAMP yolagi Gzerinden de hiicre proliferasyonunda rol
oynar (16, 18, 30, 31).

Norofibromlar, Schwann hiicre timorleri olarak bilinmekle beraber baslatan
hiicre tipi ve zamanlamasi hakkinda bilgiler yetersizdir (22, 32). Normal noral
hiicrelerde Schwann hiicreleri aksonlarla siki birliktelik gdstermektedirler.
Norofibrom gelisiminde erken asamasinda Schwann hiicresi-aksonal kontakt
kaybinda semaforin 4’lin rolii oldugu gosterilmistir (33). Son zamanlarda, dermal ve
pleksiform nérofibromlarin Schwann hiicre gelisiminde ortak kokeni paylastigl ve
buradan vyola cikarak, kok/onci hicrelerin roline deginilmekle birlikte kok
hiicredeki NF1 inaktivasyonunun gelisim sirasinda timor olusumu ile iliskili oldugu
ileri surilmektedir (22, 34). Cram ve ekibinin yapmis oldugu bir calismada,
norofibromlar ve norofibrom kaynakl Schwann hiicre oncilleri ile, olgun Schwann
hiicrelerinde, bir G protein coupled reseptor olan (GPCR) P2ry14 saptanmis ve bu
genin delesyonunun distk cAMP sinyalizasyonunu 6nledigi, fare deneylerinde ise
hastaligin kliniginde dlzelme sagladigi gosterilmistir (35-37). Bu c¢alisma bir
plrinerjik resept6ér olan P2ry14’nin, cAMP sinyal yolagi lizerinden Schwann hiicre
yenilenmesi, proliferasyonu ve norofibromin olusumundaki ©6nemine isaret

etmektedir (35, 36, 38). Son yillarda adindan sik¢a s6z edilen, uyariimis pluripotent



kok hicre (iPSC) teknolojisi ile pleksiform nérofiorom dokularindan pluripotent
hiicre elde edilmis, sonrasinda ise elde edilen hlicrelerin noral krest ve Schwann
hicrelerine farklilastirimasi  saglanmistir.  S6z konusu yontemle hastalk

modellenmesi, NF1 ile ilgili calismalar acisindan 6nemli gelisme olmustur (25).

TGF-B ECM WNT FGF2 PDGF  Midkine
- O O
N\ /

i

TGF-BR |

l }

}
S N < Q
HASEES YaP
. 9 >

NFAF

Sekil 2.1. NF1’'de gorilen norofibfom olusumuna katkisi olan yolaklar 6zetlenmistir.
Kesikli ok ile gosterilen yolaklar nérofibrom olusum mekanizmasinda
Ustlendikleri roller agisindan heniiz tam olarak aydinlatiimis degildir. Jiang
ve ekibi’nin 2021 yilina ait derlemesinden uyarlanmistir (18).

Yapilan c¢alismalar noérofibrom mikrogevresi ve sinir hasari ile olusan
mikrogevrenin ortak Ozellikleri paylastigini gostermistir. Sinir hasarinda gozlenen
fibrotik cevaplarin molekiler dizenlenmesi noérofioromdakilere de ipucu
saglamaktadir. TGF-B vyolagi, Wnt ve YAP/TAZ vyolaklari hep birlikte organ
fibrozisinde gorev almaktadirlar (39).

Wehner ve ekibi, zebra baliginda meydana getirdikleri omurilik hasari
sonrasinda yenilenen aksonlara komsu olan fibroblast benzeri hicrelerde Wnt/pB-
catenin yolaginin aktive oldugunu gostermistir (40). Wnt yolaginin NF1’deki rollini
inceleyen calismalarda, pleksiform noérofibromlarda dermal norofibromlara goére, 9
Wnt geninden 8’inin ifadesinde artis, 1 ‘inin ifadesinde ise azalma gorilmesi ile
belirgin sekilde dizensizlige ugradigi, 20 Wnt geninin de MPNST biyopsileri ve hiicre

serilerinde ifadelenmesinde artis gozlendigi belirtilmistir (41).



2.1.2. Norofibromatozis Tip 1 ’de Gériilen Fenotipik Degisimler

Norofibromin RAS ve MAPK sinyalizasyonlarinin negatif dizenleyicisidir (42,
43). Gelisim sirasinda NF1’in diger lokusunda heterozigosite kaybi olusmasi sonucu
hem zamanlama, hem de bolgeye gore farkhlik gosteren timorler ve etkilenen

hiicre tipine gore farkh klinik bulgular gelisir (22).

Sutlii Kahve Lekeleri (Cafe au lait spots CLS)

Melonositlerdeki NF1 geninin her iki alelde kaybi sonucu olusan
hiperpigmente (sitli kahve renginde) degisimdir (44). NF1’li yenidoganlarda %2,7
ve cocuklarda da yasa gore degismekle birlikte %90-100 arasindadir (45). CLS
lekeleri NF1’in erken tani kriterleri arasinda yer almaktadir. Genel toplumun
%10’'nun vicudunda bir veya iki adet CLS lekesi olusabilecegi bilinmektedir.
Viicudunda 3-5 adet CLS lekesi olusan cocuklar, NF1'in diger bulgulari olmasa bile
norofibromatozis kliniginde izlenmelidir  (46). Yetiskinlerde fizik muayene ile
hastaliga kolayca tani konulabilirken cocuklarda CLS lekeleri uzunca bir sire
hastaligin tek bulgusu olarak kalabilir. Besten fazla CLS lekesinin goriilmesi ve
beraberinde cillenmenin olmasi NF1 tani kriterleri arasinda en sik ve erken rastlanan
bulgulardir.

Birka¢ calismada, goriinen herhangi bir noérofiorom olmadan sadece CLS
lekesi ve cillenmenin oldugu NF1 vakalari lzerinde durulmus, 26 NF1 hastasi ile
yapilan bir ¢calismada, kodon 992’de (p.Met992del) meydana gelen Ug¢ baz giftlik, tek
amino asit iceren delesyonun c¢ok hafif CLS lekelenmesine sebep oldugu, diger
bulgularin ise hi¢ gorilmedigi bildirilmistir (43, 47). Bu tip bir mutasyonun gorilme
sikhgr %0.9 olarak saptanmistir. NF1 geninin ekson 17 bolgesinde meydana gelen 3
baz ciftlik cerceve delesyonu, kodon 991 veya 992’de bulunan iki komsu metioninin
kaybi ile sonuglanir, ki bu da nérofibrominin korunmus bdélgesinin ifadelenmesini

etkiler (48).
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Lisch Nodilleri

Benign karakter gosteren timorler (hamartomlar) olup, irisin ylzeyinde
konumlanirlar (49). 84 NF1 hastasinin incelendigi bir genetik calismada, cerceve
kaymasi mutasyonu gorilen vakalarda Lisch nodiillerine rastlanma sikhiginin daha
fazla oldugu ortaya konmustur (50). Ayrica, Lisch nodillerinin varliginin NF1’li
bireylerde gorilen koroidal anomaliler ile baglantili olabilecegi de disinilmektedir

(51).

Norofibromlar

NF1 hastalarinda en tipik klinik bulgu periferik sinir sisteminde cocukluk ¢agi
veya eriskin donemde gelisen ve farkli 6zellikte olabilen timoral olusumlardir (18).
Bunlar, kiitan6z (dermal) norofibrom, pleksiform norofibrom, daha seyrek olarak da
malign periferik sinir kilifi timorleridir (20).

Norofibromlar NF1’'in en sik rastlanan bulgusu olup Schwann benzeri
hiicreler, fibroblastlar, yogun kolajen matriks, mast hiicreleri, makrofajlar, sinirler ve
diger hiicre tiplerini iceren benign tiimorlerdir (52).

Norofibromlarin ana bilesenlerinden biri olan fibroblastlar, bag dokunun
biylk c¢ogunlugunu meydana getirdigi gibi ayni zamanda hemen hemen tiim
organlarda bulunmaktadirlar (11). Fibroblastlar kolajen gibi hiicre disi matriks
uretiminde rol alirlar, bu 6zelliklerinden 6tiirii de doku devamliliginin saglanmasi ve
onarimina bulyuk katkilar vardir. Fibroblastlar bircok dokudan elde edilebildikleri
gibi, kaynak aldiklari dokuya gére de gen ifadelenmeleri ve urettikleri hiicredisi
matriks degiskenlik gostermektedir (53). Farklilasmalarini tamamlamis olgun hiicre
olarak degerlendiriliyor olsalar da, fibroblastlarin uygun besi ortami igerisinde
adiposit, kondroblast ve osteoblasta farkhlasabildikleri gosterilmistir (54). Bu
ozelliklerinden o6tlari de vyara iyilesmesi ile ilgili klinik ¢alismalarda sikca
kullaniimaktadir.  Friendenstein, ylizeye vyapisabilme ve klon olusturma
Ozelliklerinden o6tira fibroblastlari, stromal hiicrelere benzetmistir (11). Literatire

bakildiginda, fibroblastlarin MSH’lerin bir alternatifi oldugu dustnulebilir, bu
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noktadan hareketle bu tez galismasinda hasta ve saglikh bireylerin dokularindan
elde edilen MSH’ler igin MSH/Fibroblast tanimlamasi kullaniimaktadir.

Dermal Norofibromlar: Kutandz nérofibromlar olarak da adlandirilan dermal
norofibromlar, genellikle dermis tabakasinin icinden gelisirler ve bazan sayilari
binleri bulabilen kicik timoérler meydana getirirler (2). Ciltte icerisinde periferik
sinir sisteminden orijin alan, kenarlari diizenli, kapsullii olmayan ve hicbir zaman
malignlesmeyen noddler yapilardir. Le ve ekibi, dermiste konumlanan oncil hiicre
poplilasyonunu tanimlamistir (16). NF1 kaybi ile dermal noérofibromlari meydana
getiren bu hiicrelere, cilt kaynakh onciler adini vermistir (21). Erigkin NF1
olgularinin %99’unda dermal nérofibromlara rastlanir (55). Dermal noérofibromlar
genellikle ge¢ ergenlik veya erken vyirmili yaslarda, nadiren erken c¢ocukluk
doneminde gelisir, deride birbirinden ayri lezyonlar halinde buyilrler (41, 56).
Norofibromlarin sayisi bireyler ve aileler arasinda degiskenlik gosterebilir (41, 57).
Yas ilerledik¢e sayilari artar, 10-1000’leri bulabilir. Noérofibromlarda farkli hiicre
tipleri bulunur: Schwann hicreleri, endonéral fibroblastlar ve infiltre eden immiin
sistem hiicreleri, sinir aksonlariyla birlikte kolajenden zengin yogun hiicre disi
matriks icerisindedir. Dermal noérofibromlar, Schwann hiicrelerinde NF1 timor
supressor genin iki alelinin de inaktivasyonu sonucu olusur; diger seliler
komponentler NF(+/-) olup bunlarin NF(-/-) Schwann hicreleri ile interaksiyonunun
norofibrom olusumunu uyardig bildirilmistir (58).

Bilindigi izere, noérofibromlarin bir baska 6nemli bileseni de fibroblastlardir.
Bu ozelliklerinden otiirti, NF1’de gorilen norofibromlardaki fibroblastlara 6zgi
isaretleyicilerin arayisina girilmis, bu fibroblast poptllasyonunun heterojen oldugu
bulgusu ile karsilasilmistir. Ornegin nérofibromlardaki fibroblastlar, organ
fibrozisinde gorev alan aktif miyofibroblastlarin belirteci olan, “alpha smooth muscle
actin”i (aSMA) ifade etmezler (28, 59). Daha ¢ok normal deri fibroblastlarina
benzerlik gosterirler (28). Normal deri fibroblastlari ise, gelisim esnasinda, papiller
dermal ve hipodermal olmak lizere 2 seriden kéken almaktadirlar. Papiller dermal
fibroblastik seri saclarin uzamasini dilzenler, diger dermal fibroblastlar da

cogunlukla hicre disi matriksin sentezlenmesinden sorumludur (60). Dermal



12

fibroblastlarin karakterizasyonunun nérofibromlardaki fibroblastlarin kokeni ve
dermal/pleksiform noérofibromlar arasindaki farklara isik tutabilecegi dustinilebilir
(18).

Norofibromatozis Tip 1 hastalarinda p.Met992del, p.Argl809 vyer
degistirmesi ve p.Argl038Gly mutasyonlarinin varligi orta diizeyde bir fenotip
sergilenmesine neden olur, bu tip hastalarda dermal nérofibroma rastlanmaz. Buna
karsihk, NF1 tanisi almig vakalarin %5-10"luk kisminda goérilen, NF1 geni izerinde ve
17911.2 komsulugundaki bolgelerde meydana gelen mikrodelesyonlar ise daha
siddetli bir tabloya neden olurlar (2, 61, 62). 2017 yilinda Kehrer-Sawatzki ve
ekibinin yapmis oldugu derlemede NF1’'de gorilen ve blyik bir genom bodlgesini
icine alan delesyonlar, NF1 geninin yani sira, genin komsulugunda gorilen
mikrodelesyonlari da icine alacak sekilde tanimlanmistir (61). Delesyonlar, atipik de
dahil olmak (izere, tip 1, tip2 ve tip 3 olarak, delesyonun buydkligid ve kirilma
noktalarinin yer aldigi boélgenin konumuna bagl olarak isimlendirilmektedir (63, 64).
En sik gorilen tip 1 NF1 delesyonlarinin, 1.4 Mb’lik bir gen bdlgesini icine aldigl ve
14 adet protein kodlayan gen bolgesi ile 4 adet mikroRNA genini icermekte oldugu
rapor edilmistir. Cogu tip 1 NF1 delesyonu maternal mayozis sirasinda kromozomlar
arasi allelik olmayan homolog rekombinasyon (NAHR) sonucu meydana gelmektedir
(65, 66).

NF1 gen delesyonlarinin yaklasik %10’u tip 2 delesyonlardir. Tip 2 NF1
delesyonlari da siklikla post zigotik kokenli olup, mitotik NAHR ile iliskilidirler (67,
68). Bu Ozelliklerinden o6turi delesyon gorilmeyen normal hiicrelerdeki somatik
mozaizm aciklanabilmektedir (68-70).

Tip 3 NF1 delesyonlarina ise ¢ok ender rastlanmakta olup, 1.0 Mb’lik bir
genom alanini igine almaktadir. Hastalarin yaklasik %1-4’tinde gozlenen Tip3 NF1
delesyonlar, 9 adet protein kodlayan gen icermektedirler (61, 71, 72). Adindan da
anlasilacagl Uzere, atipik NF1 delesyonlari kapsadiklari boélge ve icerdikleri genler
acisindan oldukca heterojen olup, belirli bir kirllma bdlgesi icermemektedirler (52).
NF1 delesyonlarinin %8-10"unun atipik oldugu rapor edilmistir (73, 74). Germ hatti

mutasyonlari  olarak siniflandirilabilecegi gibi, post zigotik kokenli de
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olabilmektedirler (75, 76). Atipik NF1 delesyonlari sadece etkiledikleri gen
bolgesinin genisligi acisindan heterojen olmayip, ayni zamanda altta yatan
mutasyonel mekanizmalar agisindan da oldukg¢a karmasiktirlar (76). Genis bir alani
icine alan NF1 delesyonlarinin alelik olmayan homolog rekombinasyon araciligiyla
gerceklestigi, Bengesser ve ekibinin 2010 yilinda yayinladiklari makalede de ele
alinmistir (71). Bu calismada 20 tipl NF1 delesyonu gorilen germ hatti
incelendiginde, kirilma bdlgelerinin komsulugunu da kapsayan gen degisimlerinin
alelik olmayan homolog rekombinasyon araciligiyla gerceklestigi rapor edilmistir
(61, 71). Bu bulgulara ek olarak, tip2 NF1 delesyonu olan 32 6rnegin 31’inde gen
degisimi saptanmis olup, mayotik tipteki tip 1 NF1 delesyonunun aksine, tip 2 NF1
delesyonunun cogunlukla post-zigotik kokenli oldugu gozlenmistir (61). Dermal
norofibromlar, NF1'de en sik rastlanan ortak bulgu olmalarina ragmen bu fenotipe
o0zgl temel genetik degisim heniliz aydinhiga kavusturulmus degildir. Dermal
norofibromlar malign degisime ugramazlar, ancak kozmetik sorunlara, gecici agri ve
kasinmaya neden olabilir ve eksize edilmeyi gerektirebilirler (77). Mutasyonlarin
tanimlanmasi, genotip-fenotip korelasyonunun aydinlatiimasi timor olusumunu,
tumor tiplerindeki degiskenligi, yogunluk, boyut ve blyime hizlarindaki farkhliklar
aciklamaya yarayabilir (2).

Pleksiform norofibromlar: NF1 hastalarinin %20-50’sinde gorilmektedirler.
Genellikle dermal noérofibromlardan daha biyik olup, onlarin aksine 6nemli
morbiditeye neden olurlar; belirgin gérintl ve -yerlerine goére- islev sorunlarina yol
acabilir, malign timorlere de donusebilirler. Periferik sinirler boyunca buydr,
cevredeki yumusak dokuyu infiltre ederler ve daha nadir olarak o bolgede kemik
hipertrofisi gozlenebilir (57). Pleksiform norofibromlar konjenitaldirler. Gelisim
esnasinda noral krest hicreleri periferal sinirler boyunca goc¢ ederler, bu esnada
hicrelerin bir alt grubu Schwann hiicre dizisine farklilasir ve pleksiform
norofibromlar genellikle embriyonik Schwann hiicre serisinden koken alirlar (41,
78). Erken c¢ocukluk ve hamilelik donemleri harig, yavas biylme gosterirler (79).
Bulunduklari bolgeye gore deformasyon, komsu organlarda sikisma, agri ve

fonksiyonel hasar olusturabilirler (80, 81). CDKN2A/ARF ve CDKN2B timor



14

baskilayici genlerin ifadelenmesini etkilemesinden 6tiirti, ANRIL modifikasyonunun
pleksiform norofibromlarin sayisi ile iliskili oldugu distintImustir (82). S6z konusu
ifadelenme hicre dongistinid etkilemekte ve pleksiformlarda apoptozisi
baskilamaktadir (82-85). Li ve ekibinin yaptigi bir calismada da Runx1’in roli
Uzerinde durulmaktadir (2). Calisma, Runxl’in timor baskilayici gen ve ayni
zamanda da NF1l’de nérofiborom olusumunun baglatilmasinda baskin onkogen
olmasi dolayisiyla bir paradoks ortaya koymaktadir. Fare modellerinde Runx1’deki
bu ifade artisinin Schwann hiicre 6nciillerinde ve nérofibromlarda meydana geldigi,
Runxl’in ifadelenmesi inhibe edildiginde norofibromlarin sayilarinda azalma
meydana geldigi saptanmistir. RNF43 gibi diger genlerin veya Wnt/B-katenin gibi
molekiler yolaklarin da pleksiform norofibromlarin timorgenezinde rol oynadiklari
dislintlmektedir (86-88).

Dermal ve pleksiform norofibromlarin arasindaki bu farkhliklar, 6ncil
hiicrenin tipi ile oldugu kadar, ayni zamanda da somatik mutasyonlarin zamanlamasi
ile iliskilidir. Pleksiform norofibromlarin %10 kadari malign forma, malign periferik
sinir kilift timorlerine (MPNST), donisebilmektedirler. MPNST’ler konvansiyonel
terapilere direncli olabildiklerinden otiri kot prognoz tasirlar (bkz 2.1.4) (9, 10).

Malignansi olusumunda RAS vyolaginin tiimor baskilayici mekanizmasinin
bozulmasi, PTEN, TP53, CDKN2A inaktivasyonu ya da platelet-kaynakli biylime
faktort (PDGF) veya epidermal blylime faktor reseptori amplifikasyonu gibi ek
bozukluklar rol oynar (3, 16, 24).

Son yillardaki klinik gelismeler dermal norofiorom ile pleksiform
norofibromlarin yerlesim yerleri ve olusumlarindaki zamanlamalari hakkinda farkli
hiicresel kokenleri desteklemektedir (22). Zhu ve ekibinin fareler Gzerinde yapmis
oldugu calismada Schwann hiicre serisinde NF1 geninin Cre/LoxP delesyonunun
pleksiform noérofibrom gelisimine neden oldugu gosterilmistir (89). Ayrica,
etrafindaki destek hiicrelerde gorilen NF1 heterozigositesinin de timor

gelisiminden sorumlu olabilecegi Li ve ekibi tarafindan gosterilmistir (22).
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Pleksiform norofibromlarin gelisimi lizerinde duran birkac¢ arastirici grubu,
gelistirdikleri Cre rekombinaz fare modellerinde yaptiklari deneyler sonucunda NF1
geni ifadesi olmayan noral krest hiicrelerinin timor olusumu gézlenen alanlarda yer
almadiklarini, bununla birlikte pNF veya MPNST gelisiminde de gerekli olmadiklarini
gozlemlemislerdir. POa-Cre knockout fare modellemesi ile Schwann hiicre
oncullerindeki NF1 kaybinin pleksiform norofibromlarin olusumunda etkin rol
oynadigi gézlenmistir (22, 32, 58).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda noral krest kokenli bir bagka
populasyon olan ve “boundary cap” adi altinda tanimlanan sinir kapak
hiicrelerinden bahsedilmektedir (90). S6z konusu hiicreler, erken gelisim esnasinda
periferik sinirlerin giris ve cikis noktalarinda yer almaktadirlar (91). Radomska ve
ekibinin deneylerinde, Prss-56 (+) sinir kapak hiicrelerinde embriyonik NF1
aktivasyonu olan yeni bir fare modeli gelistirilerek dermal norofibrom olusumu
gosterilmistir. Ayni zamanda bu modelde pleksiform nérofibrom olusumu da
gozlemlenmistir. Calisma sonugclari bahsi gecen sinir kapak hicrelerinin, dermal ve
pleksiform norofibromlara kdken olusturabileceklerini dislindirmektedir (92).

Ayni siralarda Chen ve ekibinin (2019) farelerde yaptiklari deneylerde de, gog
edebilen noral krest hiicrelerinden koken alan HOXB7 pozitif hiicrelerde NF1
delesyonunun deride hiperpigmentasyona, ve hem dermal, hem de pleksiform
norofibromlarin gelisimine neden oldugu gozlenmistir (34). Ek olarak bu
¢alismalarda, tim ekson sekanslama ile Hippo yolaginin da norofibromatozisi
karakterize eden bulgularla ilintili olan MAPK sinyalizasyonunu tetikleyen ana

etmenlerden oldugu ortaya konmustur (9, 34).

Kas-iskelet sistemi bozukluklari

Noérofibromin proteini, basta noral krest kékenli dokular ve timoérler olmak
Uzere bircok doku ve hiicrede ifade edilmektedir. NF1'de ¢ogunlukla nérokutanéz
bulgular Gzerinde durulsa da, kas-iskelet sisteminin de hastalik sirecinde etkilendigi
bilinmektedir (93, 94). Norofibromin proteini, MSH ve hematopoetik sistemde de

ifade olmaktadir. NF1 geninde meydana gelen mutasyonlar, RAS sinyalinde artisa
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neden olmakla birlikte, kemik yapim ve onariminda bozukluga neden olur (93).
Norofibromin, osteoprogenitdor hiicrelerde, kondrositlerde, osteoblastlarda ve
osteoklastlarda ifade edilir.

Kemik lezyonlari, NF1’in neredeyse %50’sinde gorilmektedir, skolyoz,
osteoporoz, kafatasi kemiklerinde ve tibia gibi uzun kemiklerde displaziler,
pseudoartrozlar sik rastlanan bulgulardir (95, 96). Norofibromin etkinligindeki
azalma kemik yenilenme silirecinde, kalsiyum homeostazinda, kemik
mineralizasyonunda bozukluklara sebep olabilir. Cok sayida (n=365) NF1 hasta
ornegi ile yapilan bir calsmada tim gen delesyonlari ve cerceve kaymasi
mutasyonlarinin, skolyoz ve sfenoid kemik displazileri dahil olmak Uzere g¢esitli
iskelet anomalileri ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir (97). Bu bulgularin TGF-B,
RAS/ERK, JNK ve mTORC1 sinyal yolaklarinin hiperaktivasyonu ile baglantili oldugu
dislintlmektedir (98-101). Ayrica, vitamin D ve reseptorii VDR’nin her ikisinin de
kalsiyum miktari ve kemik yogunlugu ile ilintili oldugu, NF1 hastalarinda timor
olusma oranindaki artis ile serumda azalma gosterdiklerine dair veriler mevcuttur
(94, 102). Bu veriler NF1'de gorilen ortopedik bozukluklarin tedavisi ile ilgili olumlu
gelismelere 151k tutabilir.

Son vyillarda gerek insan, gerekse hayvan modelleri Uzerinde yapilan
arastirmalar, NF1'de gozlenen iskelet problemlerinin altinda yatan molekiler temeli
aydinlatmaya yoneliktir (102). Norofibromin kaybinin kemik fonksiyonu (izerine
etkisi insan ¢alismalarinda heniz tam olarak aydinlatilmamis olup konu hakkindaki
glincel bilgiler hayvan modellerine dayanmaktadir. NF1, konjenital psédoartroz
dahil, bircok iskelet anomalisi ile karakterize bir hastaliktir (103, 104). Ozellikle tibial
psodoartroz ve sfenoid kanat displazisi gozlenir. Tibia basta olmak Uzere uzun
kemiklerde goérilen egilmeler, psédoartrozlar, distrofik ve distrofik olmayan skolyoz,
osteopeni, kirilmalara egilim, gégus duvari anomalileri sayilabilir (95, 104, 105).
NF1l’de gorilen kas-iskelet sistemi tutulmundaki bu cgesitliligin, ¢oklu organ
sisteminde artis gosteren RAS sinyalinden etkilenen hiicre tipinin ¢ok olmasindan
ileri geldigi dustnilmektedir (98). NF1 tanisi almis ¢ocuk vakalarin %2-3’linde

gozlenen kemik defektlerinin, hasarli osteoblast fonksiyonu ve artmis osteoklast
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aktivitesi ile iligkili oldugu go6zlenmistir (106). Ayrica osteogenik farkhlasma
bozuklugunun MSH kaynakli oldugu da gosterilmistir. Wang ve ekibi tarafindan
gerceklestirilen calismada, her iki allelde de NF1 geni eksik olan farelerle yapilan,
¢alismada meydana gelen kemik anomalilerinin mezenkimal seri ile iliskili oldugu ve

NF1 geninin slirecteki roll Gzerinde durulmustur (98).
Kanamaya Yatkinlik, Yara lyilesmesinde Gecikme

NF1 hastalarinda sik goérilen kemik defektlerinin yani sira hastalarda
kanamaya yatkinlik, yara iyilesmesinde gecikme de yer almaktadir. Bu klinik
bulgularda MSH’lerin dogrudan veya kemik, endotel, fibroz doku lzerine etkileri ile
dolayli sekilde rol aldigi disiintlebilir. Stromal karakterde destek hiicreleri olan
MSH’ler cesitli bayume faktorleri, sitokin, kemokinler salgilayarak veya diger
hiicrelerle (6rn. timor hicresi, endotel, epitel) direkt iliskileri yoluyla hicrelerin
biyolojik davranislarini (proliferasyon, apoptosis, migrasyon) etkiler (107).

NF1 hastalarinda o6zellikle ameliyat sonrasi iyilesmelerde, fibrozis sik
rastlanan sorunlar arasindadir. Fibrozisi hedef alan etkin terapilerin gelistirilmesi icin
norofibromlardaki  fibroblastlarin  patogenezinin altinda yatan molekdler
mekanizmalarin aydinlatilmasina ihtiya¢ vardir. TGF-B sinyal yolagi, NF1 de dahil
olmak lzere bir¢ok patolojik olusumdaki fibrozisin ana diizenleyicisi konumundadir.
NF1 hastalarinda artan fibrozis ile birlikte, TGF-B plazma diizeyinin de arttig
gozlenmistir (108). TGF-B ile birlikte c-abl tirozin kinazin aktivasyonuna bagh olarak
norofibromlardaki fibroblastlarda fibrotik cevap artar (109). Buna ek olarak NF1 geni
ifade etmeyen neoplastik Schwann hicrelerinde FGF2, PDGF ve Midkine’nin asiri
salgilandigl, bu salgilanan faktorlerin de norofibromlardaki fibroblastlarin patolojik
fonksiyonlarini diizenledikleri distinilmektedir (18, 110) (bkz. Sekil 2.1)

Mezodermal kokenli dokulari tutan bozukluklardan yola cikilarak, bu
calismada NF1’de MSH/Fibroblastlarin karakterizasyonu, etkilerinin belirlenmesi ve

saglikh kontrol MSH/fibroblast ile karsilastiriimasi amaglanmistir.
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2.1.3. NF1’de Goriilen Diger Klinik Bulgular

Wang Wei ve ekibinin 2021 yilindaki yayinindan uyarlanan sekilde (1) (bkz.
Sekil2.2) de oOzetlendigi gibi Noérofibromatozis Tip 1 birgok farkl klinik bulgu ile
birlikte seyreden bir hastaliktir. Ornegin, cocukluk ¢aginda kemiklerde asiri biiyiime
gorulebilir. Bu, NF1’in 179q11.2 gen bolgesinde mikrodelesyon ile iliskili, az rastlanan
bir durumdur (111). Mikrodelesyonu olan c¢ocuklarda boy ve viicut agirhg
mikrodelesyonu olmayanlara gore daha fazladir. Bunun yani sira, REP135’in dahil
oldugu NF1-REPa ve REPb’bolgelerinin mikrodelesyonlari, uzun boy, makrosefali gibi
sonuglara yol agmaktadir (112, 113).

NF1 hastalarinda ayrica, kardiyovaskiiler sorunlara da rastlanmaktadir. Buna
neden olarak, kalp gelisimini etkilemesinden 6tliri ADAP geni aday gosterilmektedir
(114).  Ozellikle NF1 geninde mikrodelesyon goriilen vakalarda gen ici mutasyon
tasiyan hastalara oranla daha sik kardiyovaskiler sorunlarla karsilasiimaktadir. Bu
noktanin aydinlatilmasi amacgh Venturin ve ekibinin yapmis oldugu calismada,
ADAP2, SUZ12 ve UTP6 olmak lzere (¢ aday gen lzerinde durulmustur. S6z konusu
calisma, ifadelenme profilini aydinlatmak amach fare embriyolari ve fonksiyonel
dzelliklerin aydinlatilmasi icin de zebra baligi (izerinde yapilmistir. U¢ aday gen icin
fare ebriyolari Gzerinde yapilan in-situ deneyler ADAP2 geninin kardiyak gelisimdeki
roliinU ortaya koyarken, ayni gen icin zebra baliginda da fonksiyon kaybi deneyleri
gerceklestirilmistir. Fare embriyolarindaki ADAP2 geninin zebra baligindaki karsihgi
olan adap’nin fonksiyon gosterememesi sonucunda ise, kapakcikta hasar meydana
geldigi tespit edilmistir. Deneyden elde edilen sonuglar, ADAP’nin kalp gelisimindeki
roline dikkat c¢ektigi gibi NF1 mikrodelesyonu olan hastalarda gorilen
kardiyovaskiler sikintilarin temel nedeni olabilecegini de distindiirmektedir (114).

NF1 hastalarinda kardiyak anomaliler, dismorfizim veya 6grenme glclUgu
gorildiginde NF1 geninde meydana gelmis olasi mikrodelesyonlar {izerinde

durulmalidir.
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Ogrenme Giigliigii ve Diger Bilissel Sorunlar

Ogrenme glicligii NF1’de en sik goriilen bilissel sorundur. NF1 tanisi almis
cocuklarin yaklasik %50-75’inde 6zellikle matematik ve okuma dersleri olmak Uzere
akademik basariyi etkileyecek diizeyde 6grenme glicliigii goriliir (115, 116). Dikkat
eksikligi, hiperaktivite, zihinsel yetersizligi ve motor beceri azligi diger bilissel

sorunlar arasinda yer almaktadir (117).
Malign Periferik Sinir Kilif Tumori

Norofibromatozis 1, timor egilimi gosteren bir hastalik olarak siniflandirilir.
NF1 hastalarinin hayatlari siiresince MPNST gelistirme riski %8-13 oranindadir (118).
Bu malign neoplazmlarin ¢cogu da pleksiform noérofibrom kokenlidir. Pleksiform
norofibromlar dnce atipik 6zellik kazanirlar ki bu asama pre-malign dénem olarak
disiintlebilir, daha sonra MPNST 6zelligi kazanirlar (119). Tim MPNST lerin yarisi
izole olarak ortaya cikarken, yarisi da NF1 tanisi almis bireylerde olusur. Pleksiform
norofibromdan MPNST donidsimi icin NF1 geninin kaybi gerekli olmakla birlikte
yeterli degildir. NF1 geninin her iki alelinde de inaktivasyon meydana gelmis oldugu
gozlenmekle birlikte, ek genetik lezyonlarin da malignite gelisiminde gerekli oldugu
saptanmistir (41). Ornegin, NF1 geninin 844-848 kodonlarinda meydana gelen yanlis
anlamli  mutasyonlar, erken vyaslarda pleksiform noérofiorom olusumunu
hizlandirmakta, MPNST olusum riskini de arttirmaktadir (120). Bunun yani sira, NF1
geninin her iki alelde de inaktive oldugu durumda, TP53/p53 gen inaktivasyonu,
CDKN2A/p16 gen delesyonu ve PTEN kaybinin da atipik norofioromun MPNST’ye

donlismesine katki yapabilecegi bilinmektedir (121-123).
Optik Glioma

Optik yolak gliomalar, NF1 tanisi almis kiguk ¢ocuklarin® %15-20’sinde
gorilmektedir (124). Ozellikle 7 yasin altindaki cocuklarda bu lezyon, optik yolagi ve
gormede azalma, bir Olcide kaybi ile sonuglanabilir (125). NF1 geninin

13.eksonunda meydana gelen anlamsiz mutasyonunun optik sinir kalinlasmasina yol
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acabildigi gosterilmistir (126, 127). Buna ek olarak NF1 geninin 5’ ucunda olusan
mutasyonlarin da optik glioma gelisiminde rol oynadiklari bilinmektedir (128).
NF1’de beyinde de glial timorler gelisebilmekte, gesitli nérolojik bulgulara
yol agabilmektedir. Norofibromlarin cerrahi olarak gikarilmasi islev ve gorinim
acisindan iyilik saglayabilmekte, ancak NF1 hastalarinda tekrarlayan cerrahi islemler

gerekebilmektedir (129).

Noérofibromatozis Tip 1’e Eslik Eden Diger Malign Hastaliklar

Norofibromatozis Tip 1’'in, norofibroma ve gliomalarin yani sira, meme
kanseri ve l6semi gibi malignitelerle de iliskisi olabilecegi diistinilmektedir. Lésemi
insidansi normal popilasyona gore fazladir. Kronik Myeloid Lésemi (KML) %6,7,
meme kanseri %2,3 olmak tizere NF1 tanisi almis bireylerin %4’tGnde kanser gelisimi
rapor edilmistir (130). Saglikli kadinlara oranla, NF1 tanisi almis kadinlarin meme
kanserine yakalanma riskleri iki kat daha fazladir (131) Bu risk 50 yas Usti kadinlarda
5 katina kadar c¢ikmaktadir (132-134). Bunlarin yani sira, gastrointestinal stromal
timorler de Norofibromatozis tip 1'e eslik eden diger kanser tipleri arasindadir

(135-137). NF1'de gorilen tim sorunlar Sekil 2.2” de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. NF1 geninde meydana gelen mutasyonlarin, Norofibromatozis Tip 1'de
goriilen sorunlar ile iliskisi (Wang Wei ve ekb. 2021, Frontiers in Neurology
yayinindan uyarlanmistir) (2).

2.2. Schwann Hicreleri

Norofibrom dokularinda Schwann hiicrelerinin anormal proliferasyonunun
gosterilmesiyle bu hiicrelerin NF1 baslatici roliinin lzerinde durulmaya baslanmis
ve NF1 heterozigot olan fare hicrelerinde diger allelin kaybi sonucu pleksiform
norofiborom olusturulmasiyla Schwann hicrelerin bu hastaliktaki 6nemi ortaya
citkmistir (138, 139). Schwann hicreleri periferik sinir sisteminin glial hicreleridir
(140). Santral sinir sistemindeki oligodendrositlerin analogu sayilirlar. Noronlari
desteklemenin yaninda uydu hicreler, burunda yer alan koku organindaki kilif
hiicreler, bagirsak kokenli glia ve duyu sinirleri etrafindaki gliaya destek verirler.
Miyelinli veya miyelinsizdirler. Sekil 2.3’de de gosterildigi gibi, miyelinli Schwann
hiicreleri motor ve duyu sinir aksonlarini sarar ve miyelin kihf olustururlar. (bkz:
Sekil 2.3)

Schwann hiicreleri periferik sinir biyolojisinde ¢esitli rollere sahiptir. Bunlar

arasinda, aksonlarin miyelinizasyonu, akson boyunca sinir uyarilarinin iletimi,
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hiicresel atiklarin temizlenmesi, néron gelisimi, tamiri, néronlarin beslenmesine
destek saglanmasi, néronlarin hiicre disi matriksinin iretimi, hem sinir hem de kas
dokusunun o&zelliklerine sahip olan sinaptik aktivitenin dizenlenmesi ve T
lenfositlere antijen sunumu, yer almaktadir.

Miyelinsiz Schwann hicreleri de aksonlarin idamesinde 6nemlidir, noéron
yasami icin gereklidir. Schwan hiicre gelisiminde, transkripsiyon faktori olan Sox10,
Oct-6, Schwann hiicre Onclllerinin g¢ogalmasi, yasamini sirdlirmesi igin de
neuregulin (NRG1)'in énemi bildirilmistir (141-143). Diger taraftan “miyelin protein
zero” (PO) Schwann hiicre 6ncillerinde ifade olunan bir proteindir. Miyelinizasyon
slirecinde ifade olan transkripsiyon faktori Krox-20' da periferik sinir sistemi
miyelinizasyonunun baslica dizenleyicisi olup eksikliginde Schwann hicre-iliskili
aksonlarin miyelinizasyonun bozuldugu gozlenmistir.

Schwann hiicreleri aksonlari yalitim edici 6zelliklerinin yani sira periferik sinir
sisteminde akson hasar onariminda da 6nemli rol Gistlenmektedirler. N6ron hasarina
cevap olarak hizla fenotip degisimine ugramakta ve aksonun yeniden gelisimi icin
uygun ortam olusturmaktadirlar. Aksonal hasari 6nliyor olmalarinin yani sira, hasar
ylku fazla olan aksonlari kiiglik parcalara bolerek direkt Schwann hiicresinin kendisi
veya makrofajlar tarafindan temizlenmesini saglayarak hiicre sag kalimina da 6nemli

katkida bulunmaktadirlar (123).

Schwann
Hucresi

Miyelin Kilif

Sekil 2.3. Periferik sinir Gizerinde Schwann hiicrelerinin yerlesimi gortlmektedir.
Chen ve ekibinin 2021 yili yayinindan uyarlanmistir (144).
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Genel olarak kanser biyolojisinde kanser gelisimini baglatan hiicre tipi
ginimizde de hala netlik kazanmis degildir (145). Bir¢ok farkhlasmis dokuda,
dokunun devamliligini saglamak amagh kendini yenileme ve farklilasma ozelligi
gosteren kok hicre bulunmaktadir. S6z konusu bu hiicreler, sayica azalma
gosterseler de varliklarini hayat boyu siirdliirmektedirler (146). Kansere neden olan
mutasyonlarin, uzun Omdurli olduklarindan o6tird  kok hicrelerde biriktigi
dislincesine ek olarak, kendilerini yenilme 06zellikleri nedeniyle, kok hicrelerin
kanser gelisimine zemin hazirladig hipotezler arasindadir (147). Bir baska olasilik da,
kanser gelisiminin ¢ok asamali bir stire¢ oldugu yonindedir. Bu yaklasima gore,
mutasyonlar kok hicrelerde birikim yapabilir ancak kontrolsiiz ¢ogalma onciil
hiicrelerde baslamaktadir (148, 149). Sunu da belirtmek gerekir ki, bu bulgular fare
modelleri kullanilarak elde edilmislerdir. S6z konusu asamalarin insandaki biyolojik
karsiligi belirsizligini korumaktadir (150).

Kanserin biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde koken aldigi hiicre tipinin de
blyuk 6nemi oldugu bilinmektedir (150). Norofibromatozis Tip 1'de goriilen timor
hiicresinin Schwann hiicre serisinden gelistigi yoninde bir¢cok kanit gosterilmis olsa
da, timor hiicresinin Schwann hiicre gelisimi sirasinda tam olarak ne zaman ortaya
ciktigr bilinmemektedir (9, 32, 123). Schwann hicreleri go¢ yetenegi olan,
multipotent noral krest kék hiicrelerinden gelismeye baslar (151). Once immatiir,
sonra da matlir Schwann hicrelerine farkhlasma gorilir. Bu matir hicreler,
aksonlar etrafinda miyelin kilif meydana getiren ve miyelin yapmayan gruplara
ayrilabilirler. Bunlarin yani sira Schwann hiicrelerinin multipotent potansiyellerinden
otliri melanositlere ve fibroblastlara da farklilasabildikleri gosterilmistir (9, 22, 32,
143, 152). NF1 mutasyonlarinin, tim bu farklilasmalarin hangi asamasinda
olustuklari Zhu ve ekibince, Krox20-cre transgenik farelerde, embriyonik gelisimin
10.5 glinliinde, kranial ve spinal sinir kdkerinde pleksiform norofibrom gelisimi ile
incelenmistir (89). Ancak yine de, LOH meydana gelmesi icin, ikinci mutasyonun
olusma zamanina gore noérofibrom fenotip ve davranisinin degisip degismedigi

arastirilmaya acik konulardir.



24

2.3. Mezenkimal Kék/Stromal Hiicreler

Mezenkimal kok/stromal hiicreler (MKH/MSH), cesitli hiicre tiplerine
farklilasabilme, hasarli dokulara migrasyon, hiicre:hilicre, hicre:matriks adezyon
iliskilerini destekleme, ¢6zlinlr faktorlerin salgilanmasi (blylime faktorleri,
sitokinler, kemokinler, hiicre disi vezikil/eksozomlar) fonksiyonlari, anti-apoptotik,
anjiojenik ozellikleri, ayrica hasarli hiicrelerle fiizyon yapma, organel transferi (6rn.
mitokondri) 6zellikleri nedeniyle de rejenerasyonda basi ¢eken hiicreler olarak 6ne
¢ikmaktadir (13, 54). MKH’lerin farkli mekanizmalarla immiin sistemden kagis
gostermeleri de in vivo uygulamalar icin avantaj saglamakta, doku uyumu geregini
ortadan kaldirmaktadir (13, 153).

Kemik iliginde, iskelet doku hiicrelerine farklilasma 6zelligi tasiyan stromal
hiicrelerin varligi eski yillara dayanmakta, kemik iliginin heterotopik anatomik
bolgelere verilmesi sonrasi ektopik kemik ve ilik dokularinin gelistigi deneylerle
desteklenmektedir. Kemik iliginde fibroblastoid ve aderan ozellikteki non-
hematopoetik hiicrelerin, kan elemanlarinin gelisimine ve fonksiyonlarina destek
oldugu, ayrica kemik, dokusuna farkllasabilme potansiyeli tasidigi gosterilmis,
Friedenstein ve Owen tarafindan bu hiicreler “osteojenik kék hiicre” veya “kemik
iligi stromal kok hiicresi” olarak adlandirilmislardir (154). Daha sonra, bu hiicrelerin
kemik dokusu yaninda yag dokusu ve kikirdak dokusuna da farklilasabildigi
gosterilmis, ardindan Caplan tarafindan “mezenkimal kok hiicre” olarak
adlandiriimiglardir (155).

Mezenkimal kok hiicreler mezoderm kokenli olup, kendini yenileme
ozelliklerinin  yani sira adiposit, osteosit, kondrosit gibi diger hiicrelere
farklilasabilme ozelliklerinden o6tliri multipotent farklilasma kapasitesine sahip
eriskin kok hicre gruplarindan biri olarak tanimlanmaktadirlar (156). Kolay elde
edilebilir olmalari, MKH’leri hiicresel tedavi ve rejeneratif tip alaninda kullanilir
kilmaktadir (157). Kemik iligi, yag dokusu, kas, tendon, dis pulpasi (158) ve
endometrial polip gibi bircok eriskin dokudan izole edilebildikleri gibi, gobek
kordonu, plasenta, kordon kani (159), amniyon sivisi (160) gibi fétal dokulardan da

rahatlikla elde edilebilirler.
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MKH’lerin klonojenisite potansiyelinin yiksek olmamasi ve heterojen
olmalari nedeniyle bu hiicrelerin aslinda “kok hiicre” olmadigi, stromal hiicre olarak
adlandiriimalari gerektigi ileri stiriilmis ve 2006 yilinda International Society of
Cellular Therapy (ISCT) Uluslararasi Hicresel Tedavi Dernegi tarafindan
“mezenkimal stromal hiicre “olarak adlandirilmislar, minimal tanimlayici kriterler
olarak; 1) plastik ylizeye tutunma, 2) CD90, CD44, CD73, CD29, CD105 gibi hiicre
ylzey belirteclerini ifade etme, 3) CD45, CD34, CD14 hiicre yizey belirteclerini ifade
etmeme, 4) in vitro kosullarda osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasma
ozelliklerini sergilemeleri gerektigi bildirilmistir (161, 162). Bu kurulusun 2019
yilinda yaptigi bir bildirim ile MKH/MSH kisaltmasinin uygun oldugu ifade edilmistir.
Bu tez calismasinda mezenkimal stromal hiicre (MSH) olarak isimlendirilmislerdir.

Kullanilan stromal belirteclerden CD29, B1 integrin ailesine ait olup, CD44
gibi hiicre adezyon molekillerindendir. CD44; hiicre disi matriks glikozaminoglikan
icin hicre ylizey reseptoriidir. Thy-1 olarak da bilinen CD90 ise, c¢ogunlukla
I6kositlerde ifade olmakla birlikte, hiicre hiicre ve hiicre matriks etkilesimlerinden
sorumludur. CD73, hiicre adezyonu gorev almakta olup, fibronektin ve laminin gibi
hiicre disi matriks bilesenleri ile birlikte hiicresel sinyalizasyonun diizenlenmesinde
rol oynamaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin heterojen olmalari nedeniyle farkli 6zelliklere
sahip alt tiplerinin ayristiriimasi da ilgi ceken bir konudur. CD271 pozitif seleksiyonu
yapilarak izole edilen MSH’de kiiltir esnasinda bu belirtecte azalma gozlenmistir.
Fonksiyonu tam olarak aydinlatilmis olmasa da CD271 ifadelenmesinin MSH’lerde
osteojenik kapasitenin erken belirteci oldugu dastnidlmektedir. Ayni zamanda
immin baskilayici 6zellik tasiyan alt grup MSH’lerin tanimlanmasinda da
kullaniimaktadir (163-165).

Mezenkimal kok hicreler kendilerini yenileme ve farkl hiicre serilerine
farklilasma ozelligine sahip olmalari, ek olarak kolay elde edilebilir olmalari
nedeniyle deneysel ve klinik ¢alismalar icin iyi bir aday olmakla birlikte farklilasma,
mobilizasyon ve hedefe yonelik hareket edebilme mekanizmalari hala tam olarak

aydinhga kavusturulmus degildir (166).
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Farkh hiicre serilerine farklilasma 6zelliginin yani sira, MSH’lerin, T, B ve
dogal 6ldiricu olarak adlandirilan NK-hiicrelerinin fonksiyonlari ve ¢ogalmalarinin
baskilanmasina katki sagladiklari, yani immin dizenleyici etkileri de bilinmektedir.
Bu oOzelligin fizyolojik 6nemi tam netlesmis degildir: altta yatan mekanizmanin,
MSH’lerin stromal oOzellik kazanmasinda yer aldigi distnilmektedir. Tim bu
ozelliklerin aydinhiga kavusmasi klinik galismalarin gelisimine katki saglayacaktir
(166-168). Mikrogcevre elemani olarak da MSH’ler bag dokusu kokenli olmalari ve
bulunduklari ylizeye yapisma 6zellikleri nedeniyle kritik 6Gnem tasirlar.

Son 20 yilda artarak ilgi uyandiran MSH’ler, mikrocevre ve kok hicre
niglerinin anlasilmasina ¢ok katki saglamistir. Huicre-hlicre-matriks iligkileri,
salgiladiklari faktorler ile matriks yapimina katkilari, ¢ézinur faktorler ile kok/6ncil
hiicreler ve diger hiicrelerin biyolojik 6zellikleri lizerine etkileri, eksozom salinimi
yoluyla da hedef hiicrelere genetik materyal/organel transfer edebilmeleri ve hasarli
dokulara goc¢ edebilme ozellikleri MSH’lerin en 6nemli 6zellikleri arasindadir (12,
169).

MSH’lerin bu ozellikleri, NF1 hastalarinda norofibromlar yaninda, kemik
defektleri, kanamaya vyatkinlk, vyara iyilesmesinde gecikme ve hematolojik
maligniteye yatkinhk gibi bulgularin ortaya c¢ikmasinda veya seyrinde MSH’lerin

katkisi olabilecegini diisindirmektedir.

2.4. NF1 Hastalarinda Tedavi Yaklasimlari

Norofibromatozis Tip 1’in tedavisinde yolak inaktivasyonunun uygulanmasi
son yillarda Uzerinde oldukg¢a cok calisilan bir konu haline gelmistir. Bu noktada
YAP/TAZ yolaginin yerinden de bahsetmek gerekir. YAP, Hippo yolaginda yer alan ve
Schwann hicrelerinin gelisim ve remiyelinizasyonunu dizenleyen anahtar bir
molekildir. Jia-Liang ve ekibinin yapmis oldugu c¢alismada 17 pleksiform
norofibrom dokusu, normal sinir dokulari ile karsilastiriimis ve pleksiform
norofibromlarin Schwann hicrelerinin yer aldigi bolgelerde niikleer YAP’ta anlamli
artis bildirilmis, hilicre c¢ekirdeginde YAP translasyonundaki artisin pleksiform

norofiborom tedavisinde hedeflenebilecegi dusinilmistir (170). Buradan yola
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cikarak, son donemlerde tedavi se¢cenegi olarak lzerinde 6nemle durulan ve NF1'de
FDA onayh tek ilag olan selumetinib ile karsilastirildiginda YAP inhibitériinin NF-/-
Schwann hiicreleri tizerinde daha etkili olabilecegi duslinilebilir (18, 170).

Diger taraftan, norofiborom mikrogevresi ve sinir hasari ile olusan
mikrogevrenin ortak 6zelliklerinden ve TGF-B yolagi, Wnt ve YAP/TAZ yolaklarinin
hep birlikte organ fibrozisinde gorev aldiklarindan yola cikilarak (39) fibrosizi hedef
alan calismalar icerisinde, idiyopatik pulmoner fibrozis tedavisinde denenmis ve
basarili sonuclar elde edilmis olan pirfenidone NF1 tedavisinde de denenmis, ancak
olumlu sonuglar elde edilememistir (171, 172). Wnt yolaginin NF1’deki rolini
inceleyen calismalarda ise, pleksiform norofibromlarda dermal norofibromlara gore,
9 Wnt geninden 8’inin ifadesinde artis, 1 ‘inin ifadesinde ise azalma gorilmesi ile
belirgin sekilde dizensizlige ugradigi, 20 Wnt geninin de MPNST biyopsileri ve hiicre
serilerinde ifadelenmesinde artis gozlendigi belirtilmistir (41). Bu noktadan
hareketle, bu tez calismasindan elde edilen veriler 1siginda, gerek pleksiform,
gerekse dermal norofibrom hiicrelerinde in vitro olarak Wnt yolagi baskilanarak
incelenmeleri planlanmaktadir. Elde edilen sonuclarin tedavi protokoli gelisimine

katkida bulunabilecegi duslinilmektedir.

2.5. Amag

Bu calismada,
e Norofibromatozis Tip 1 hastalarinin CLS, normal ve noérofibrom igeren
dokular,
e Norofibromatozis Tip 1 hastalari ile saghkli kontrol,
o Pleksiform/Dermal nérofibomu olan hastalar, gruplari arasinda,
MSH/Fibroblast karakterizasyonu sonrasi, Osteopontin gen ifadelenmesinin
osteojenik farklilasma oncesi ve sonrasi olasi degisimi, yara iyilesmesi yoninden
meydana gelebilecek farkliliklarin ve Schwann hiicre hatti lzerindeki apoptotik

etkilerinin karsilastirilmasi amacglanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Hasta Orneklerinin Temini

Tez c¢alismasinda, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulunca incelenmis olup gerekli izin alinmis olan (Karar No: GO
13/202-21) Norofibromatozis Tip 1 tani kriterlerinden en az 2 tane bulunduran (173)
ve cerrahi islem gerektiren 13 hastanin dokulari kullanilmistir.

Tani kriterleri:

e 6 ve > café-au-lait lekesi (prepubertal>5 mm, postpubertal>15 mm)

e Koltukalti/inguinal gillenme

e lris Lisch nodulleri

e Norofibromlar (en az 2 tane ya da bir pleksiform)

e Optik glioma;

e Ozel kemik lezyonlar (sfenoid displazi ya da uzun kemik korteks
incelmesi, psddoartroz)

e 1. derece yakinlardan birinin NF1 tanisi almis olmasi

Bu hastalarda siklikla cerrahi islemler gerekmekte ve norofibrom dokusu, cilt,
kemik, timor dokusu, gerektiginde kemik iligi gibi doku 6rnekleri alinmaktadir. Bu
¢alismada, ¢ikartilan dokularin patolojik inceleme icin gerekli olan pargasi alindiktan
sonra geride kalan materyalden norofibrom, CLS ve normal deri kisimlarini iceren
parcalar, cerrahi islemi gerceklestiren plastik cerrah tarafindan ayrilip ve steril
medyum igerisinde Kok Hicre Merkezi'ne ulastirildi. MSH kiltirleri igin saglikh
kontrol kontrol olarak, aile ve hastalardan gerekli onamlar alindiktan sonra siinnet

derisi kullanildi.
3.2. MSH/Fibroblast Hiicrelerinin Kultiirii ve Karakterizasyonu
3.2.1 Hiicre Kiiltiiru

NF1 tanisi almis hastalarindan ve saglikli bireyden cerrahi islem ile alinan ve

steril medyum i¢inde gelen yumusak, fibroadipoz dokular ve pleskiform norofibrom
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ornekleri, ek olarak CLS iceren(CLS) doku &rnekleri ve NF1’li hastanin normal
dokusu, bistiri ile petri kabinda kiiciik parcalara ayrildiktan sonra 25 cm? ve 75 cm?
‘lik kaltar kaplarina ekim yapildi. Doku parcalarinin yapismasi saglandiktan sonra 25
cm? ‘lik kaltir flaskina (Corning, ABD) 5ml, 75 cm? ‘lik kultir flaskina (Corning, ABD)
da 10ml; %60 Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low glucose (DMEM-LG;
Biochrom, Berlin), %40 MCDB 201 besiyeri (Sigma-Aldrich, St Luois, MO, ABD), %10
1st ile inaktive edilmis fetal sigir serumu (FBS-HI; Gibco, UK), 100 U/ml pensilin ve
100 pg/ml streptomisin (%1 Pen/Strep) (Biological Industries, israil) ve 2mM L-
Glutamin (%1 L-glu; Lonza, Walkersville) iceren gelisme besi yeri (calismada normal
gelisme medyumu olarak isimlendirilmistir) eklenerek, 37° C, %5 O, ve nemli
ortaminda kiltiire konuldu. Bir haftanin sonunda kiiltir kaplarina yapisan dokularin
etrafinda fibroblast benzeri hiicreler gézlendi. Bundan sonra her 3-4 giinde bir besi
yeri degistirilerek kiiltiire devam edildi. Hiicreler 30-45 giin icerisinde kiltir kabinin
ylzeyini %70-80 kapladigi zaman %0,25 oraninda hazirlanan Tripsin (Invitrogen,
UK), 1 mM EDTA (UltraPurerm, Invitrogen) ile yizeyden kaldirildi. Tripan mavisi
(Biological Industries, israil) ile hiicre sayimi yapildi. Pasaj 0’daki hiicrelerin bir kismi
%10 DMSO (AppliChem, Almanya), %10 FBS iceren DMEM-LG tabanl dondurma
medyumunda sivi azotta dondurularak saklandi, kalan hiicreler ile 3. pasaja kadar
kiltire devam edildi. Sonraki pasajlarda 10x10* hiicre/cm? olacak sekilde 25 cm? lik
kiltir kaplarina ekim yapilarak hiicreler ¢ogaltildi. Tim pasajlarda elde edilen
hiicrelerin salgiladiklari faktorlerin daha ileri bir ¢alismada incelenmesi igin kiltlr

ortamindaki sipernatan 0,45um’lik filtreden gegirilek -80° C'de saklandi.

3.2.2. MSH/Fibroblastlarin Yiizey Belirteglerinin Saptanmasi (Akim

Sitometri Calismasi)

Akim sitometri belirli bir hizda akan hicreleri, baytklik, grantllik ve ylzey
veya iceride ifade géren antikora bagl floresan miktarina gore tanimlayan sistemdir.
Hicrelerin, slispanse halde, tek tek isik kaynagi olan lazerin 6nlinden gecmesi

saglanir ve bu sirada hicreye baglanmis olan floresan isaretli antikorun yaymis
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oldugu 1sima detektorlerde tespit edilir. ifade goriilen antikora gére de hiicrelerin
karakter 6zellikleri belirlenir.

Yapisma oOzelligi gosteren hiicreler subkonfluent (%70-80) olunca 0,25%
tripsin/ImM EDTA ile kaldirildi ve hiicre suspansiyonlari hazirlanarak fluoresan
isaretli monoklonal antikorlar ile inkubasyonu Uretici firmanin talimatlarina goére
yapildi. Floresan antikor ile isaretlenmis MSH/Fibroblastlar FACSAria (Becton
Dickinson, ABD) akim sitometri cihazi kullanilarak yizey belirtecler acisindan
incelendi. immiinofenotiplendirme icin kullanilan antikorlar Tablo 3.1’de detayli
olarak verilmistir. Analizler BDFACSDiva™ (Becton Dickinson, ABD) vyazilimi
kullanilarak yapildi.

Verilerin istatiksel analizleri ise 2-way ANOVA kullanilarak yapildi, p<0,05

degeri anlamli kabul edildi.

Tablo 3.1. Karakterizasyon icin Akim sitometride kullanilan Stromal ve
Hematopoetik belirtecler

Stromal Belirteg Anti-CD44 fluorescein BD Biosciences,ABD
isothiocyanate (FITC)
Anti-C90 phycoerythrin (PE) BD Pharmingen, ABD
Anti-CD29 allophycocyanin (APC) | BD Pharmingen, ABD
Anti-CD73 PerCp BD Pharmingen, ABD
Hematopoetik Belirte¢ | Anti-CD45 FITC Becton Dickinson, ABD
Anti-CD34 PercP Becton Dickinson, ABD

3.2.3. Mezenkimal Stromal Hiicrelerin/Fibroblastlarin Farklilasma Analizleri
Adiposit Hiicre Farklilasmasi

Adipojenik farkhlagsma icin pasaj 2’de tripsin ile kaldirilmis MSH/Fibroblast
hiicreleri 6 kuyucuklu propilen petri kaplarina (Geriner, ABD) kuyu basina 4x10*
hiicre/cm? olacak sekilde ekildi. %90-100 konfluent olana kadar 6-kuyucuklu
(Geriner, ABD) hiicre kdiltlirt plakalarinda normal gelisme medyumu icerisinde
¢ogaltildi. Yeterli yogunluga ulastiktan sonra (%90-100) iki kuyunun biiylime ortami
adipojenik ortami ile degistirildi. Bir kuyu kontrol olarak normal gelisme medyumu

icerisinde birakildi.
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Adipojenik ortami

e 10% FBS,

e 1 uM deksametazon (Invitrogen)

e 60 uM indometasin (Sigma-Aldrich)

e 500 pM isobitilmetilksantin (IBMX; Sigma-Aldrich)

e 5 pug/mlinsilin (Sigma-Aldrich)

e %1 L-Glutamin (Lonza, Walkersville)

e %1 P/S (Biological Industries, israil) iceren DMEM-LG idi.

Ortam 3-4 giinde yenilenerek 21. glinde adipojenik farklilasma igin analiz

yapildi. 21. giinde hiicreler %10’luk formalinde fikse edildi ve adipojenik farklhilasma

ile olusan notral lipidlere 6zgli Oil Red O ile boyanarak mikroskopta (Olympus

CKX41; Olympus, Tokyo, Japonya) goriintilendi.

Osteoblast Hiicre Farklilasmasi

Pasaj 2’de tripsin edilmis MSH/Fibroblastlar 6 kuyucuklu propilen petri

kaplarina kuyu basina 2x10* hiicre/cm? olacak sekilde ekildi. MSH/Fibroblastlar %70-

80 konfluent olana kadar 6-kuyucuklu hiicre kiiltlirt plakalarinda normal gelisme

medyumu kullanilarak cogaltildiktan sonra iki kuyunun biyime ortami osteojenik

ortami ile degistirildi. Bir kuyu kontrol olmasi agisindan normal gelisme medyumu

icerisinde birakildi.

Osteojenik ortam;

10% FBS-HI, 100 nM deksametazon
10 mM R-gliserofosfat (Sigma-Aldrich)
0,2 mM L-askorbik asit (Sigma-Aldrich)
%1 L-Glutamin (Lonza, Walkersville)

%1 P/S (Biological Industries, israil) iceren DMEM-LG idi.

Ortam 3-4 giinde yenilendi ve 21. glinde osteojenik farklilasma icin analiz

yapildi. 21. giinde hicreler %10’luk formalinde fikse edildikten sonra Alizarin Red S

(pH 4,2; Sigma-Aldrich) ile boyanarak mikroskopta (Olympus CKX41; Olympus,
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Tokyo, Japonya) kalsiyum fosfat depositleri gorintilenerek hiicredisi matriks

kalsifikasyonu saptandi (174).
3.3. MSH/Fibroblastlarda yara iyilesmesinin gézlenmesi (Scratch assay):
3.3.1. Yara lyilesmesi Modeli Olusturulmasi:

Gerek hasta (n=13) gerekse saglikl bireyden elde edilmis olan toplam 22
doku 6rneginden gelistirilen ve karakterize edilen MSH/Fibroblastlar, yara iyilesmesi
modeli olusturmak Uzere, li¢c paralelli olacak sekilde, kuyu basina 20x103 hiicre
olacak sekilde ekildi. 6 kuyucuklu (Geriner, ABD) kultlr kaplari kullanildi.

Hiicreler, 6 kuyucuklu kaltir kaplarina ekildikten sonra, %60 Dulbecco’s
modified Eagle’s medium-low glucose (DMEM-LG; Biochrom, Berlin), %40 MCDB 201
besiyeri (Sigma-Aldrich, St Luois, MO, ABD), %10 isi ile inaktive edilmis fetal sigir
serumu (FBS-HI; Gibco, UK), 100 U/ml pensilin ve 100 pg/ml streptomisin (%1
Pen/Strep) (Biological Industries, israil) ve 2mM L-Glutamin (%1 L-glu; Lonza,
Walkersville) iceren normal gelisme besi yeri icerisinde, 37° C, %5 CO, ve nemli
ortaminda kdltire alindi. Yizeyi %90 kapladigi zaman, steril 200 pl pipet ucu
kullanilarak tek hamlede c¢izgi seklinde yarik acildi. Besi ortami uzaklastirildiktan
sonra, kalkan hiicreler PBS ile yikandi, ortama taze besi yeri eklendi. Faz kontrast
mikroskobu (Olympus CKX41; Olympus, Tokyo, Japonya) ile 4X ve 10X’de fotograf
cekildi. 37° C, %5 CO; ve nemli ortaminda kdiltire devam edildi. Saglikh kontrolln 3.
6. 12. ve 24. ve 48. saatlerde tekrar fotograf cekildi, fotograf cekimine hasta
ornekleri icin 0. ve 24. saatlerde devam edildi. Deney her bir 6rnek i¢in (nérofibrom
dokusu MSH/Fibroblast, CLS MSH/Fibroblast ve NF Normal deri MSH/Fibroblast) tg¢
biyolojik tekrarli yapildi ve her bir 6rnek icin 4 ayri fotograf cekildi. Olusturulan
yarigin kapanma alani bir gizik Gizerinde 5 ayri noktada oOlglim yapilarak belirlendi.
Her doku 6rnegine ait 6lcimin ortalamasi alinarak motilite indeksi (Ml) hesaplandi
(175). Saglikh bireyden elde edilen MSH/Fibroblastlar da ayni isleme tabi tutularak
kapanma orani hastadan elde edilen MSH/Fibroblastlar ile karsilastirildi. Boylece
hem hasta bireylerin farkl doku boélgeleri, hem de saglkli bireyin doku 6rnekleri

yara iyilesmesi yoniinden incelenmis oldu.
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Yara iyilesmesi modelinde saglikli kontrol icin, Motilite indeksi veri analizi
SPSS 20 programi tek yonli ANOVA kullanilarak yapildi, p<0,05 degeri anlamli kabul
edildi.

Hasalarin verileri icin ise, Motilite indeksi veri analizi, az 6rnek sayisindan
dolayi, non-parametrik test olan, Kruskal wallis testi kullanilarak yapildi, p<0,05
degeri anlamli kabul edildi.

Pleksiform hastalarinin Norofiborom ve CLS dokularindan gelistirilen
MSH/Fibroblatlar ile yapilan yara iyilesmesi modelinde tek bir CLS dokusu bulunmasi

nedeniyle istatistiksel analiz olarak mann-whitney u testi kullanildi.

3.4. MSH/Fibroblastlarin Osteojenik Farklilasma Kapasitelerinin Molekuler

Diizeyde incelenmesi
Primer Dizileri

B-aktin (ACTB) primer dizileri

ACTB forward primeri 5’ - CGCAAAGACCTGTACGCCAAC - 3’
ACTB reverse primeri 5’ - GAGCCGCCGATCCACACG - 3’
Osteopontin (SPP1) primer dizileri

SPP1 forward primeri: 5 — CTCCTAGGCATCACCTGT — 3’

SPP1 reverse primeri: 5° — TCTTCAGAGGACACAGCAT - 3’

3.4.1. RNA izolasyonu

Osteojenik indiksyonun 10. giiniinde (174) ostejenik medyum iceren ve
icermeyen (kontrol olarak kullanildi) 6 kuyucuklu kaltir kabina 1 ml Trizol eklenerek
5 dakika oda isisinda bekletildi. Pipet ile hafifce kazinarak toplanan hicreler yeni
tlipte toplandi. 13.000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan faz yeni
bir tlipe alinip oda sicakliginda 5 dakika inklibe edildi. 300 ul kloroform eklenip 10
saniye vorteks ile calkalandi ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi. 13.000
rpm’de +4°C’de 5 dakika santriflj edildi ve st faz yeni tipe alindi. %100 etanolden
500 pl eklenip 5 kez alt st yapildiktan sonra en az 30 dakika -20°C’de bekletildi.

13.000 rpm’de +4°C’de 5 dakika santriftij edilip Ustte kalan faz pelete zarar
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vermeden atildi. DEPC’li su ile hazirlanmis %75 etanolden 500 ul eklenip yikama
yapildi. Etanoliin fazlasi gekildi, kalanin da ugmasi icin en az 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. 20 pl DEPC-H,0 eklenip 5 dakika oda sicakhginda inkiibe edildikten sonra
RNA oOrneklerinin konsantrasyon ve Kkalitesini Olgmek igin NanoDrop® cihazi
kullanildi. izole edilen RNA’lar ilerideki deneylerde tekrar kullanabilmek igin -

80°C’de sakland.
3.4.2. cDNA Sentezi

izole edilmis RNA molekiilinden cDNA elde etmek icin ProtoScript Il First
Strand cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs) kullanildi. RNA’lar —80°C’den alindi
ve zarar gormemesi icin buz lzerinde ¢ozlilmesi beklendi. cDNA sentezi icin her bir

ornekten 1 pg/ml alind.

Karigim |
RNA 1-6 pl
Random Primer Mix 2 ul
RNaz’siz dH,0 8 ul'ye tamamlandi
TOPLAM 8 ul

Karisim | hazirlandiktan sonra RNA 6rnekleri 65°C'de 5 dakika inklibe edildi

ve ornekler buz Gzerine alindi. Bu asamada 5 dakikalik bekleme stiresince karisim |l

hazirlandi.
Karnisim Il
ProtoScript Il Reaction Mix (2X) 10 pl
ProtoScript Il Enzyme Mix (10X) 2 ul
TOPLAM 12 ul

Karisim Il, karisim I'e eklendi ve 6rnekler, Amplification PCR System 9700

(Applied Biosystems) cihazinda 25°C’de 5 dakika, 42°C’de 60 ve 80°C'de 5 dakika
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inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamlandi. Sentez sonrasi 6rneklere, 30 ul dH;0

eklenerek hacim 50 pl’ye cikarildi ve 6rnekler -20°C’de saklandi.
3.4.3. Kantitatif Ger¢cek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kantitatif gercek zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) bir nikleik asit
dizisinin miktarinin nicel 6lgimi igin kullanilan bir yéntemdir. Gen ifadesi
calismalarinda hedef gen/genlerin total cDNA igerisinde hangi miktarda bulundugu,
belirli patolojik ya da deneysel kosullarda ifadenin ne yonde degistigini 6lcmek icin
kullanilabilir. Bu teknikle nicel gen ifadesi analizi yapmak icin her dokuda sabit
diizeyde ifade olan housekeeping gen ile ilgilenilen genin ifadesi karsilastirilarak
yorum vyapllir.

NF1 hastalarinda mRNA ifadesi, hilicrelerden izole edilen RNA’lardan
sentezlenen cDNA’larda SYBR green (Sigma) kiti ile Hacettepe Universitesi Tip
Fakultesi Cocuk Saghgi Enstitlisli, Pediatrik Ve Perinatal Patolojileri Arastirmalari
A.B.D.’nda bulunan MxPro 3005 (Agilent) cihazi kullanilarak incelendi.
Normalizasyon icin Housekeeping gen olarak, B-aktin geni kullanildi.

Gercek zamanli PZR kosullari;

2X SYBR Green karisimi 10 ul
Forward primer (10 pmol/ul) 1l
Reverse primer (10 pmol/ul) 1l
Distile su 6 ul
cDNA 2 ul
TOPLAM 20 pl

20 pl gercek zamanh PZR reaksiyonu MxPro 3005 (Agilent) cihazinda
asagidaki kosullarda gergeklestirildi:
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95 °C’de 15 saniye

58 °C’de 20 saniye 30 dongl

72 °C’de 20 saniye

Coklu gruplar arasindaki farklar 2-22¢t hesaplanarak, 2way ANOVA ydntemi

kullanilarak analiz edildi. p< 0,05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.5. Schwann Hiicre Hatti ile Hasta MSH/Fibroblast ve Saglikl
MSH/Fibroblast Ko-Kultiirii

3.5.1. Hiicre Kiiltura

Ko-kiltir calismasi baslatiilmadan 24 saat 6nce kullanilacak Transwell
(Corning, ABD) (24 kuyucuklu, 0,4um por capli) Poly L-lizin ve laminin ile kaplandi

(176). Schwann hiicresinin gelisme medyumu hazirlandi (176).
Schwann Hiicresi Gelisme Medyumu

e %10 FBS (Gibco), %1 L-Glutamin
e %1 Pensilin/Streptomisin
e Forsikolin (Sigma-Aldrich,ABD) idi.

Besi yeri kultir baslamadan 24 saat once taze olarak hazirlandi.

Poly L- lysin kaplanmasi: Poly L- lizin, steril PBS ile 1:10 seyreltildi. 0,22
um’lik filtreden gecirilen karisim 250pl olacak sekilde Schwann hiicrelerinin ekilecegi
12 kuyuya eklendi. Bir saat boyunca laminar flow’da bekletildi.

Laminin kaplanmasi: Laminin eklenmeden 6nce, Poly L- lizin kapli Transwell
kiltur plagi, 3 defa steril PBS ile yikandi. Her yikama arasinda 5’er dakika beklendi.
16ul Laminin, 4 ml steril PBS icinde ¢oOzlldi ve 250ul olacak sekilde Schwann
hicrelerinin ekilecegi 12 kuyuya paylastirildi. Kiiltir plagi parafilm ile kaplanarak +4
derecede bir gece bekletildi. Ertesi glin kiiltir baslamadan steril PBS ile yikanarak
hazir hale getirildi.

Pasaj 2'de tripsin ile kaldirilmis dermal nérofibromu olan iki hastanin CLS
dokusundan ve NF normal derisinden elde edilen MSH/Fibroblast, pleksiform

norofibromu olan iki hastanin CLS dokusundan elde edilen MSH/Fibroblast ve
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saglikli bireyin dokusundan elde edilen MSH/Fibroblastlar propilen 6 kuyulu
transwell petri kaplarinin siizge¢ kismina (Geriner, ABD) kuyu basina 4x10*
hiicre/cm? olacak sekilde ekildi. %90-100 konfluent olana kadar normal gelisme
medyumu icerisinde c¢ogaltildi. Yeterli yogunluga ulastiktan sonra (%90-100)
Schwann Hucreleri ile ko-kiiltire baslandi.

Prof. Dr. Sikriye Ayter tarafindan hibe edilen insan Schwann hiicreleri
(Sciencell Cat. No.:1700) laboratuvara kuru buz icerisinde, Hacettepe Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitlsu Tibbi Biyoloji ABD’dan getirildi. Coziildiikten sonra, tripan
mavisi ile boyanarak canlilik tespiti ve sayimi yapildi. Schwann gelisme besi yeri
icerisinde poli L- lizin ve laminin kaph 24 kuyucuklu transwell (por blyukIGgu;
0,4um) kiltiir plagina her kuyuda 15x103 hiicre olacak sekilde ekimi gerceklestirildi
ve 37°C, %5 CO; ve nemli ortaminda kultire konuldu. Ardindan ko-kiltiire alinmasi
icin 6nceden belirlenmis, sivi azotta bekletilen saglikh ve hasta MSH/Fibroblast
hiicreleri ¢6zUldl, tripan mavisi ile boyanarak canhlik tespiti ve sayimi yapildi. Her
stizgec Uzerinde 10x10% hiicre olacak sekilde ekimi gerceklesti. MSH’leri iceren
slizgecler Schwann hiicrelerini iceren kuyularin Uzerine kondu ve ko-kiltir

baslatildi. Ko-kiltir icin Schwann hiicre besi ortami kullanildi.
3.5.2. Schwann Hiicre Apoptozisinin Akim Sitometri ile Tayini

NF1’'li hastalarin farkli nérofibromlarindan (pleksiform ve dermal), CLS
bulunan (hiperpigmente) ve bulunmayan (normal pigmentasyonlu) derilerinden,
ayrica saglikh bireyin dokusundan gelistirilen MSH/Fibroblastlarin Schwann hiicre
hattina etkisini incelemek amaci ile ko-kultir sonrasi Schwann hucrelerinde
apoptozis tayini gergeklestirildi. 24 saat sure ile 37°C, %5 CO, ve nemli ortaminda
kiltir sonrasi akim sitometride (FACSAria, ABD) Annexin V-Pl ikili boyamasi
yapilarak Schwann hicrelerinin erken ve ge¢ apoptozu degerlendirildi. Schwann
Hicreleri ylzeye yapisma 6zelligi gosterdiginden 6tlri 0,25% tripsin/ImM EDTA ile
kaldirildi ve tek hiicre suspansiyonlari hazirlandi. Annexin V ve Pl (Annexin V Fluos

Staining Kit, Roche, Almanya) boyamasi lretici firmanin talimatlarina gére yapildi.
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Akim sitometri ¢alismasi FACSAria (Becton Dickinson, ABD) cihazinda, analizler ise
BDFACSDiva™ (Becton Dickinson, ABD) yazilimi kullanilarak yapildi.
Apoptozis igin kullanilan boyalarin emisyon ve eksitasyon degerleri Tablo

3.2’de verilmigtir.

Tablo 3.2. Apoptozis igin kullanilan Akim Sitometri boyalarinin emisyon-eksitasyon

degerleri
Boyalar Emisyon (nm) Eksitasyon (nm)
Annexin V 521 494
PI 617 488

3.5.3. Schwann Hiicreleri ile Ko-kiiltiire alinan MSH/Fibroblastlarin Yiizey

Belirteglerinin incelenmesi

Transwell kilttr plaginin hiicre gecisini engelleyen 0,4 um por capl sizgeg
kisminda Schwann hiicreleri ile kokiltire alinan hasta ve saglkli birey MSH'leri
ylzeye yapisma ozelligi gosterdiginden otiri 0,25% tripsin/ImM EDTA ile kaldinldi
ve tek hiicre suspansiyonlari hazirlandi. Hicrelerin fluoresan isaretli monoklonal
antikorlar ile inkubasyonu {retici firmanin talimatlarina goére vyapildi.
immiinofenotiplendirme icin stromal belirtec olarak allophycocyanin (APC)-anti-
CD29 (Becton Dickinson, ABD), phycoerythrin (PE)-anti-CD73 (BD Pharmingen, ABD),
fluorescein isothiocyanate (FITC)-anti-CD44 (BD Pharmingen, ABD), hematopoetik
hiicre belirteci olarak FITC-anti-CD45 (Becton Dickinson; BD Pharmingen), Akim
sitometri c¢alismasi FACSAria (Becton Dickinson, ABD) cihazinda, analizler ise

BDFACSDiva™ (Becton Dickinson, ABD) yazilimi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Bilgileri

NF1 tani kriterlerinden en az iki 6zelligi barindiran, cerrahi islem planlanmis
ve rizasi alinmis olan 7 dermal, 6 pleksiform olmak lzere toplam 13 hastaya ait, 24
farkh doku bolgesinden mezenkimal stromal hiicre/Fibroblastlar gelistirildi ve 3.
pasaja kadar klltire devam edildi. 24 farkh  MSH/Fibroblastlarin
karakterizasyonlari, gerek vyilizey belirtecleri, gerekse farklilasma analizleri

incelenerek yapild.

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen tiim hastalarin listesi ve bulgulari

Hasta | Cinsiyet Norofibrom CLS | Normal Doku | Hastalarin Patolojik
No Dokusu Tanisi
H1 K + + + Dermal
H2 K + + + Dermal
H3 K + - + Dermal
H4 E + + + Dermal
H5 K + + + Dermal
H6 K + + - Pleksiform
H7 E - + + Dermal
H8 E - - + Pleksiform
H9 E + - Pleksiform

H10 E + - - Pleksiform
H11 K + - - Pleksiform
H12 K + - - Dermal

H13 E + - - Pleksiform

4.2. MSH/Fibroblast Hiicrelerinin Karakterizasyonu

4.2.1. Hiicre Kultara

Cerrahi islem ile alinan ve steril medyum icinde gelen yumusak, fibroadipoz
dokular ve pleskiform nérofibrom ornekleri, ek olarak CLS iceren doku 6rnekleri ve
NF Normal deriler bistiri ile kesilerek hiicre kiltiir kaplarina ekildi ve bir hafta sonra
dokularin etrafindan fibroblast benzeri hiicrelerin cogaldigl gdzlendi (Sekil 4.1). Elde
edilen dokularin hepsinden fibroblast benzeri hiicre elde edildi (Sekil 4.2). Hastalarin

hiicrelerinden elde edilmis pasaj 0’daki hiicreler, pasaj 2 asamasina getirildi. Pasajlar
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arasinda fazla miktarda elde edilen hiicreler sivi azotta donduruldu. Her pasaj
sonras! hiicrelerin salgiladiklari faktorler ilerideki bir calismada incelenmek lizere

0,45’lik filtreden suzulerek eppendorf tiiplerde -80 derecede saklandi.

Sekil 4.1. NF1’li hastanin normal derisinin (NF-Normal deri) ekildikten 1 hafta
sonraki goriintlsl (4X objektif gorintisi).

Sekil 4.2. NF1’li bireyin nérofibrom (a) ve CLS iceren (b) dokusundan elde edilen
fibroblast benzeri hiicre gériintileri (Orneklerin ikisi de Pasaj 0
asamasindadir) (4X objektif goriintisa).
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4.2.2. MSH/Fibroblastlarin Yiizey Belirteglerinin Saptanmasi (Akim

Sitometri Calismasi)

NF1 hastalarindan ve saglikli bireylerden elde edilen tiim doku érneklerinden

gelistirilen MSH hcrelerin imminfenotiplendirilmesi basari ile yapildi. Toplam 21

farkli MSH immiinfenotiplendirilmesi sonucu stromal belirtecler olan CD44, CD90,

CD73, CD29 ifadeleri pozitif olarak saptanirken (>%20), hematopoetik belirtecler

olan CD45, CD34 ifadelenmeleri negatif (<%20) olarak belirlendi (Sekil 4.3-4-7).

istatiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi. (p<0.05)

Tablo 4.2. NF1 tanisi alan bireylerin farkli dokularindan elde edilen MSH’lerin

stromal ve hematopoetik ylzey belirtecleri. Akim sitometri datasidir.

Hasta No %CD 29 %CD 44 | %CD73 | %CD90 %CD34 %CDA45

H1 NF Normal Deri MSH 92,5 100 100 100 0,7 1,2
H1 CLS dokusu MSH 93,4 99,9 99,9 92,6 0,4 0,6
H1 Norofibrom dokusu 91,2 99,9 99,8 99,8 23 0,7
MSH

H2 NF Normal Deri MSH 96,9 100 99,4 99,4 0,3 0,1
H2 CLS dokusu MSH 98,8 100 98,4 98 1,5 1,9
H2 Norofibrom dokusu 98 99,9 99,8 99,9 0,1 0,1
MSH

H3 NF Normal Deri MSH 92,5 100 99,9 98,8 0 0
H3 CLS dokusu MSH 97,7 99,9 99,5 99,6 0,1 0
H3 Norofibrom dokusu 96,5 99,9 99,5 99,9 0,3 0,2
MSH

H4 NF Normal Deri MSH 97,8 99,9 98,2 100 0 2,4
H4 CLS dokusu MSH 35 100 99,5 100 0,1 0
H4 Norofibrom dokusu 89,6 99,9 98,6 99,9 0,4 0,6
MSH

H5 NF Normal Deri MSH 98,8 99,6 97 98 1 0,3
H5 CLS dokusu MSH 97,7 100 100 100 0 0
&sszmd'bmm dokusu 95,4 100 99,9 100 0,1 0,1
H6 CLS dokusu MSH 93,1 66,9 94,2 100 0,1 0
&GS:oroflbrom dokusu 98,1 82,6 99 98,7 0 0,3
H7 NF Normal Deri MSH 96,7 - 99,1 99,3 21,3 0,1
H7 CLS dokusu MSH 96,1 - 97,1 98,9 0,1 0
H8 Norofibrom Dokusu 96 90 97,2 98,9 0,1 0
H9 Norofibrom Dokusu 85 99,9 98,6 99,9 04 0,3
H10 No6rofibrom Dokusu 92,5 100 99,5 98,8 0,3 0
H11 No6rofibrom Dokusu 98,6 82,6 97 98 0,5 0,3
H12 No6rofibrom Dokusu 98,1 93 99 98 0 0
H13 No6rofibrom Dokusu 97 85 99 99 04 0
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Sekil 4.3. Dermal nérofibromlu hastanin (H1) NF normal derisinden gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin immunfenotiplendirilmesi.
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Sekil 4.4. Dermal nérofibromlu hastanin (H1) CLS dokusundan gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin immiinfenotiplendirilmesi.
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Sekil 4.5. Dermal nérofibromlu hastanin (H1) Nérofibrom dokusundan gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin immiinfenotiplendirilmesi.
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M Hastaya ait normal doku
m Cafe au lait dokusu (CLS)

= Norofibrom dokusu

Sekil 4.6. Hastalarin farkli bolgelerinden elde edilen MSH’lerin ylizey belirteg

_ Hucre Yizey Belirteglerinin
Ifadelerinin Yuizde(%) Degerleri

100

50

1.0

0.5

0.0

ylzdeleri

i,
—

o Normal Deri Dokusu
s CLS Dokusu
4 Norofibrom Dokusu

T
CD 29

T
CD 44

T
CD73

T
CD90

CD34 CD45

Sekil 4.7. Hastalarin gerek normal deri, gerekse CLS ve norofibrom igceren dokulari
karakterize edildiginde, hepsinin stromal belirtegler icin pozitif (>%20) ve
hematopoetik belirtecgler icin ise negatif (<%20) ifadelenme gosterdigi
saptandi (Sekil 4.7). p<0,05
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4.2.3. Mezenkimal Stromal Hiicrelerin Farklilagsma Analizleri
Adiposit Hiicre Farklilagsmasi

Norofibromatozis Tip 1 tanisi alan bireylerin farkli (NF Normal deri, CLS ve
norofiorom dokusu) dokularindan ve saglkli bireylerden elde edilen
MSH/Fibroblastlar (n=24) 21 gin boyunca adipojenik farklilasma besi yeri ile

indiklendi ve adipojenik farklilasmalari gergeklestirildi.

Besi yeri ile indUklenmemis (kontrol)4X  Adipojenik farklilasma besi yeri ile indiiklenmis 20X

Sekil 4.8. Saglikh bireyden elde edilen MSH’lerin adiposit farklilasmasi (Oil Red-O
boyasi).

Osteoblast Hiicre Farklilagmasi

Norofibromatozis 1 tanisi alan bireylerin farkli (NF Normal deri, CLS dokusu
ve norofiborom dokusu) dokularindan ve saglkli bireylerden elde edilen
MSH/Fibroblastlar (n=24) 21 gin boyunca osteojenik farklilasma besi yeri ile

indiklendi ve osteojenik farklilasmalari gerceklestirildi.



Besi yeri ile indiklenmemis (kontrol)10X Osteojenik farklilasma besi yeri ile indiiklenmis 4X

Sekil 4.9. Saglikli bireyden elde edilen MSH’lerin osteojenik farklilasmasi (Alizarin
Red S boyasi).
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Tablo 4.3. Dermal ve Pleksiform olmak lzere ¢alismaya dahil edilen hastalarin
(n=13) Norofibrom, CLS dokusu ve Normal Derisinden elde edilen
MSH/Fibroblastlarin adipojenik ve osteojenik hticre farklilasma
goruntdleri.

0 DOKU TURU FLOW Adipojenik FARKLILASMA Osteojenik FARKLILASMA

CD29:92,5
CD44: 100
CD73: 100
H1 Normal CD90: 100
CD34:0,7
CD45:1,2

CD29: 934
CD44: 99,9
C€D73: 99,9
CD90: 92,6
CD34:0,4
CD45: 0,6

CLs

€D29: 91,2
€D44:99,9
€D73:99,8
€D90: 99,8
CD34:2,3
CD45:0,7

dNF

CD29: 96,9
CD44: 100
CD73: 99,4
H2 Normal CD90: 99,4
CD34: 0,3
CD45: 0,1

CD29: 98,8
CD44: 100
CD73: 98,8
CD90: 98
CD34:1,5
CD45: 1,9

CLs

CD29: 98
CD44:99,9
CD73:99,8
CD90: 99,9
CD34:0,1
CD45:0,1

dNF

CD29: 92,5
CD44: 100
CD73:99,9
CD90: 98,8
CD34: 0
CD45: 0

H3 Normal

CD29: 96,5
CD44:99,9
CD73:99,5
CD90: 99,9
CD34: 0,3
CD45: 0,2

dNF
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H4

Normal

CD29: 97,8
CD44: 99,9
CD73: 98,2
CD90: 100
CD34: 0
CD45:2,4

CLS

CD29: 35
CD44: 100
CD73: 99,5
CD90: 100

CD34:0,1

pNF

CD29: 89,6
CD44: 99,9
CD73: 98,6
CD90: 99,9
CD34: 04
CD45: 0,6

H5

Normal

CD29: 98,8
CD44: 99,6
CD73:97
CD90: 98
CD34:1
CD45:0,3

CLs

CD29: 97,7
CD44: 100
CD73: 100
CD90: 100
CD34: 0
CD45: 0

dNF

CD29: 95,4
CD44: 100
CD73:99,9
CD90: 100
CD34:0,1
CD45: 0,1

H6

CLs

CD29:93,1
CD44: 66,9
CD73:94,2
CD90: 100
CD34:0,1
CD45: 0

pNF

CD29:98,1
CD44: 82,6
CD73: 99
CD90: 98,7
CD34:0
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H7

Normal

CD29: 96,7
CD44: -
CD73:99,1
CD90: 99,3
CD34:21,3
CD45: 0,1

CLS

CD29: 96,1
cD44: -
CD73:97,1
CD90: 98,9
CD34: 0,1
CD45: 0

H8

Normal

CD29: 96
CD44: 90
CD73:97,2
CD90: 98,9
CD34: 0,1
CD45: 0

H9

pNF

CD29: 85
CD44: 99,9
CD73: 98,6
CD90: 99,9
CD34: 0,4
CD45:0,3

H10

pNF

CD29: 92,5
CD44: 100
CD73:99,5
CD90: 98,8
CD34:0,3
CD45: 0

H11

pNF

CD29: 98,6
CD44: 82,6
CD73:97
CD90: 98
CD34: 0,5
CD45: 0,3

H12

dNF

CD29: 98,1
CD44: 93
CD73:99
CD90: 98

CD34:0
CD45: 0

H13

pNF

CD29: 97
CD44: 85
CD73:99
CD90: 99
CD34:04
CD45: 0

Calismaya dabhil edilen tiim 6rneklerden 21. glinde boyama gerceklestirildi ve

gorintid alindi. Oil Red-0 boyasi ile boyandigl zaman hem saglikh MSH’de (Sekil 4.8),

hem de hastalardan elde edilen Norofibrom, CLS ve NF Normal deri MSH’lerinde
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noétral lipid olusumu, Alizarin Red S boyasi ile boyandigi zaman hem saglkli MSH’de
(Sekil 4.9), hem de hastalardan elde edilen noérofiorom, CLS ve normal deri

MSH’lerinde kalsiyum depozitleri gozlendi. (Tablo 4.3).
4.3. MSH/Fibroblastlarda Yara iyilesmesinin Gézlenmesi (Scratch assay):

Gerek hasta gerekse saglkli bireylerden elde edilmis olan 13 hasta bir de
saglikh kontrol 6rnegi olmak lzere toplamda 22 farkh MSH 6rnegi, konfluent hale
getirilmis olup (%90), orneklerin hepsine yara iyilesmesi modeli uygulandi. Hasta
orneklerinin birbiri ile ve saglikli bireyin MSH’leri ile karsilastirildigi yara iyilesmesi
modelinde motilite indeksi ile degerlendirme vyapildi. Motilite indeksi kultiir
kabindaki hiicreler Gizerine pipet ucu ile yapilan ¢izginin kapanma hizi (W) bir dokuya
ait tg farkl alanda beser 6lcim yapilarak (Ml= 1-Wt/WO0) hesaplandi (175). Her bir
doku icin Uc¢ biyolojik tekrarli deney yapildi ve mikroskopta 4X ve 10X objektif
kullanilarak goriintl alindi. Bu ¢alismaya 13 hasta dahil edildi ancak iki hastaya ait
(H4-Normal deri ve H5-CLS ve Normal deri) MSH/Fibroblastlarinda mikoplazma
kontaminasyonu gelistigi icin kiltlire son verildi ve ornek sayisi n=22"ye diismus

oldu.
4.3.1. Saglikli Bireye Ait Doku MSH’lerinde Yapilan Yara lyilesmesi

Saglikl bireye ait doku MSH’lerinde yapilan yara iyilesmesinde 0, 3, 6, 12, 24.
saatlerde yapilan olgcimlerde 24. saatteki kapanmanin istatistiksel olarak anlamli

oldugu gozlendi (Sekil 4.10, 4.11)



6.saat 12.saat

24 .saat

Sekil 4.10. Sagliklh kontrolden elde edilen MSH’lerden gelistirilen yara iyilesmesi
modelinde 0,3,6,12,24. saatlerdeki 6lglimler.
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Saglikhh Kontrol Fibroblast Hucreleri
1,2 - Y *

10 - ‘ |‘

0,8 -
0,6 -
0,4

021 | mm IR .
0,0_ T T ]

3. Saat 6. Saat 12. Saat 24. Saat

Sekil 4.11. Saghkli kontrol MSH’lerinden gelistirilen yara iyilesmesi modelinin 0O, 3, 6,
12, 24. saatlerdeki Motilite indeksi.

Motilite indeksi

istatistiksel analiz, SPSS 20 programi tek yonlii ANOVA kullanilarak yapildi,
Anlamli kapanmanin 24. saatte gerceklestigi gozlendi. (*= istatiksel olarak anlamli

oldugunu ifade etmektedir p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.)
4.3.1. NF1’li Hastalara Ait Doku MSH’lerinde Yapilan Yara iyilesmesi

NF1 tanisi almis 13 hastanin Noérofibrom (dermal/pleksiform), CLS ve normal
derilerinden gelistirilen MSH/Fibroblast hicrelerinde yapilan yara iyilesmesi
Olciimlerinin, saglkli kontrolden alinan Motilite indeksine gore 24. saatte yapilmasi
kararlastirildi. Motilite indeksi kiltir kabindaki hiicreler lizerine pipet ucu ile yapilan
¢izginin kapanma hizi (W) bir dokuya ait g farkli alanda beser 6l¢iim yapilarak (Ml=
1-Wt/WO0) hesaplandi (175). Her bir doku igin Ug biyolojik tekrarli deney yapildi ve
mikroskopta 4X ve 10X objektif kullanilarak goériinti alindi. Kapanma ol¢iimleri igin
Image) programi kullanildi. istatistiksel analiz Kruskal wallis testi kullanildi. Tim NF1
hastalarindan elde edilen yara iyilesmesi gorintileri O ve 24. saat olarak, Tablo

4.4'de detayli olarak gosterilmistir.



Tablo 4.4. NF1 hastalarindan O ve 24. saatlerde elde edilen yara iyilesmesi
goruntuleri
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Hasta No

Doku Tipi

O.saat

24.saat

H1

Normal Doku

CLs

Norofibrom
Dokusu
(Dermal)

H2

Normal Doku

CLs

Norofibrom
Dokusu
(Dermal)




H3

Normal Doku

Norofibrom
Dokusu
(Dermal)

H4

CLS

Narofibrom
Dokusu
(Pleksiform)

H5

Norofibrom
Dokusu
(Dermal)

H6

CLS
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Nérofibrom
Dokusu
(Pleksiform)

H7

Normal Doku

CLS

H8

Normal Doku

H9

Norofibrom
Dokusu
(Pleksiform)
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H10

Nérofibrom
Dokusu
(Pleksiform)

Hi1

Nérofibrom
Dokusu
(Pleksiform)

H12

Nérofibrom
Dokusu
(Dermal)

H13

Norofibrom
Dokusu
(Pleksiform)
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Test Statistics®?

Ml
Chi-Square ,053
df 2
Asymp. Sig. ,974| Not significant
a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Gruplama
1.200
1.000
300
E
& 600
-
% 400
=
.200
000 o'’
-.200
I I I
Normal Norofibrom CLS

Sekil 4.12. Dermal NF1 hastalarindan (n=7) alinan érnekler kullanildi ve Normal
doku, CLS, Norofibrom dokusu olmak tizere (i¢ grup birbirleri arasinda
karsilastirildi. Kruskal Wallis Testi sonucu 6rnekler arasinda Ml degeri
bakimindan fark saptanmadi (p=0.974).
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1.400

1.200—

1.000—

Motilite indeksi

800

600

400

I
Norofibrom

Test Statistics?

MI
Mann-Whitney U 5500
Wilcoxon W 3500
z -,168
Asymp. Sig. (2-tailed)
,867
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .857°

Not Significant

Sekil 4.13. Plexiform NF1’li hastalarin (n=6) Norofibrom, CLS 6rnekleri Gizerinden
analiz yapilan istatiksel analiz sonuglari. Tek bir CLS dokusu olmasi
nedeniyle Mann-Whitney u testi kullanildi.

Test sonucunda tim plexiform NF1 hasta ornekleri degerlendirmeye

alindiginda Norofiborom ve CLS dokularindan alinan hiicrelerin Ml potansiyeli

bakimindan farklh olmadigi sonucuna varildi (p=0.867).
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1.250
_ 1.000 _—
é 750
=
- B
250
I I
Nirofibrom CLS
Test Statistics?
MI
Mann-Whitney U 0,000
Wilcoxon W 15,000
Z -2,785
Asymp. Sig. (2-tailed) ;005 | SIGNIFICANT
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .008°

Sekil 4.14. Pleksiform nérofibromu olan 6 numaral hastadan gelistirilen yara
iyilesmesi modelinde 24. satte Olgllen plexiform NF hiicrelerinin Ml
degerleri, CLS hiicrelerinden anlamli olarak farkliydi (P<0.05). Ml,
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (p<0,05)

Pleksiform hastalarinin tim dokukarindan elde edilen veriler 1siginda CLS
dokusunun ait oldugu H6 NF1’li hastanin tek basina CLS ve Norofibrom dokusundan
elde edilen yara iyilesmesi sonuclari karsilastirildi. istatistiksel analiz icin, non-
paramentrik analiz yontemi secildi olan Mann-Whitney testi uygulandi. H6 numarall
hasta icin 24. saatte Olcllen MI degerleri bakimindan plexiform NF hiicreleri ile CLS

hiicreleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu goézlendi (p<0,05).
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1.500—
[ Dexrmal
Il Pleksiform
1.000—
@
-4
e
S
2 500 =
=
=]
=
000 ot
-.500—
T T T T T T
Saghkh  Normal CLS Nirofibrom CLS Nirofibrom
Kontrol
Test Statistics®”
Ml
Chi-Square 1,371
df 4
Asymp. Sig. ,849| Not significant

a. Kruskal Wallis Test

Sekil 4.15. Dermal ve pleksifom NF1’li hastalarin tim dokulari (normal/CLS/NF
dokusu) Gzerinden analiz yapildi. Kruskal wallis testi kullanildi.

Asymp sig degeri 0.849 ciktigl icin analize alinan 5 grup arasinda Ml degeri

bakimindan anlamli bir fark olmadigi sonucuna varildi.

4.4. MSH/Fibroblastlarin lerin Osteojenik Farklilasma Kapasitelerinin (NF1
Defektlerini Yansitacak Sekilde) Gergek Zamanli PZR ile Analizi

4.4.1. Osteopontin (SPP) ifadesnini Ger¢ek Zamanli PZR Yontemi ile

Arastirimasi

Kemik farklilasmasi belirteclerinden olan osteopontin (SPP) ifadesi gercek
zamanl PZR yontemi ile arastirildi. Veri analizinde housekeeping gen olarak ACTB

(beta-actin) geni kullanildi, goreceli mRNA ifade analizi delta delta Ct metodu ile
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hesaplandi. Farklilasmamis hiicrelerden elde edilen total RNA ornekleri, osteojenik

farklilagsmanin 10. giiniinde yapilan RNA 6rnekleri ile karsilastiriidi (174).

@ Osteojenik indiksiyon Oncesi *
. —
14+ B Osteojenik Induksiyon Sonrasi
L
12+
10+
ns
8- —
D
O
<
< 64

Saglikh Kontrol Hasta Normal Deri CLS Dokusu NF Dokusu

Sekil 4.16. Saglikli kontrol, NF1 hastalarina ait normal deri, CLS dokusu ve NF
dokularinin osteojenik indiiksyon 6ncesi ve sonrasi Osteopontin (SPP)

ifadelenmeleri karsilastirildi. (ns=anlamli degil *=istatiksel olarak anlaml
p<0,05 )

Kat artist 2722t metodu kullanilarak hesaplanmistir. 2724t metodunda,
normalize edilen referans gen ifadelenme degerleri; AACt=0, 2°=1 olarak kabul edilir.

Hedef genler, hasta normal dokusuna gore normalize edildi. Hastalara ait NF
dokularindan elde edilen MSH/Fibroblastlarin osteojenik indiiksyon 6ncesi ve
sonrasl Osteopontin ifadelenmesi arasindaki fark istatiksel olarak anlamh bulundu.
(p=0,0162)

ACt= Ct Hedeflenen gen— ACtReferans Gen (B-actin)

AACt= ACt Hedeflenen dokular— ACtHasta Normal Deri
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@ Osteojenik Indiksiyon Oncesi B E

B Osteojenik indiksiyon Sonrasi

AACt

Sekil 4.17. Saglikh kontrol ve hastalardan elde edilen tim MSH/Fibroblastlarin
osteojenik indiiksyon dncesi ve sonrasi Osteopontin ifadelenmeleri
(ns=anlamli degil *=istatiksel olarak anlamh p<0,05 )

Osteojenik indliksyon oncesi gruplar arasinda anlaml fark gézlenmezken,
osteojenik indiksyon sonrasi hastalarin normal derilerinden gelistirilen
MSH/Fibroblastlarin Osteopontin ifadeleri ile NF dokusu MSH/Fibroblastlari
arasinda (p=0,0411) ve CLS Dokusu MSH/Fibroblastlar ile NF dokusu

MSH/Fibroblastlari arasinda anlamli fark oldugu (p=0,0144) gbzlendi.
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Sekil 4.18. Dermal Norofibrom dokusu ve pleksiform nérofibrom dokusundan elde
edilen MSH/Fibroblastlarin osteojenik farklilasma sonrasi Osteopontin
ifadeleri.

4 adet dermal, 1 adet pleksiform NF dokusunun osteojenik indiiksyon dncesi
ve sonrasl Osteopontin ifadelenmesi hasta normal dokusuna gére normalize edildi.
Her hasta icin 6ncesi ve sonrasi kat artisi hesaplandi. Meydana gelen fark, NF
dokulari arasinda karsilastirildiginda, pNF'deki Osteojenik indiiksyon sonrasi
Osteopontin ifadelenmesindeki kat artisi acikca gorilmektedir. Ornek sayisi az

oldugundan istatiksel analiz yapilamamistir.
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4.5: Schwann Hiicre Hatti ile Hasta -MSH ve Saglikh MSH Ko-Kiiltiirii

4.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Sekil 4.19. Poli L Lysin ve Laminin kapli transwell kiiltlir kabinda Schwann
hicrelerinin ko kaltar sirasindaki gériintlsi (10X)

Ko-kiltlr igin kuru buzda getirilen insan Schwann Hiicreleri ¢ozlip, tripan
mavisi ile canlilik ve sayimi gerceklestirildikten sonra Poli L Lysin ve Laminin kapli
transwell kaltlir kabinda ekildi. 24 saat sonra hicrelerin plastik ylizeye yapistig

gozlendi (Sekil 4.19 ) ve ko-killtiir asamasina gegildi.

Sekil 4.20. Schwann hicresi ile ko kultiir edilen MSH’lerin es zamanli gérintis
(10X)

(stizgeg Uzerinde gorintl net olmadigl igin ko-kultir yapilmayan baska kuyudan es zamanli olarak
alinmistir.)
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Ko-kultir ¢aligmasi igin dermal norofibromu olan iki hastanin CLS
dokusundan ve NF normal derisinden elde edilen MSH/Fibroblast, pleksiform
norofibromu olan iki hastanin CLS dokusundan elde edilen MSH/Fibroblast ve
saglikh bireyin dokusundan elde edilen MSH/Fibroblastlar kullanildi. Hiicrelerin ko-
kiltir sirasinda morfolojik 6zelliklerini koruduklari ve MSH’lerin plastik ylzeye

yapisma ozelliklerini strdirdikleri gdzlendi.

4.5.2. Schwann Hiicre Apoptozisinin Akim Sitometri ile Tayini
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Sekil 4.21. Dokulardan elde edilen MSH’lerin Schwann Hicrelerin 6lim lizerine
etkisi. Akim sitometri gortntistddr.
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Dermal ve pleksiform nérofibromu olan bireylerin NF Normal deri ve CLS
iceren dokularindan elde edilen MSH’lerin Schwann Hiicre hatti ile yapilan ko kilttr
sonrasl, Saglikli birey MSH’lerin Schwann hiicrelerinin 6limu lizerinde benzer etkisi

oldugu tespit edildi. (Sekil4.21)

4.5.3. Schwann Hiicrelerinin MSH/Fibroblastlarin Yiizey Belirtegleri Uzerine

Etkisi
SAGLILI KORNTROL GO CULTL SAGLIKL KONTROL GO CULTL
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Sekil 4.22. Saglikli kontrol MSH ile Schwann hiicre hatti ko-kiltiri sonrasi MSH
ylizey belirtecleri
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Sekil 4.23. Pleksiform norofibromlu hastanin CLS dokusundan elde edilen MSH’ler
ile Schwann hiticre hatti ko-kltiiri sonrasi MSH ylizey belirtecleri



DEREMAL CAFE CO CULTURE

105

1I:I4

y Qz

1EI3

CDY3PE-A

b

1EI2

s o

|"||||||| T |||||||| T |||||||| T |||||||| T
10° 10” 10* 1n°
D45 PercP-Cya-5-A

CD44 FITC-A

67

DEREMAL CAFE CO CULTURE

T ]
—3
Fq1-1
"a LR
T T TETm) T T T T
10° 10° 1t 10°
CO29 APC-A

Sekil 4.24. Dermal nérofibromu olan hastanin CLS dokusundan elde edilen MSH’ler
ile Schwann hiicre hatti ko-kiltiri sonrasi MSH ylizey belirtecleri
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Sekil 4.25. Dermal norofibromu olan hastanin normal dokusundan elde edilen
MSH’ler ile Schwann hiicre hatti ko-kultiri sonrasi MSH ylizey
belirtegleri
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Dokulardan elde edilen MSH'lerin Schwann Hiicre kokiiltiir nce ve
sonraki yiizey belirtegleri

BmCD29 mCD44 mCD73 mCD45

Sekil 4.26. Saglikh birey, dermal nérofibromu olan bireylerin NF Normal deri ve CLS,
pleksiform norofibromu olan bireyin CLS iceren dokularindan elde edilen
MSH’larin Schwann Hiicre hatti ile yapilan ko-kiltlr sonrasi, MSH’lerin
ylzey belirte¢ degisimleri.
Her gruba ait 6rnek sayisi n=1 oldugu icin istatiksel analiz yapilamad:.
Saglikh bireyin dokusu, dermal nérofiboromu olan bireylerin Normal deri, CLS
dokulari ve pleksiform nérofibromu olan bireyin CLS iceren dokusundsan elde edilen
MSH’lerin Schwann Hicre hatti ile yapilan kokdltiri sonrasi, MSH’lerin yiizey

belirtegleri tizerinde, pleksiform CLS MSH’larinda gozlenen CD44 artisi harig belirgin
bir fark tespit edilmedi. (Sekil 4.26)
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5. TARTISMA

Stromal karakterde destek hiicreleri olan MSH’ler gesitli biyime faktorleri,
sitokin, kemokinler salgilayarak veya diger hiicrelerle (6rn. timor hiicresi, endotel,
epitel) direkt iliskileri yoluyla hiicrelerin biyolojik davranislarini (proliferasyon,
apoptosis, migrasyon) etkiler (107). NF1 hastalarindaki bulgular mezenkimal,
epitelyal, noral, gibi birgok dokuyu tutmaktadir. Bu klinik bulgularda MSH’ler
dogrudan veya diger hiicreler lizerine etkileri yoluyla dolayl sekilde rol alabilir.

Norofibromatozis Tip 1'de norofibromlar 6nemli morbiditeye sebep olsa da
cogunlukla benign karakterdedir, ancak pleksiform nérofibromlar malign donisime
ugrayabilmektedir. Yapilan calismalarin cogunda s6z konusu donisimde altta yatan
mekanizmalari ¢6zmek ve olusan norofibromlarin karakteristik 6zelliklerini
tanimlamak Uzerinedir. Ek olarak, pleksiform ve dermal norofibromlarin
davranislarindaki farklihk nedeniyle, bu iki tip timoriin olusumu arasindaki ayrimi
yapmak da o6nem tasimaktadir. S6z konusu calismalarin amagclari nérofibrom
patogenezini ortaya koymak ve ayni zamanda NF1’li hastalar icin yeni terapiler
gelistiriimesine de olanak saglamaktir (9). Bu noktadan yola cikilarak bu tez
calismasinda NF1’li hasta dokularindan elde edilen MSH/Fibroblast 6zelliklerinin
saglikliinsan MSH’leri ile karsilastirilmasi amacglandi.

Cahsmada temel olarak, NF1 hastalarinda gorilen pleksiform ve dermal
Norofibromlarin olusum silrecinin altinda yatan mekanizmayi aydinlatmak ve
genotip fenotip iliskisini kurmak amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda, hastalarin
Noérofibrom dokularinin yani sira, CLS ve normal dokularindan da gelistirilen
MSH/Fibroblastlar ~ kullanildi.  Detayli  karakterizasyonlari  gercgeklestirilen
MSH/Fibroblastlar ayrica vyara iyilesmeleri yoniinden ve osteojenik gen

ifadelenmeleri yoniinden de karsilastirildi.

5.1. MSH/Fibroblast Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Bu tez calismasinda karakterizasyon asamasinin ilk basamagi olarak akim
sitometri ¢calismasi sonucunda hiicrelerin ylizeyinde ifade olan stromal belirteglerin

%20’nin Uzerinde, hematopoetik belirteglerin ise %20 degerinin altinda olmasi
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beklenmekteydi. NF1’li hastalarin, Norofibrom, CLS ve normal dokularindan
gelistirilen ve 3. pasaja getirilen MSH/Fibroblastlarin hepsi stromal belirtegler
(CD44, CD90, CD73, CD29) acisindan pozitif ve hematopoetik belirtecler (CD34,
CD45) agisindan da negatif ifadelenme gosterdiler.

Karakterizasyonun ikinci basamaginda ise adipojenik ve osteojenik
farklilasma islemleri gerceklestirildi (bkz. Tablo 4.3). Gerek hasta gerekse saglikli
kontrolden gelistirilen ve farkli dokulara ait MSH/Fibroblastlarin hepsinin adipojenik
ve osteojenik farkllasmaya gittigi gozlendi. Bu iki calismanin sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, tez kapsaminda elde edilmesi amaclanan stromal hiicrelerin

NF1’li hasta ve saglikl kontrolden elde edilebildigi sonucuna varildi.
5.2. MSH/Fibroblastlarda yara iyilesmesinin gozlenmesi (Scratch assay):

Fibroblastlar vyara iyilesmesinde gorev alan en o6nemli mezenkimal
hicrelerdir (153, 177). Hem “lretim”, hem de “mekanik” gorevleri vardir. Gegici
matriksin yerini alacak olan kollajen kokenli matriksin Gretiminden sorumludurlar.
Mekanik gorevleri ise kontraktil 6zellikleri yoluyla yara birlesmesini saglamaktir
(153). NF1 geninin dermal yara iyilesmesi ve skar formasyonu Uzerindeki roli insan
ve hayvan calismalarinda degerlendirilmistir. NF1 knockout farelerle yapilan
deneylerde, fibroblastlar tarafindan gercgeklestirilen yara iyilesmesinin anormal
oldugu goézlenmistir (178). Calismamizda ise, 13 hasta ve saglikli bireyden elde
edilmis olan 22 farklh MSH 6rnegi, konfluent hale getirilmis olup (%90), 6rneklerin
hepsine yara iyilesmesi modeli uygulandi. (bkz. Tablo 4.4.) Orneklerin sadece
norofibrom dokularindan alinmayip, CLS ve saglkli bolgelerini de igermesi
¢alismamizin énemli bir 6zelligidir. Hasta orneklerinin birbiri ile ve saglikli bireyin
MSH’leri ile karsilastinldigi yara iyilesmesi modelinde motilite indeksi (M) ile
degerlendirme yapildi. Dermal norofibromlu NF1 hastasinin CLS ve norofibrom
iceren MSH/Fibroblastlarinin, saglikli bolgeye gére daha hizli kapanma goézlendi
ancak istatisitksel olarak anlamli bir fark saptanmadi. (bkz. Sekil 4.12) Pleksiform
norofioromu olan 1 hastada ise (H6), CLS dokusundan elde edilen

MSH/Fibroblastlarinin yarik kapatma hizi Norofiborom MSH/Fibroblastlara gore
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istatiksel olarak anlamli oldugu sonucuna varildi (bkz. Sekil 4.14). Bu da pleksiform
norofiboromu olan CLS dokusunun daha hizli proliferasyona sahip oldugunu
dislindirebilir. Bu veri tek hasta lizerinden alindigi ve literatlirde de daha 6nce bu
konuyla ilgli bir calsmaya rastlanmadigl icin sayr arttirilarak bu sonucun
desteklenmesi gerekmektedir. Ayrica ileri bir calisma ile proliferasyonda yer alan
yolaklar acisindan da degerlendirilmesi Onerilebillir. TUm pleksiform hastalarindan
elde edilen Mi verileri incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi
(bkz. Sekil 4.13). Saglikh birey ile tiim NF1’li hastalar kiyaslandiginda ise, nérofibrom
kaynakli MSH/Fibroblast’larinin 24.saatte genel olarak kapanma sagladigi, CLS ve
normal doku kaynaklh MSH/Fibroblastlarin ise saglikli bireyin verilerine daha yakin
oldugu goézlendi. Ancak istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi (bkz. Sekil 4.15)
Bunun nedeninin ise hasta ve 6zellikle saglkli kontroliin sayisinin az olmasi oldugu
dastinulebilir. Norofibrom dokularindan elde edilen MSH/Fibroblast’larin daha hizlh

prolifere olduklari AlImeida ve ekibi tarafindan da gézlenmistir (179).

5.3. MSH/Fibroblast Hiicrelerinin Osteojenik Farklilasma siirecinde

Sergiledikleri Osteopontin ifadelenmesi

Osteopontin(OPN) bilindigi Gzere gelisim ve sag kalima ek olarak ila¢ direnci
gibi hucresel islevleri etkileyen ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir (180). Bu
ozelliklerinden otlrt ifadelenmesindeki degisiklikler cesitli kanser tipleri basta
olmak Uzere hastaliklarin patogenezinde o©onemli rol oynamakta, timor
mikrogevresindeki rolii de hesaba katildiginda tani ve prognozda belirteg olarak yer
almasini saglamaktadir. Cogu karsinomlarda metastatik davranisi da etkiledigi
dastintlmektedir. Wnt/B-katenin, Hedgeog, NFKB ve ostrojen gibi onkojenik sinyal
yolaklarinin  diizenlenmesindeki hatalarin da osteopontin ifadelenmesinin
aktivasyonuna yol acabilecegi bildirilmistir (180, 181). Ras — aktive edici enhancer
gibi (RAE) birkacg cis-diizenleyici elementin de OPN promotori Uzerinde tanimlanmis
olmasi, OPN’nin fibroblast ve epitel hiicrelerdeki 6nemli roliini destekler
niteliktedir (182). Ayrica Wnt sinyalinin Osteopontin lzerindeki kritik rolt de bircok

calismada gosterilmistir (183, 184). OPN promotérinin Ets 1, Ets 2 gibi Ets
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transkripsiyon faktorleri tarafindan B-katenin ve Lepl‘e cevap verebilme
kapasitesini arttirdigi rapor edilmistir (185). NFKB ve Hedgeog yolaklarinin
transkripsiyon faktorii olan Glil'in de OPN’nin dizenlenmesinde rol aldigl
saptanmistir (186, 187). Bu bilgilerin yani sira, OPN’in, sadece hipoksiye yanit veren
bir gen olmadigli, ayni zamanda normoksik kosullarda da HIFla ifadelenmesini
arttirdig1 kaydedilmigstir (188, 189).

Tez kapsaminda NF1 hastalarinin dokulardan elde edilen MSH/fibroblast
hiicrelerinde osteojenik farklilasma 6ncesi ve sonrasi osteopontin ifadeleri de analiz
edilmis ve istatiksel olarak anlaml artis noérofiborom dokularindan gelistirlen
MSH/Fibroblastlarda gézlenmistir (bkz.Sekil 4.16). NFI mutasyonu sonucu meydana
gelen farklilasmamis osteoblastlarin birikimi ile artmis oldugu var sayilan
osteopontin ifadesi, kemik olusumu acisindan degerlendirildiginde NF1 hastalarinda
gorilen iskelet bulgularini agiklayabilir (190). Ozellikle CLS lekelerinden elde edilen
hiicrelerin farkhilasma sonrasinda daha disiik seviyede osteopontin ifade etmesi bu
fikri desteklemektedir. Buna karsilik, norofibrom dokularindan elde edilen
hiicrelerde farklilasma silirecinin 10. gliniinde osteopontin ifadesi artmistir.(bkz.
Sekil 4.17) Bu farkhlik NF1 geni mutasyonu sonucu RAS yolaginda meydana gelen
aktivite artisi ile aciklanabilir (182, 191-193). Farkli hastalarin osteopontin ifadesi
ayri ayri incelendiginde ise pleksiform noérofiborom dokusundan kiltire edilen
hiicrelerin, diger bireylere oranla 40 katin (zerinde osteopontin ifade ettigi
saptanmis (bkz. Sekil 4.18), bu verinin pleksiform noérofibromda NF1 mutasyonu
bakimindan "loss of heterozygosity" ve RAS yolaginin asiri aktivasyonuna bagl
olabilecegi dustUnulmustir (192). OPN’nin RAS vyolagi ile iliskisi gdz Online
alindiginda daha sonraki ¢alismalarda bu bulgunun hasta sayisi arttirilarak ve Wnt

yolagi baskilanarak incelenmesi 6ngorilebilir.

5.4. Schwann Hiicre Hatti ile Hasta - MSH ve Saghkl MSH iliskisinin

Degerlendirmesi

NF1’in genetik dogasina baktigimizda nérofibromlarin NF1 geninin her iki

allelinin de mutant oldugu Schwann hiicrelerinden evrildigi, bununla beraber témor



73

mikrocevresinin ise NF1 geninin heterozigot mutant bir ortamdan gelisim gosterdigi
soylenebilmektedir. Tumor mikrocevresinde gorilen bu heterozigozisitenin ise
norofibrom tiimérgenezinde 6nemli oldugu da bilinmektedir (18, 20, 26, 89).
Norofibrom tlimorgenezinde, Schwann hiicreleri ve fibroblastlar arasindaki iliskiden
de sdz etmek gerekmektedir. iki hiicre arasinda direkt temasin oldugu durumlarda
Ephrin-B/EphB2 yolaklari Uzerinden Schwann hicre ve nérofiorom kaynakh
fibroblastlarda sinyalizasyonu baslar (18, 194). Buna karsilik su ana kadar yapilan
calismalarda hicreler arasi iliskinin indirekt oldugu, yani hicre-hiicre temasi
olmaksizin sadece ayni ortamin paylasildigi durumlar daha iyi karakterize edilmis
olup, immiin htcreleri ve hiicre disi matriks bilesenlerini kapsamaktadir. NF1-/-
Schwann hiicrelerinin SCF ve CSF1 gibi kemokin-sitokinler salgilayarak, mast
hicreleri ve makrofajlardan TGF-B salinmasini sagladiklari ve bdylelikle de
norofibromlarin  aktivitesini dizenledikleri bilinmektedir (18, 109). Bu tez
calismasinda Schwann hiicresi ile NF1 ve saglikhh bireylerden elde edilen
MSH/fibroblastlar ko-kultlir edilmis, sonuclar apoptoz ve hicre ylizey belirtecleri
yoniinden incelenmistir. Ko-kiltlir sonrasi Schwann hicelerinde apoptoz agsindan
bir fark gozlenmedigi gibi, kilttire alinan MSH/Fibroblastlarin yuzey belirteclerinde
de herhangi bir degisim olmamistir. Bu bulgu, Giuliani’nin 2013 yilindaki, Schwann
hiicre icerikli tumorler olan noérofibromlarda timoér mikrogevresinden ¢ok,
dogrudan NF1 mutasyonunun etkisini inceledigi yayini destekler niteliktedir (163).
MSH/Fibroblastlarin ylzey belirteglerindeki degisim ele alindiginda, CD44
belirtecinin ifadelenmesinin, pleksiform CLS MSH’larinda Schwann hiicre ile yapilan
ko-kiiltlr sonrasi artis gostermesi EMT gecisimi duslndlrse de 6rnek sayisi

arttirllarak tekrarlanmasi gereken bir bulgudur.
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6. SONUCLAR

Elde edilen bilgiler 1s1ginda;

Transkriptom analizleri ile bulgularin desteklenmesi ve mekanizmalarin
aydinlatiimasi,

NF1 hastalarina ait mezenkimal stromal hiicrelerin diger RASopati grubu
hastaliklar ve farkl iskelet malformasyonlari tasiyan hastalarin MSH’leri ile
transkriptom diizeyinde kiyaslanmasi,

Kemik bulgusu olan ve olmayan NF1 hastalarinda osteopontin sentezi,
osteojenik farkhilasma parametrelerinin 6lctilmesi ve kiltiir ortaminin fiziksel
ve kimyasal kosullari ile iliskisinin incelenmesi, boylece biyomateryal
kullanimina isik tutulmasi,

Yara iyilesmesini etkileyen fiziksel kosullarin ve 6zellikle keloid olusumuna
yatkin olan NF1 ve diger bireyler icin biyomateryallerin bu modelde
denenmesi dustindlebilir.

Farkh dokulardan elde edilen MSH/fibroblast’larin farklilasma potensiyelleri
morfolojik olarak incelendiginde ise NF1’'de saglikli kontrollere gore hem
adipojenik hem de osteojenik farklilasmanin azaldigi gozlendi (Tablo 4.3).
istatistik testleri uygulamak icin saghkli kontrol bireylerin sayisinin
arttirilmasi gerekmektedir. Benzer veriler osteojenik farklilasma icin Almeida
ve ekibinin NF1 tanisi alan hastanin dental pulpasindan elde edilen
MSH’lerdeki ¢alismasinda da gézlenmistir (179).

Kemik farkhlasmasi siirecinde yapilan gen ifade analizleri de NF1 hastaliginin
patogenezini aydinlatmak agisindan oldukca énemli gériinmektedir. Ozellikle
NF1 hastalarina ait MSH’lerin diger RASopati grubu hastaliklar ve farkl
iskelet malformasyonlari ile transkriptom diizeyinde kiyaslanmasi hem NF1,
hem de benzer klinik tablolar gosteren bu diger hastaliklarin molekiler

patogenezini aydinlatmak agisindan faydali olacaktir.
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