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personeline tesekkiir ederim.

Bu calisma boyunca yardimlarin1 ve desteklerini esirgemeyen basta Parisa
SHARAFI olmak iizere tiim c¢alisma arkadaslarrma en icten dileklerimle

tesekkiirlerimi sunarim.

Tim egitim hayatim boyunca benden maddi manevi higbir yardimi
esirgemeyen, Annem Halime HOSGOR’e, Ablalarim Aslthan KORTAK’a , OZLEM
OZDEMIR’e ve her zaman yanimda olan biricik babam Raif Necdet HOSGOR’e

sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Hosgor G., Norofibromatozis Tip 1 1ile iliskili Tiimérlerde Koronin 1A
ifadesinin Belirlenmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Biyoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2012. Norofibromatozis Tip 1,
deride pigmentasyon bozukluklari, iskelet ve kardiovaskiiler sistemlerin
tutulumlarinin yan1 sira sinir sisteminde tiimdrlesmeye yatkinlikla karakterize
otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir. Nfl gen {iriinii noérofibromin hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve morfogenezini kontrol eden Ras sinyal yolaginin negatif
diizenleyicisidir. Norofibromin mutant ise Ras hiperaktiftir ve Ras proteini etkilestigi
diger proteinleri siirekli uyarir. Bu degisiklikler sonucu hiicreler kontrolsiiz
cogalmaya itilir. Hastaligin karakteristik Ozelliklerinden biri ndrofibromlardir.
Dermal ve Pleksiform olmak tizere baslica iki tip norofibrom vardir. Norofibromlar
farkl hiicre tiirleri i¢eren heterojen dokular olmakla beraber bu dokuda bulunan Nf-/-
Schwann hiicrelerinin tiimoér olusumundan sorumlu oldugu bilinmektedir. Yapilan
calismalarda Koronin protein ailesinin g¢esitli timdorlerin olusumunda rol oynadigi
gosterilmistir. Bu ¢alismada Koronin 1A proteininin NF1 ile iligkili tiimorlerdeki
ifadesi arastirilmistir. Bu amagla noérofibromlardaki Koronin 1A ifade diizeyi ve
yerlesimi belirlenmis ve norofibromlarin major hiicre grubu insan normal Schwann
hiicreleri ile karsilastirnlmistir. Norofibromlar ve Schwann hiicre ifade analizleri
karsilagtiriliginda; norofibromlarda Koronin 1A ifadesinde 4,42-57,28 kat, S100
ifadesinde 145,42 — 785,85 kat artig gdzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Norofibromatozis Tip 1, Norofibrom, Koronin 1A, S100

Bu c¢alisma Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Kurumunca

(TUBITAK) tarafindan desteklenmistir (111S262).



ABSTRACT

HOSGOR G., Detection of Coronin 1A Expression in NF 1 Associated Tumors.
Hacettepe University Institute of Health Sciences, MSc. Thesis in Medical
Biology, Ankara, 2012. Neurofibromatosis Type 1 (NF1) is an autosomal dominant
disorder characterized by pigmentation abnormalities, failure of skeleton and
cardiovascular system with predisposition of tumorogenesis. Nfl gene product
neurofibromin is a negative regulator of Ras protein that controls cell proliferation,
differentiation and morphogenesis. Mutant neurofibromin will hyperactivate Ras and
stimulate cell proliferation and tumor formation. Neurofibromas, the characteristic
features of the disease, have dermal and plexiform types. Neurofibromas are
heterogenous according to cell types, but it is known that Nfl -/- Schwann cells are
responsible for tumorigenic progression. In recent studies Coronin protein family is
shown to play a role in various types of tumor progression. In this study, we
investigated the expression of Coronin 1A on NF1 related tumors. For this purpose,
the expression level and localization of Coronin 1A in neurofibromas detected and
compared with the human normal Schwann cells which are predominant cell
population of the neurofibromas. When expression analysis of neurofibromas and
human normal Schwann cells compaired; 4,42-57,28 fold increase in Coronin 1A,
and 145,42 — 785,85 fold increase in S100 expression has been detected in

neurofibromas

Key Words: Neurofibromatosis Type 1, Neurofibroma, Coronin 1A, S100

This study was supported by The Scientific and Technological Research
Council of Turkey (TUBITAK) (111S5262).
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1. GIRIS

Norofibromatozis Tip 1, goriilme sikligr 1/3500 olan, deride pigmentasyon
bozukluklar1 (“Café-au-lait” lekeler, koltuk alti ve kasik bolgelerinde ¢illenme),
iskelet ve kardiyovaskiiler sistem bozukluklari (skolyoz, hipertansiyon), Lisch
nodiili, sinir sisteminde tiimoérlesmeye yatkinlikla karakterize, otozomal dominant
kalitilan bir hastaliktir (1,2). Merkezi sinir sistemi (optik gliom) ve periferik sinir
sisteminde (norofibrom) tiimoérlesmeye sebep oldugu icin kansere yatkinlik
sendromu olarak da adlandirilir. NF1 hastalarinda Nfl geninin bir allelindeki
mutasyona ek olarak ikinci bir mutasyon sonucu saglikli allelin kaybi timor

olusumuna sebep olur (LOH).

Norofibromatozis Tip 1 gen {iriinii ndrofibrominin GTPaz aktive edici bdlgesi
RAS ile etkilesir. Norofibromin hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve morfogenezini
kontrol eden Ras sinyal yolaginin negatif regiilatorii olmasi nedeniyle tiimor
baskilayici protein olarak adlandirilir. Norofibrominin bulunmadigr ya da mutant
oldugu durumlarda Ras sinyal yolag: tarafindan kontrol edilen diger proteinlerin de

islevleri degisir (3-6).

NF1 hastaliginin karakteristik bulgularindan biri periferik sinir sistemini tutan
norofibromlardir. Norofibromlar Schwann, perinéral, mast hiicreleri, néron ve
fibroblastlardan olusan heterojen dokular olmakla birlikte ana bileseni Schwann
hiicreleridir (5,7). NF1 hastalarinda beyin ve spinal kanal timér gelisim riski, normal
topluma gore 40 kat, optik glioma gelisme riski 1000 kat, yumusak doku sarkomlar1
riski 50 kat, juvenil miyelomonositik 16semi (JML) gelisme riski 200 kat, akut
lenfoblastik 16semi (ALL) riski ise bes kat artmistir (6). NF1 patogenezinde sinir
hiicrelerinin asir1  dallanip biiyiimesinden yola g¢ikarak hiicre iskeletinde ve
morfogenezinde etkili olan proteinlerin ifadesinin ve bu ifadeyi etkileyen faktorlerin

klinik tabloyu degistirebilecegi ileri siiriilmektedir.

NF1 zemininde gelismis tiimor dokularinda farklilik gosteren proteinlerden
bir kism1 nérofibromin ile dogrudan etkilesirken diger bir kism1 Ras sinyal yolaginin

elemanlar1 ya da onlarin diizenledigi proteinlerle etkilesir. Bunlardan CRMP-2



(Collapsin Response Mediator Protein 2) ve Kofilin aktivitesi, Rho kinaz tarafindan,
Koronin 1A ve 1B ise PKC (Protein Kinase C) tarafindan fosforilasyonla

diizenlenmektedir (8).

Literatiirdeki kanser dokular1 ¢aligmalari Koronin 1A’nin Ras sinyal yolagi
hastaligi olan NF1 ile iligkili kanser tiirlerinde de etkili olabilecegini

diistindiirmektedir.

Tez caligmasi sirasinda, Koronin 1A’nin varlig, yerlesimi ve ifadesi normal
Schwann hiicrelerinde ve NF1 iliskili timdrlerde arastirildi ve timor olusumundaki

rolii acisindan degerlendirildi.

Calismamizda oncelikle Schwann hiicre kiiltiirinde ve dondurulmus timor
dokusundan alinmig kesitlerde Koronin 1A proteininin varligit ve yerlesimi

immiinfloresan boyama yontemi kullanilarak gosterildi.

Schwann hiicre kiiltiirlerinde ve doku Kkesitlerindeki varligi gosterilen
Koronin 1A’nin ifade diizeyi Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi

kullanilarak belirlendi.

Hiicre iskeleti proteinleriyle iliskili oldugu bilinen ve farkli kanser tiplerinde
rolii oldugu gosterilen Koronin 1A’nin NF1 iligkili tiimorlerdeki durumunun ortaya

konmasi tiimor dokusunun gelisiminin anlasilmasina katkisi olacaktir.



2. GENEL BILGI
2. 1. Norofibromatozis Tipl

Norofibromatozis Tip 1 (NF1: MIM # 162.200) insan sinir sistemini
etkileyen hastaliklar icerisinde ensik gozlenen tek gen hastaligidir. Norofibromatozis
Tip 1 (NF1, diger adi1 da Von Recklinghausen hastaligi), goriilme sikligi 1/3500 olan,
deride pigmentasyon bozukluklar1 (“Café-au-lait” lekeler, koltuk alt1 ve kasik
bolgelerinde cillenme), iskelet ve kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 (skolyoz,
hipertansiyon), Lisch nodiilii, sinir sisteminde tiimorlesmeye yatkinlikla karakterize,
otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir. Merkezi sinir sistemi (optik gliom) ve
periferik sinir sisteminde (ndrofibrom) tiimorlesmeye sebep oldugu igin kansere
yatkinlik sendromu olarak da adlandirilir. Nf1 geninde olusan mutasyonlar ile Nfl
gen lirlinii olan norofibrominin yapist degisir ve NF1 hastalig1 ortaya ¢ikar. NF1
hastalarinda Nfl geninin bir allelindeki mutasyona ek olarak ikinci bir mutasyon
sonucu saglikli allelin kaybi tiimor olusumuna sebep olur. Norofibromatozis 1 geni,
norofibromin olarak adlandirilan, GTPazi-aktive eden bir proteini (GAP) kodlar.
Sitoplazmik bir protein olan nérofibromin, sinir sisteminde yiiksek miktarda bulunan
timor baskilayici proteindir (1,2,3,7,9).

NF1 Klinik Tani1 Kriterleri

2 ya da daha fazla kriterin varligi tan1 belirleyicidir (4).
(NIH consensus development conference 1988)

Tablo 2.1. NF1 klinik tam kriterleri

6 veya daha fazla café au lait lekesi

O

» Cocuklarda ¢ap1>0.5 cm
» Erigkinlerde ¢ap1 >1.5 cm

o 2 veya daha fazla sayida kiitandz/subkiitan nérofibrom ya da 1 tane pleksiform nérofibrom

o Aksiler veya inguinal ¢illenme

o Optik gliom

o 2 veya daha fazla Lisch nodiilii (iris hamartomu)

o Kemik lezyonlar1

» Sfenoid kemik displazisi
» Uzun kemiklerde deformiteler +/- psddoartroz

o NF1 tanist almis birinci derece akraba




2. 2. Nf1 Geni ve Norofibromin

Norofibromatozis Tip 1 geni 17. kromozomun uzun kolunda perisentrik
bolgededir (17q 11,2), 350 kb boyutunda 60 ekzondan olusur ve 1990°da
klonlanmistir. Tam uzunluktaki mRNA’s1 11-13 kilobazdir ve ekzon 9a, 10a-2, 23a,
48a’da olmak tiizere dort farkli alternatif mRNA’s1 vardir(4,7,10). Nfl geni, intron
27b bolgesinde OMGP (“Oligodendrocyte-myelin  Glycoprotein”), EVI2A
(“Ecotropic Viral Integration Site 2A”) ve EVI2B (“Ecotropic Viral Integration Site
2B”) olarak adlandirilan ve ters yonde ifade edilen ii¢ gen tasir (9,10).

Nfl gen iriiniinérofibromin molekiilii i¢in ¢esitli fonksiyonel bolgeler ve
aktiviteler tamimlanmaktadir ancak kesin olarak belirlenmis olan fonksiyonu
RasGAP (GTPase activating protein) aktivitesidir. Bu protein 2818 aminoasitten
olusmakta olup, ekzon 21-27 bolgesinden kodlanan 369 amino asitlik bir santral
bolgesi bulunmaktadir [GAP (GTPase activatingprotein)-related domain (GRD)]
(7,9,11). Bu bolge GAP'n katalitik bolgesi ile homoloji gosterir ve RASyolunun
inhibisyonunda goérev almaktadir. GAP, GTPaz"1 stimiile ederek p21/Ras'n GTP
bagli aktif formunu inaktif forma c¢evirir. Bu nedenle hiicre bdliinmesi ve
cogalmasin1 kontrol eden Ras sinyal yolaginin negatif regiilatoriidiirvetimor

baskilayici protein olarak kabul edilmektedir (6,11,12).

NF1 hastalarinda saglikli allelin kaybi (LOH) buna bagli olarak

norofibrominin iglevini yerine getirememesi sonucu timor olusumu gozlenir (6).

2. 3. Norofibrom ve Olusumu

Bir sinirin enine kesitinde en dista, sinirin biitiiniinii 6rten epindryum tabakasi
yer alir. Bunun altinda pek ¢ok sinir lifi ve Schwann hiicreleri gruplar halinde sinir
fasikiiliinii (nerve bundle) olusturur. Bir periferik sinir iginde ortalama 3-5 fasikiil
bulunur. Her fasikiil perindral hiicrelerin konsentrik tabakalariyla cevrilir. Bu
Ozellesmis hiicreler perinéryumun elemanlaridir ve birbirleriyle siki baglantilar
kurarlar boylece biiylik molekiillerin gegmesini 6nleyen bir bariyer olustururlar. Bu

hiicrelere ek olarak fibroblastlar, endoteliyal hiicreler ve mast hiicreleri de sinir



fasikiiliinde yer alir (Sekil 2.3.A). Gelisim, hareket, sag kalim, ¢ogalma, biiylimenin
durmasi, farklilagsma gibi hiicresel fonksiyonlar sirasinda her bir hiicre digerinden

gelen sinyale gore davranir (6,13,14).

Akson /”“;\"\\
Schwann @ G)Q .
perindral o O
hiicre -7 6’\

hiicre
)
fibroblast @
mast hiicre \.,Q:/ \ [g‘/”,g-\\- Q)Fg
N1 +/- sinir kildi L Q;% // C(gq(’

Noérofibrom

Sekil 2.3.A. Normal sinir kilifi ile nérofibromun karsilastirilmas: (19,22).
Norofibromlar, periferik sinir kilifinda bulunan hiicre gesitlerini ve Nf 7 Schwann
hiicreleri igerir. Norofibromdaki Schwann hiicreleri sinir kilifindan farkli olarak

aksonlardan ayrilmistir.

Norofibromlarda normal sinir dokusundaki tiim hiicreler bulunur fakat
Schwann hiicreleri  sinirlerden uzaklasmig ve perindryum yapist bozulmus
durumdadir. Hiicreler arasi bag zarar gormistir (Sekil 2.3.A). Bunun sonucunda
noronlar ya da mast hiicrelerinin baslatic1 sinyalleriyle biiylime faktorii salinimi
artarak tiimor dokusundaki hiicre gruplarinin ¢ogalmasi gézlenir (Sekil 2.3.B).

Norofibromlar Dermal ve Pleksiform norofibrom olmak tizere 2 farkli alt
gruba ayrilir. Dermal (kutan6z) norofibromlar dermiste geligir. Pleksiform
norofibromlar major periferik sinirlerin pleksusuna uzanan biiylik kitlelerdir.
Norofibromlar Schwann, perindral, mast hiicreleri, néron ve fibroblastlardan olusan
heterojen dokular olmakla birlikte ana bileseni Schwann hiicreleridir (13,15).

Schwann hiicreleri, yiiksek diizeyde norofibromin ifade eden glial

hiicrelerden biridir. Glial hiicreler sinir sisteminin ndronal olmayan, sinir sistemini



destekleyen, besleyen ve homeostazini saglayan hiicre grubudur. Schwann hiicreleri,
sinir sisteminin temel elemanlar1 olan ndronlarin fonksiyonlar1 ve devamlilig1 i¢in
vazgecilmezdir. Sinaptik uyarilarn iletemezler ancak hayatlarinin sonuna kadar
boliinme yetenegine sahiptirler. Schwann hiicreleri hiicre hasarlarinin tamiri, akson

miyelinizasyonu ve ndronlarin yonlendirilmesinden sorumludur (16).
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Sinir dokusundaki Schwann hiicrelerinde Nf1
geninin bir allelindeki mutasyona ek olarak ikinci
[~ bir mutasyon sonucu saghkh allelin kaybi
parakrin sinyal yolag: aracihgi ile heterozigot NF1
hiicrelerin bdlgede toplanmasina neden olur.

Norofibrom

Nf’ schwann hiicrelerinde olusan diger
mutasyonlar ile malin ilerleyis gozlenir.
(p53 v.b.)
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Sekil 2.3.B. Norofibrom olusumu. Schwann hiicrelerinde Nfl geninin bir
allelindeki mutasyona ek olarak ikinci bir mutasyon sonucu saglikli allelin kaybi

gdzlenmistir. Nf"Schwann hiicreleri nrofibrom dokusunda bulunur (17).

Norofibromlarda bulunan Schwann hiicrelerinin kdkeni nérofibrom tiiriinde
biiyiikk rol oynamaktadir. Norofibromlarin neoplastik hiicreleri Schwann hiicreleri
olarak kabul edilmektedir. Hayvan modelleri ile yapilan c¢aligmalarda dermal
norofibromlarin kdkeninin SKP (“Skin-Derived Precursor”) hiicreleri, pleksiform
norofibromlarin kékeninin ise noral krest hiicrelerinden gelisen Schwann hiicreleri
oldugunu gostermistir (Sekil 2.3.C). Bu yiizden dermal ve pleksiform nérofibromlar

arasinda yapilan transkriptom analizleri basarisizlikla sonuglanmistir (17).
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Sekil 2.3.C. Schwann hiicrelerinin gelisimi. Schwann hiicrelerinin kokenine

bagli olarak noérofibromlarin tiirii degismektedir (17).

Sinir sistemi hiicrelerinden 6zellikle glial hiicrelerde yiiksek diizeyde bulunan
S100 proteini, geni 21q22.3 te lokalize, “helix-loop-helix” yapida diisiik molekiiler
agirlikta (9-13 kDa), 2 adet Ca' baglanma bolgesi iceren protein ailesindendir.
1965°te beyin protein fraksiyonunda bulunmus, sonraki c¢alismalarda birbirine ¢ok
benzeyen S100A1 ve S100B olmak iizere 2, toplamda ise 21 adet farkli timor ve
epidermal farklilasmaya spesifik S100 oldugu anlasiimstir. Ozellikle astrositler
olmak tizere glial hiicrelerde S100B ifadesi yiiksek diizeydedir (18,19). S100B

Schwann hiicre belirteci olarak kullanilir.



2. 3. 1. Dermal Norofibrom

Dermal (kutan6z) noérofibromlar sinir lifleri ya da sinir fasikiiliinden koken
alip dermis ya da epidermisde geliserek c¢ok gesitli boyutlarda olabilir. Bunlar iyi
huylu tiimorlerdir ancak yerlesimine bagli olarak agrili ve kasintili olabilir. Tiimor
dokusu hiicresel heterojenite gosterir (6,10,13,20). Dermal norofibromlarin

kokeninin SKP oldugu hayvan modelleme ile gosterilmistir (17).
2. 3. 2. Pleksiform Norofibrom

Pleksiform norofibromlar, dermal noérofibromlarinaksinemajor periferik
sinirlerin pleksusuna uzanan biiyiik kitlelerdir, diffiizdiir, sinir boyunca biiyiirler,
birden ¢ok sinir dali ve pleksusu kaplayabilirler.

Bu tiimoérler de iyi huylu olmasina ragmen kotii huylu karakter kazanmaya
yatkindir. Hiicresel yapilanmalari dermal nérofibromlara benzer olmakla birlikte
gelisim zamanlari, tiimorlesme mekanizmalar1 ve kdken aldiklart hiicre tipi farklidir
(212).

Literatiirde norofibrom dokusundaki homozigot mutant Schwann hiicrelerinin
(Nf'/'), heterozigot hiicrelere (Nf+/') gore daha hizli ¢cogaldigini gdsteren ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bu bulgular da nérofibrominin biiylimenin negatif diizenleyicisi

oldugunu desteklemektedir (22-24).
2. 3. 3. Astrositom

Astrositler beynin i¢inde ve omurilikte bulunan glial hiicrelerdir. Bu hiicreler
sinir sistemi i¢in besin saglar, iyon dengesini korur ve herhangi bir kitlesel yaralanma
sonrasi beyin ve omurilik onarimma yardimci olur.Astrositomlar, astrositlerden
koken alan bir gliomadir, ¢ocuklarda daha siktir, siklikla serebellumda gelisir.
Eriskinlerde ise tiim primer tiimoérlerin %10"unu olusturur ve genellikle serebral

hemisferlerde yerlesir (8).



1. Pilositik astrositom (Grade 1): Diisiik grade’li glial tiimorlerin tipik olarak

cocuk ve genc¢ erigkinleri etkileyen, sik bir varyantidir. Tiim intrakranial glial

tiimorlerin %4- 5’ini olusturur.

2. Diffiiz astrositoma (Grade 2)
3. Anaplastik astrositoma (Grade 3)
4. Glioblastoma (Grade 4)

2. 3. 4. Malin Periferik Sinir Kilifi Tiimorii (MPNST)

Malin periferik sinir kilifi tiimori ileri derecede agresif malin bir tiimordiir.
NF1’de malin periferik sinir kilifi tiimort, periferal sinir kilifindan ya da pleksiform
norofibromdan orijin alir (Sekil 2.3.4). Insidanst normal popiilasyonda %0.0001
iken, Norofibromatozis Tip 1(NF1)'li hastalarda hayat1 boyunca malin periferik sinir
kilift tiimorii olusma olasiligi %4—%5’tir (25,26).
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Sekil 2.3.4. MPNST olusumu. Sitoplazmik sinyal yolaklart , timor
baskilayict genler, biiyiime faktorii sinyalleri ve bu biiyiime faktorlerinin
reseptOrlerinin seviyeleri pleksiform noérofibromdan Malign Periferal Sinir Kilifi

Tiimorii olusumunda anahtar rol oynamaktadirlar (25).



2. 4. NF1’de Rol Oynayabilecek Aktin ile iligkili Proteinler

NF1 patogenezinde hiicre morfogenezinde etkili olan proteinlerin ifadesinin

klinik tabloyu etkileyebilecegi ileri stiriilmektedir.

Hiicre iskeletinde aktin dinamikleri dnemli rol oynar ve aktin dinamiklerini

baslica kontrol eden proteinler
|

Koronin 1A ARP2/3 Kofilin

2. 4. 1. ARP2/3 (' Actin Related Protein 2/3)

ARP 2/3, dinamik aktin olusumu olan bolgede lokalize, aktin niikleasyonu ve
aktin filamentlerinin dallanmasin1 saglayan 7 alt {initeden olusan, aktin hiicre
iskeletinin regiilasyonundan sorumlu bir protein kompleksidir. ARP 2 ve ARP 3 alt
tinitelert monomerik aktin ile etkileserek yeni aktin filamentleri i¢in niikleasyon
bolgesi olarak gorev alir. Ayrica bu kompleks var olan “ana” filamente baglanir ve

“yavru” filamentin 70° a1 ile dallanmasim saglar (27).

Hiicrede aktin filament olusumu plazma  membranina yakin bdolgede
gerceklesir. Bu filamentler ATP-Aktin ve ADP+Pi-Aktince zengindir. Koronin’in
ATP-Aktin’e afinitesi ADP-Aktinden fazladir. Koronin, j§ tabakasindan ATP-Aktin’e
baglanir. Bu baglanma ATP-Aktin’i Kofilin tarafindan  gergeklestirilen
depolimerizasyondan korur. Koronin 1A ARP 2/3 ile etkilesime girerek ARP 2/3
kompleksinin islev gorecegi plazma membrani altinda lokalize olmasini saglar (28)

( Sekil 2.4.1).
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Sekil 2.4.1. Koronin 1A nin ARP2/3 kompleksi ve Kofilin iizerindeki etkisi.
Koronin 1A, ARP2/3’e baglanarak filament bolgesinde toplanmasini saglar (28).

2. 4. 2. Kofilin

Aktif Kofilin, aktin filamentlerini depolimerize etmekte, birbirinden
ayirmaktadir.Eski filamentler ADP-Aktinden olusup hiicre korteksinin distalinde
bulunur. Kofilin bu filamentlerin kesim ve depolimerizasyonunu gergeklestirir
(29,30) (Sekil 2.4.2). Kofilin ve ADF (Actin depolymerizing factor) proteinleri aktin
filamentlerinin depolimerize olan ucundan monomerlerine ayrilmasini saglar. Serin
amino asidinden fosforlanan Kofilin aktin sarmalinin monomerlerinin arasindaki
etkilesimi azaltir ve filament yikimini baglatir (31). Aktin ile iliskisi hiicrenin pH

diizeyinden etkilenir (32).

A G/F-site
Vos

Sekil 2.4.2 Kofilin proteininin yapis1 (29).
G/F-site: G- aktin ve F-aktin baglanma bolgesi.
F-site: F-aktin baglanma bolgesi.
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2. 4. 3. Koronin protein ailesi ve Koronin 1A

Koroninler ilk olarak1991°de Dictyostelium discoideum’da daha sonra
1998’de insan ve fare gibi omurgalilarda bulunmustur ve bitkiler disinda tiim 6karyot
canlilarda varlig1 gosterilmistir. Koronin ailesi proteinleri amip, dglena gibi ilkel
omurgasiz canlilarda da goriilen ve evrim siirecinde korunmus olan proteinlerdir (33)

(Sekil 2.4.3.A).

) (11 vertebrates) coronin 1 - CRN1 (CORO1E)
0.2 aa replacements per site .
P (17 vertebrates) coronin 2 - CRN2 (CORO1C)

(18 vertebrates) coronin 3 - CRN3 (COROE)
=——""{i0 vertebrates)| coronin 4 - CRN4 (CORO14)
(1 coronin 8 - CRN8 (invertebrates)
(16 vertebrates) coronin § - CRNS (CORO2A)

(16 vertebrates) coronin & - CRNG (COROZE)
coronin 9 - CRN9 (invertebrates)

Metazoa
‘-q Fungi coronin 7 NT - CRN7 (COROT)
Amoebae
Metaz
‘q Fung . ¢ coronin7 CT - CRNT (COROT)
Amoebae

[ | Alveolata L coronin 10 - CRN10
Parabasalids
} Fungi (yeasts) coronin 11 - CRN11
TToie o et (12) Euglmuzna} coronin 12 - CRN12

Sekil 2.4.3.A. Korunmus Koronin protein ailesinin filogenetik agaci (34).

Koronin, evrimsel olarak korunmus ve WD (triptofan-aspartik asit) tekrarlari

iceren aktine baglanan homodimerik protein ailesidir (Sekil 2.4.3.B).

Koronin ailesinin proteinleri, N-terminalinin ardindan bes standart WD40
tekrarlari, korunmusg bir C-terminali sonrasinda yerlesim gosteren U bolgesi ve C-
terminal sonunda “coiled-coil” (CC) bélgesi igerir (35) (Sekil 2.4.3.B). CC bolgesi
ise losin fermuar motifi tasir, koronin proteinlerinin oligomerizasyonu, aktin
filamentlerine tutunmasi ve aktin filamentlerinin organizasyonu i¢in 6nemlidir (34,
36).WD40 tekrarlar aktin filamentlere baglanmada, PKC ile fosforlanmada, aktinden
bagimsiz olarak hiicre zarina baglanmada 6nemli rol oynar. Koronin 1 proteini biri N
terminal, digeri WD tekrar bolgeleri olmak iizere iki bolgesinden aktine baglanir

(37). Koroninler go¢ eden hiicrelerin on taraflarinda yogunlagan aktin agi ve
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fagositik cebi olusturan aktin ortii ile birlikte yerlesip, bu yapilarin olugsmasinda itici

bir gii¢ olarak ¢alisir (38-40).

NE B-tabakasi

Sekil 2.4.3.B. Koronin proteininin yapist A) Koronin proteininin -tabakali
pervane ve C-terminalde “coiled-coil” bolgesi (34, 36). B) Koronin 1A proteininin

olusturulmus 3 boyutlu yapisi (33).

Koroninler Arp2/3, Kofilin gibi hiicre iskeleti olusumunda rol alan
proteinlerin islevini kontrol eder (41).Aktin polimerizasyonunda hiz siirlayici
basamak olan niikleolizasyondan sorumlu olan Arp2/3, Koronin 1A ile birlikte aktin
dinamiklerini kontrol eder (28, 42) (Sekil 2.4.1). Insan nétrofil preparatlarinda
Koronin ve Arp2/3’lin bir arada bulunmasi birlikte aktini kontrol ettigini destekler
(43). Koroninin Arp2/3 ile iligskisi PKC tarafindan fosforilasyonu sonucu baskilanir
(44-47).
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Memelilerde alt1 farkli Koronin proteini bulunur. (Tablo 2.4.3) (Sekil 2.4.3.C)

Tablo 2.4.3. Koronin proteini ailesi liyeleri ve gorevleri

TIiP 1 KORONINLER

Koronin 1A

Temel olarak hematopoietik doku ve hiicrelerde ve noronal
dokularda ifade edilmektedir. Mononiikleer fagositik
hiicrelerden mikroglia hiicreleri merkezi sinir sisteminde
bulunur ve sistemin savunmasinda rol oynar. Mikroglia
hiicrelerinde de Koronin 1A’nin ifade edildigi ve hiicresel

belirteg oldugu gosterilmistir (48).

Koronin 1B

Bir¢ok dokuda yiiksek diizeyde ifade olmaktadir ve omurilik

hasar1 sonrasinda ifade diizeyinin arttig1 gosterilmistir (49).

Koronin 1C

Koronin 1B’ye benzer sekilde bircok dokuda ifade
edilmektedir, ancak ifade diizeyinin daha diisiik oldugu
bilinmektedir. Koronin 1A ya yapisal olarak benzerlik gosteren
Koronin 3 {in (Koronin 1C) malin diffiize glioma tiplerinde
ifadesinin iyi huylu diffiize glioma tiplerinden daha yiiksek
oldugu bulunmus ve kanser ciddiyetinde rol aldig
diistinilmiistiir (50).

TiP 2 KORONINLER

Koronin 2A

Testislerde, over, uterus ve beyinde ifade oldugu gosterilmistir
(51). Kemik iliginden elde edilmis makrofajlarin niikkleusunda
NCoR (nuclear receptor co-repressor) kompleksinin bir pargasi

oldugu ve inflamasyonda gorev aldigi da gosterilmistir (52).

Koronin 2B

Genel olarak beyinde ifade olmakla birlikte diger bir¢cok
dokuda da diisiik diizeyde ifade oldugu gosterilmistir (51).

TiP 3 KORONIN

Koronin 7

Beyin, bobrek, timiis ve dalakta yiliksek olmak iizere diger

bircok organda ifade oldugu gdsterilmistir.
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Sekil 2.4.3.C. Koronin grubundaki Koroninlerin yapisinin sematik
olarak gosterilmesi Koroninlerin N-terminalinde yedi WD40 tekrarindan olusan -
tabakali pervane seklindeki bolgesi (f-propeller) ve C-terminaldeki “coiled-coil”

(sarmal) bolgesi bulunur (47).

Son yillarda Koronin protein ailesinin tiimor dokularindaki durumu ile ilgili
literatlirde birbirinden bagimsiz ¢alismalar bulunmaktadir.

Giovanni ve arkadaslari tarafindan, noronal plastisitede gorev alan yeni
molekiillerin tanimlanmasi amaci ile oligoniikleotid “microarray” kullanilarak
yapilan ¢aligmada hiicre adezyonunda, sinaptik plastisitede ve hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesinde gorevli Rabl3 ve Koronin 1B adli iki protein
tanimlanmistir. Rab13 kii¢iik GTPaz ailesi iiyesi bir proteindir. Koronin 1B ise aktin
ile ilisgkili bir proteindir ve F aktin ile iliski iginde oldugu gosterilmistir . In vivo ve in
vitro’da yapilan ¢alismalar sonucunda Koronin 1B ve Rab13’{in aksonal plastisitede

etkili olan iki protein oldugu gosterilmistir (49,53).

Biase ve grubunun 2005 yilinda yaptiklart ¢alismalarinda, siganlar iizerinde
deneysel olarak bir omurilik hasar1 olusturulmus ve gen ifade profilindeki degisim
oligoniikleotid “microarray” yontemi ile incelenmistir. Bu ¢alismada, nérona 6zgiil
genlerin ve transkripsiyon faktorlerinin daha 6nceki “microarray” c¢alismalarindan
farkli bir yaklagim ile gruplandirildigi, bu nedenle 6nceki ¢alismalara oranla daha
etkin bir analiz yapildig1 belirtilmektedir. Bu calismada, deneysel olarak olusturulan
hasar sonrasinda hasar bolgesinde aktin hiicre iskeleti ile iligkili olan Koronin 1B ve

Koronin 1A’in ifadesinin 7. glin sonunda siras1 ile 2,11 ve 5,05 kat artis gosterdigi
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belirlenmistir. Koronin 1B’nin aksonal plastisitede etkili olan bir protein oldugu daha

once gosterilmistir (54).

Bu caligmalar; Koronin protein ailesi iiyelerinden Koronin 1A ve Koronin
I1B’nin aksonal plastisitede etkili olan iki protein oldugunu gdostermistir.

Rejenerasyon ve kanser patogenezi benzerlik gosteren olaylardir.

Yanagisawa ve arkadaslarinin ¢alismasinda immun yetmezIligi olan farelerde
primer diffiiz ve solid lenfoma dokular1 olusturulmus, daha sonra bu dokulardan
hiicre kiiltiirleri kurulmustur. Hiicre kiiltiirlerinden alinan 6rnekler “microarray”
teknikleriyle analiz edildiginde 26 654 gen icinde 105 genin ifadesi diffiiz ve solid
lenfomalar arasinda farkli bulunmustur. Bunlardan biri olan Koronin 1A’nin solid
lenfomalardaki ifadesinin diffiiz lenfomalara gore daha yiliksek oldugu saptanmustir.
Ayni ¢alismanin ikinci basamaginda 12 insan solid timér 6rnegi de incelenmis ve

Koronin 1A ifadesinin farelerde yapilan ¢alismaya benzer oldugu belirtilmistir (55).

Koronin 1A’nin timorlerde farklilik gosteren proteinler arasinda yer almasi
tiimdr olusumunda rol alabilecegini isaret etmektedir. Insan odontojenik timor
dokulartyla yapilan bir diger "“microarray”" ¢alismasinda da 19000 gen iginde 506
genin timor dokularinda degisiklik gosterdigi bulunmustur. Degisiklik gozlenen
genlerden birt Koronin 1A’dir ve kotii huylu tiimor dokularindaki ifadesi 1y1 huylu

tiimor dokularindan daha yiiksek bulunmustur (56).

NF1 hastalarinda beyin ve spinal timor gelisim riski, normal topluma goére 40
kat, optik gliom gelisme riski 1000 kat, yumusak doku sarkomlar1 riski 50 kat,
juvenil miyelomonositik 16semi (JML) gelisme riski 200 kat, akut lenfoblastik 16semi
(ALL) riski ise bes kat artmistir (6).NF1 patogenezinde hiicre morfogenezinde etkili
olan proteinlerin ifadesinin klinik tabloyu etkileyebilecegi ileri siiriilmekte olup bu
konunun yeni ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Bu nedenle Koroninl A’nin
cesitli hiicrelerde, ozellikle NF1 tiimorlerinin baskin hiicre grubunu olusturan

Schwann hiicrelerinde ifadesinin gosterilmesi bu ¢alismalara katki saglayacaktir.

Tiimor dokusunun hiicresel kokenine gore Koronin ailesi liyelerinin etkiside
farkli olmaktadir. Bu tez c¢alismasinin amaci Norofibromatozis Tip 1 ile iligkili

tiimorlerde Koronin 1A ifadesindeki farkliliklar: ortaya koymaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Calismada Kullanilan Kimyasal Gerecler ve Cozeltiler
3. 1. 1. Hiicre Kiiltiirii
» Schwann hiicresi (Patrick M. Wood, “The Miami Project to Cure Paralysis and
the Department of Neurological Surgery, School of Medicine, Miami, Florida”)

> Insan Schwann hiicreleri (Sciencell Cat. No.:1700)

Hiicre Kiiltiir Malzemeleri

e FCS (Fotal Dana Serumu) (Gibco/Invitrogen)

e DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Gibco/Invitrogen)
e Penisilin / streptomisin (Biochrom) (1 mg/ml)

IBMX ( 3-izobiitil-1-metil-ksantin) (Sigma) (50 mM)

B — heregulin (R&D Systems EUROPE Ltd) (10 pg/ml)

Forskolin (Sigma) (2 mM)

Insiilin (Sigma) (500 pg/ml)
1XPBS (Phosphate buffer saline) (Sigma)

Poli-L-lizin (Sigma) (1 mg/ml)

Laminin (Gibco/Invitrogen) (16 pg/ml)
Tripsin EDTA (Gibco/Invitrogen)

Versene (Gibco/Invitrogen)

Kiiltiir Ortamu Icerigi

DMEM

FCS : % 10
1XPBS : % 1
IBMX : 0,5mM
B — heregulin : 10 nM
Forskolin : 0,5 uM
L-Glutamin : %1
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Besin ortamina 500pg/ml konsantrasyona sahip insiilin’den 5 pl/Iml, her

besleme sirasinda taze olarak eklendi.

» Ticari olarak satin alinan hiicrelerde Insan Schwann Hiicre Kiiltiir Ortami

kullanildi (Cat. No.:1704).

3. 1. 2. immiinfloresan Boyama malzemeleri

1XPBS (Phosphate buffer saline) (Sigma)

Triton X-100 (Sigma) :0,2% / PBS(v/v)
Keci Serumu (Sigma) : 10% / PBS (v/v)
Si1gir serum albumini (Sigma) : 10% / PBS (w/v)
Tween 20 :0,1% / PBS (v/v)

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

Fare anti-Koronin1A monoklonal antikoru (Novus)

Floresan Isaretli ikincil Antikorlar : Anti-tavsan Alexa Fluor 568 (Molecular Probes)
Anti-goat Alexa Fluor 488 (Molecular Probes)

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma)

ProLong Antifade Kit (Invitrogen / Molecular Probes)

PAP-PEN

3. 1. 3. RNA izolasyonu malzemeleri

Trizol (Invitrogen)

Kloroform (Invitrogen)

Izopropanol (Applichem)

Etanol (Riedel-de Haen)

DEPC (Dietil pirokarbonat) (Sigma)
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3. 1. 4. RNA Kkalite kontrol jeli

%1 Agaroz jel:

Yiikleme tamponu:

3. 1. 5. cDNA sentezi

QuantiTect Reverse Transcription Kit:

(Qiagen)

Agaroz (RNA grade) (Prona)
DEPC’li su (%0,1v/v) (Sigma)
10xMOPS (Sigma)

Formaldehit (%37) (Applichem)

Formaldehit (Applichem)

Formamit (Sigma)

Gliserol (Sigma)

Na2EDTA (1mM) (Applichem)
BPB(brom-fenol mavisi)

DEPC’li su (Sigma)

EtBr (10 mg/ml distile H20) (Sigma)

gDNA Wipeout Buffer (7X),
Quantiscript Reverse Transcriptase,
Quantiscript RT Buffer,

RT Primer Karisimi,

RNaz i¢cermeyen distile su

3. 1. 6. Gercek Zamanh (Real Time) PZR malzemeleri

“Corbett Rotor Gene 6000” cihazi

= Syber-GreenJump-start Taq Readmix (2X) :20 mM tris-HCL, pH 8,3

100 mM KCL, 0.4 mM dATP,
0.4 mMdTTP, 0,4 mM dGTP,
0.4 mM dCTP, 0.4 mM dATP,
Stabilizator,

0.05 u/ul taqg DNA polimeraz,
Jump Start Taq Antibody,
SYBER Green boyasi
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MqCl; (Sigma) 25 mM

10 uM insan Koronin 1A, s100. B-aktin primerleri

10 uM insan Koronin 1A primerleri (metabion)
Koronin 1A forward primeri 5’-GCTGCACGAGCGGAGGTGTG-3°
Koronin 1A reverse primeri 5’-ATCCGAGCTGGGAGTGCCAC-3’

10 uM insan B-aktin primerleri (lontek)
[-aktin forward primeri 5’- CGCAAAGACCTGTACGCCAAC -3’
B-aktin reverse primeri 5’- GAGCCGCCGATCCACACG -3’

10 uM insan S100 primerleri (metabion)
S100forward primeri 5’-GGATGTCTGAGCTGGAGAAGGCC-3’
S100reverse primeri 5>-TTGTTGATGAGCTCCTTGAGTTCGG-3°

3. 1. 7. Agaroz Jel Elektroforezi Malzemeleri

Agaroz Molekiiler biyoloji kullanim1 safliginda
(Prona)

Tris-asetat tamponu (pH 8,0) Tris baz (Merck) 2M
Glasiyal asetik asit (Merck) 1,14 ml
Na,EDTA 0,5M

Yiikleme tamponu Gliserol (Merck) 55 ml
1XTAE tamponu 4,5 ml

Orange G boya (Merck) 0,01 gr

EtBr 10 mg/ml distile H,O
Molekiiler agirlik belirleyicisi 50 bp DNA ladder (Fermentas)
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3. 2. Calismada Kullanilan Yontemler

3. 2. 1. Normal Schwann Hiicresinin Elde Edilmesi

Insan sural sinir dokusundan alinan &rnekten Schwann hiicresinin izole
edilmesiyle elde edilir. Bu ¢alismada kullanilan Schwann hiicreleri Amerika Birlesik
Devletleri Miami Universitesi “The Miami Project to Cure Paralysis and the
Department of Neurological Surgery, School of Medicine, Miami, Florida” ‘dan Dr.
Patrick M. Wood tarafindan gonderilmistir. Hiicreler yeterli olmayinca Sciencell

firmasindan katalog numarasi 1700 olan insan Schwann hiicreleri satin alinmistir.

3. 2. 2. Normal Schwann Hiicrelerinin Uretilmesi

Insan Schwann hiicreleri ile insan Schwann hiicre kiiltiir ortami kullanildi.
Kiiltiir ortam icerigi firma tarafindan belirlenmistir.

e Hiicreler % 5 COyigeren 37 °C etiivde iiretildi.

3. 2. 3. Schwann Hiicrenin Uretilecegi Kiiltiir Kab1 Yiizeylerinin

Kaplanmasi islemi
Kiiltiir kaplart Schwann hiicrelerinin yiizeye tutunmasint kolaylagtirmak ve
boylece daha gabuk iiremeye baglamalarint saglamak amaciyla poli-L-lizin (4 pg/ml)

ve laminin (16 pg/ml) ile kaplandi.

Kaplama protokolil

e 1 mg/ml ara stok poli-L-lizin 1:10 oraninda seyreltilerek elde edilen 100
ug/ml Poli-L-lisin 25cm? lik kiiltiir kabina 5 ml ilave edildi. Hiicre boyamalarini
verimli bir sekilde yapabilmek i¢in 4 kuyucuklu “chamber slide” kiiltiir kaplar
kullanild1. Her kuyucuga 500ul 1:10 oraninda seyretilmis Poli-L-lizin ilave edildi.

¢ En az 30 dakika olmak iizere 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Soliisyonun fazlasi pipet yardimiyla alindi. 1XPBS ile ii¢ kez yikandi.
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e Laminin 16 pg/ml ara stoktan 4 pg/ml ¢ozelti hazirlanarak 25 cm? lik kiiltiir
kabi igin 5 ml, “chamber slide”n her kuyucugu i¢in 500ul ilave edildi. +4 °C de bir
gece boyu ya da 37 °C de 1 saat inkiibe edildi.

o Tekrar 1 — 3 kez 1XPBS ile yikandi. Kaplanan malzemeler hemen
kullanilmayacak ise 1XPBS ilave edildi ve +4 °C de saklandi. Yeni hazirlanmis

kiiltiir kaplar1 ile ¢alisilmasi tercih edildi.

Kaplama iglemi sirasinda yiizeye degmemeye 6zen gosterildi. Kaplamanin
cizilen, bozulan bdolgesinde fibroblastlar iireyerek Schwann hiicresinin tiremesini

baskilayabilir.
3. 2. 4. Schwann Hiicrelerinin Pasajlanmasi

Normal hiicreler belirli bir alam1 kapladiktan sonra kontak inhibisyon ile
cevredeki hiicrelerin ¢ogalmasini baskilayict faktorler salgilarlar. Bunun yani sira
kiiltiir kabinda biriken hiicresel atiklar ortami asitlestirir ve hiicrelerin 6lmesine yol
acar. Bu nedenlerle hiicrelerin diizenli araliklarla yeni kiiltiir kaplarina aktarilmasi

islemine hiicre pasajlanmasi denir.

e Pasaj islemine baslarken kiiltiir kabinin i¢indeki ortam uzaklastirildi, dnce

1XPBS ile ardindan 25 cm?kiiltiir kabr igin 1 ml Versene ile yikandi.

e 3 — 5 dakika tripsin ile muamele edildi, bulaniklagan Tripsinden hiicrelerin

kalkmasi takip edildi.

e Tripsinin iki kati hacminde kiiltiir ortamu ile tripsin inaktive edildi. Pipetaj

yardimuyla kiiltiir kabinin tiim yiizeyindeki hiicrelerin kalkmasi saglandi.

Kiiltiir kabindaki hiicre siispansiyonu falkon tiipe aktarildi.
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e Hemositometrede hiicre sayimi yapildi. Hiicre siispansiyonu 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen D78532) edildi ve hiicrelerin ¢okmesi

saglandi.

e Hiicre sayimi1 sonucuna gore 300.000 hiicre/ 5 ml olacak sekilde kiiltiir kabina

dagitildi.

3. 2. 5. Hemositometrede hiicre sayimi

Hiicre sayimi i¢in hemositometre (LEVY and LEVY-HAUSSER, Corpuscule
Counting Chamber) kullanildu.

HUCRE SAYISI = Ortalama Hiicre Sayis1 X Sulandirim faktérii X Hacim X 10

3. 2. 6. Hiicre Dondurulmasi

Dondurulma ortami

DMEM : % 80
FCS : % 10
DMSO : % 10

Her bir viale 1 ml aldi, buna gére dondurulma ortami hazirladi.

3. 2. 7. NF1 tiimor dokusunun elde edilmesi

NF1 tanis1 ile Hacettepe Universitesi cesitli iinitelerde izlenen hastalarin,
periferik sinir timérinden 6rneklenen 2 cm®liik taze dokulari vasat (Serumsuz
DMEM) igine alinarak, sivi azotta dondurulup, — 80 °C de saklandi. Dokunun
patolojik tanisi elde edildi.

Tablo 3.2.7. Elde edilen NF1 tiimor dokulari.

HASTA 1 Dermal norofibrom
HASTA 2 Pleksiform nérofibrom
HASTA 3 Pilositik Astrositom
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3. 2. 8. Taze dondurulmus doku kesiti

Doku -80 °C’den ¢ikarilip ¢dziinmeden ortasindan parca kesildi geri kalani

-80 °C’de saklanmaya devam edildi. Doku pargasmi krayo tiipe yerlestirmek icin

doku dondurma ortamina gémiildi. “Shandon SME Cryotome Cryostat” ile 4-6 um

kalinliginda kesitler ylizeye daha iyi tutunmasi i¢in “ISOTHERM positive charged”

lamlar tizerine alindi. 4 giin i¢erisinde immiinfloresan boyama yapildi.

3.2.9. immiinfloresan Boyama

Floresan boyama, doku ve hiicrelerdeki molekiillerin florokrom olarak

adlandirilan renk veren kimyasal maddelerle isaretlenmeleri ile goriinlir hale

getirilmesi teknigidir.

Doku kesitlerinin bulundugu lamlar 30 dakika oda sicakliginda kurutuldu.
PAP-PEN ile doku kesitinin sinirlar1 belirlendi. (Hiicreler ise boyamadan
once poli-L-lizin ve laminin ile kaplanmis “chamber slide” iizerinde iiretildi.

Boyama sirasinda kiiltiir ortami pipet ile uzaklastirildi. 1XPBS ile yikandi.)
PBS’te ¢oziinmiis %4 oraninda seyreltilmis paraformaldehit ile doku 15
dakika boyunca fikse edildi. (Hiicreler ise PBS’te ¢oziinmiis %4 oraninda
seyreltilmis paraformaldehit ile 30 dakika boyunca fikse edildi.)

1-3 kez 5 dakika 1 XPBS ile yikandi.

PBS’te ¢oziinmiis % 0,2 Triton X ¢ozeltisi ile dokudaki hiicrelerin zarlarinin

gecirgenligi arttirildi.

1-3 kez 5 dakika 1 XPBS ile yikandu.

Doku kesitleri, %10 ke¢i serumu, %10 sigir serum albumin ve %0.1 Tween

20/ PBS soliisyonu ile bloke edildi.

24



e Birincil antikorlar, KoroninlA monoklonal anti-fare i¢in 1/50, S100
poliklonal anti-tavsan igin 1/3000 seyreltim ile kullanildi ve 16-18 saat
stireyle +4°C*“de inkiibe edildi.

e 1-3 kez 5 dakika 1 XPBS ile yikandu.

e Ikincil antikor olarak anti-tavsan AF 568 1:500 ve anti-fare AF 488 1:500

seyreltme orani ile kullanildi. 1saat siire ile oda 1sisinda inkiibe edildi.

e 1-3 kez 5 dakika 1 XPBS ile yikandi.

e Birincil ve ikincil antikor baglanmasi sonrasi hiicre ¢ekirdeklerinin goriiniir
hale getirilmesi i¢cin DAPI (ana stok lpg/ml 1/1000 oraninda dH,O ile
seyreltilir) ile 1 dakika inkiibe edildi.

e 1-3 kez 5 dakika 1 XPBS ile yikandi.

e Lamlarin lizerine solmay1 geciktirmek tizere “ProLong Antifade Kit” kaplama

ortam1 damlatildi ve lamel ile kapatildi.

Leica DMIL floresan mikroskop ile goriintiilendi.

Tablo 3.2.9. Calismada kullanilan birincil antikorlarin 6zellikleri

Tamimlanan | Antikor | Antijen Antikorun Antikorun | Ticari
Hiicre / tanima sentezlendigi | tamdig firma
Protein organizma antijen Katalog
numarasi
Schwann S100 poliklonal | Tavsan Insan Dako
hiicresi Z 0311
Koronin 1A | Koronin | monoklonal | Fare Insan Novus
proteini 1A HO000111
51-M01
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3. 2. 10. Mikoplazma boyamasi
Amerika “The Miami Project to Cure Paralysis and the Department of
Neurological Surgery, School of Medicine, Miami, Florida’’dan Dr. Wood un

laboratuarindan ve ScienCell firmasindan gelen hiicrenin kontamine olmadigindan

emin olmak i¢in 6nlem olarak mikoplazma varlig1 kontrol edildi.

e Lameller iizerinde yetistirilen hiicreler 1XPBS ile yikandi.

o 9% 4 lik PFA ile fikse edildi.

e %0,2 TritonX100 ile permabilize edidi.

e 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabi iizerine parafin gerildi ve uygulanacak

sollisyonlar parafin {izerine damlatildu.

o %10 keci serumu, %10 sigir serum albumin ve %0.1 Tween 20/ PBS

sollisyonu ile bloke edildi.

e Cekirdegi boyayan DAPI (ana stok lug/ml 1/1000 oraninda dH,O ile
seyreltilir) ile 1 dakika inkiibe edildi.

e “ProlLong Antifade Kit” kaplama ortami lama damlatildi ve lamel {izerine

kapatildi.
e Leica DMIL floresan mikroskop ile goriintiilendi.
Mikroskobik incelemesi sonucu mikoplazma (hiicre igi paraziti) tasimadigi

anlasilan hiicrelerle ¢alismaya devam edildi. immiinfloresan boyanan mikoplazma

cekirdekleri diger hiicrelerden daha kiiglik goriiniir ve yaygin olarak boyanir.
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3. 2. 11. RNA izolasyonu

Hiicre kiiltiiriinden TRIzol icerisinde — 20 °C’de dondurulan hiicreler ve
cikartildiginda 1ml TRIzol bulunan tiiplere konarak pargalanip -80°C saklanan +4 °C
buz iizerinde ¢oziildiikten sonra standart TRIzol izolasyon protokolii kullanilarak

RNA izolasyonu yapildu.

e Buz iizerinde ¢oziinen silispansiyona her 1ml trizol i¢in 200ul kloroform

eklendi, ters-diiz edilerek iyice karistirildi.

e 4°C de 15dk 12.000g’de santrifiij (BOECO CENTRIFUGES U-320 / U-
320R) edilerek faz olusumu saglandi. Ustte su ile RNA, altta fenol ve
kloroform ile DNA ve protein fazi olusturuldu.

e Ust faz baska tiipe aktarildi, {izerine baslangictaki trizoliin %75’i olacak
sekilde (Iml trizoliin igine 0.75ml etanol) absolu etanol eklendi . 5-6 kez
ters-diiz edildi. —20 °C’de30dkbuzdolabinda inkiibe edildi.

e 4°C’de 10dk 12.000g’de santrifiij edilerek RNA nin tiip tabanina ¢dkmesi

saglandi.

e Siipernatant atildi, pellet %75’lik etanol ile yikandi(her baslangic 1ml trizol
icin 1ml %75’lik etanol) , hafifce vortekslendi.

e 7.500g’de 4°C’de 5dk santrifiijlendi.

e Siipernatant atildi,pellet kurutuldu, her bir pelletin iizerine 20ul niikleaz

icermeyen su eklendi.

e Bir saat buzda bekletilip konsantrasyonu 6lgiildii ve —80 °C de saklandi.
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Dokudan RNA edebilmek icin;

e Doku i¢indeki hiicrelerin mekanik olarak parcalanmasi saglandi. Dokudan
alinan parga alt1 diiz steril bir ependorf tiipe aktarildi ve 250 pl trizol eklendi,

homojenizator ile pargalandi.

e 750 pl trizol daha eklendi.

Sonra standart TRIzol izolasyon protokolii kullanilarak RNA izolasyonu

yapildi.

3. 2. 12. Agaroz jel ile RNA Kkalite kontrolii

150 ml %1 Agaroz jel:

e RNA kantitasyonu agaroz jel ile elektroforez ile yapildi. Agaroz jel,

denatiiran nitelikte olmalidir, jel icine EtBr konulmamalidir.

Agaroz (RNA grade) : 1,50r
DEPC’li su : 127,5 mi
10xMOPS : 15 ml
Formaldehyde (%37) : 8,1 mi

e Agaroz, su ve MOPS; DEPC’li sudan gegirmis bir kapta eritildi, 1lik kivama

geldikten sonra formaldehit ilave edildi.

Yiikleme tamponu:

Gliserol( %50) X 5ml
Na2EDTA (1ImM) : 0,379
BPB(brom-fenol mavisi) (%0.25) : 0,049

DEPC’li su ile 10 ml’ye tamamlandi, tizerine 1:10 oraninda EtBr eklendi.

28



Agaroz jel ile kalite kontrolii:

RNA : 1-5 g
Formaldehyde (%37) : 1,5 ul
Formamide : 4,5 ul

DEPC’li su ile 10 pl’ye tamamlandi.

e 60°C ye 1s1tild1, 8-10 dakika bekletilip, hizlica buza alind,
e Santrifiij edildi, 2 pl yiikleme tamponu ve EtBr eklendi,
e Jele yiikle, BPB boya jelin 2/3’line gelene dek 100 Voltta yiiriitiildii.

3. 2. 13. cDNA sentezi

Izole edilmis RNA molekiilinden ¢cDNA elde etmek icin “QuantiTect
Reverse Transcription Kit” kullanildi. RNA — 80 °C’den alindi ve RNA’nin zarar
gérmemesi icin buz ilizerinde ¢oziilmesi beklendi. RNA konsantrasyonu 1 pg/ml
olacak sekilde reaksiyon karigimi hesaplandi.

Reaksiyon karisimi

RNAz i¢cermeyen su : 11 pl
gDNA Wipeout tampon (7X) : 2 ul
Kalip RNA (1pg total) : 1 ul
e 42 °C 5 dakika “Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 cihazinda
inkiibe edildi.

e Reaksiyon bitince tiip buz lizerine alinarak “master mix” eklendi.

“Master Mix”

Quantiscript RT tampon : 4 ul
Quantiscript ters Transkriptaz : 1wl
RealTime Primer karisimi : 1 ul
TOPLAM HACIM 20 pl
e 42°C 30 dakika Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 cihazinda
inkiibe edildi.

e 95°C 5 dakika Ters Transkriptaz enzimi inaktive edildi.

e cDNA’lar kullanilana kadar — 20 °C’de saklandi.
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3. 2. 14. Gergek Zamanh (Real Time) PZR

Gergek zamanli PZR bir genin ilgili 6rnekteki ifade diizeyinin nicel 6l¢timii
i¢in uygulanan bir yontemdir. Her dokuda bazal diizeyde ifade edilen house keeping
gen ile ilgilenilen genin ifadesi karsilagtirilarak yorum yapilir. House keeping gen

olarak timonr dokularinda ifadesinin bazal diizeyde oldugu bilinen B-Aktin geni

kullanilmustir.

RT-PCR karisimi
Jump-start Syber-Green karisimi (2X) : 5ul
MgCl; 25mM : 1,2 ul
Forward Primer (10 pmol/ ul) : 0,4 ul
Reverse Primer (10 pmol/ ul) : 0,4 ul
dH,0 : 1,5 ul
cDNA : 1,5 ul
TOPLAM HACIM 10 pl

e Her 6rnek icin tek reaksiyonda {li¢/dort tekrar yapildi.

e  “Corbett Rotor Gene 6000 cihazinda reaksiyon gerceklestirildi.
RT-PCR kosullari

B-Aktin S100 Koronin 1A
94°C 2 dakika 2 dakika 94°C 1 dakika

94°C  1saniye 1 saniye }40 Déngii 94 °C 1 saniye } 40 Déongii
61°C 15 saniye 15 saniye 60 °C 15 saniye
3. 2. 15. Agaroz jel elektroforezi

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak amplifiye edilen
orneklerin baz ¢ifti biiylikliklerinin dogrulanmasi ve gosterilmesi i¢in % 3’lik
Agaroz jel elektroforezi uygulandi.

% 3 Agaroz /TAE (w/v) ¢ozeltisi hazirlanir. DNA bantlarinin goriiniir hale
gelebilmesi i¢in Etidium Bromiir eklendi.

Bant biiyiikliiklerini anlayabilmek i¢in molekiiler agirlik belirleyicisi

kullanildi. Deneyimizde “50 bp Fermentas DNA ladder” kullanildu.

30



4, BULGULAR
4. 1. Schwann Hiicrelerinin Uretilmesi

Kiiltiir ortamina insiilin eklenerek Schwann hiicrelerinin daha hizli boliinmesi
sagland1. 3-4 giinde bir ortam degistirildi (57).
ScienCell firmasindan temin edilen hiicreler ise ii¢ gilinde 25 em? kiiltiir

kabini tam doldurdu. Kiiltiir ortamindaki goriintiileri Sekil 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.1. insan normal Schwann hiicresinin kiiltiir kabindaki goriintiisii.
Insan normal Schwann hiicre kiiltiiriiniin faz-kontrast mikroskop gériintiisii (A) 10X
(B) 20X (C) 40 X
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4. 2. Schwann Hiicre Kiiltiiriinde ve Norofibrom Dokusunda Koronin 1A

Geninin ifadesinin Nicel Analizi

Norofibrom dokusundan elde edilen RNA ’larin kalite kontroli.

Sekil 4.2.A. Norofibrom dokusundan izole edilen mRNA ornekleri %l
denatiiran agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. Agaroz jel elektroforezi
sonucunda ornekler i¢in 28S ve 18S rRNA bantlar1 gozlendi. Total RNA miktari
spektrofotometrik yontemle analiz edildi; 260, 280 ve 230nm dalga boylarinda
absorbans Ol¢iimleri yapildi, tim Orneklerin 260/280 oranlarinin 1,80 ile 1,95,
260/230 orani dl¢limiiniin 2 ila 2,2 arasinda oldugu gozlendi. Kaliteli mRNAlardan
cDNA sentezi gerceklestirildi.

Schwann hiicre kiiltiirinden ve ndorofibrom dokusundan elde edilen
cDNAlar bir arada analiz edildi. Bulgularin yorumunda Koronin 1A ifade degeri, 3-
aktin ifade degerine normalize edildi. Koronin 1A’nin nicel analizi i¢in gerekli olan

regresyon egrisi standart diliisyonlar kullanilarak ¢izildi.
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Nicel analiz bulgularina ait amplifikasyon egrisi, erime egrisi ve agaroz jel

goriintiileri asagida verilmistir.

Sekil 4.2.B. Koronin 1A erime egrisi

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann

Kirmizi -Schwann
hucresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

hiicre kiiltlirlinden ve pembe, mavi, yesil egriler ndrofibrom
dokusundan elde edilen cDNA’lara aittir. Erime egrilerinin
en st noktalariin ayni degerde olmasi reaksiyonun 6zgiil

oldugunu gosterdi.

&0

Flurescence

10 15 20

Cycle

Sekil 4.2.C. Koronin 1A amplifikasyon egrisi

Kirmizi -Schwann
hucresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann
hiicre kiiltlirlinden ve pembe, mavi, yesil egriler ndrofibrom
dokusundan elde edilen cDNA’lara aittir. Esit amplikon
sayisina ulasilan noktalar ile reaksiyon esigi (threshold)
belirledi.
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Sekil 4.2.D. Koronin 1A standart egrisi. Verimliligi 0,87 olmasina ragmen
ornekler standart egri iizerinde ve standartlarin arasinda oldugundan ( R?=0.99908)

reaksiyon degerlendirilebilir bulunmustur.

Kontrol ~ Kontrol10™ Kontrol102 Kontrol10® Ornek1 Orek2 *

228b¢

228bg¢

*  Ornek3 NK

Sekil 4.2.E. Normal Schwann hiicresinin ¢cDNAsmmin Koronin 1A
primerleri ile RT-PCR’min agaroz jel elektroforezi goriintiisii; Kontrol olarak
kullanilan Schwann hiicrelerinden elde edilen ¢cDNA azalan konsantrasyonlarda,
norofibrom dokusundan elde edilen cDNA ii¢ tekrar yapilarak amplifiye edildi. (*
calismadan c¢ikartildi)
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Sekil 4.2.F. B-aktin erime egrisi

Kirmizi -Schwann
hicresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann
hiicre kiiltiirlinden ve pembe, mavi, yesil egriler nérofibrom
dokusundan elde edilen cDNA’lara aittir. Erime egrilerinin
en st noktalarinin ayni degerde olmasi reaksiyonun 6zgiil

oldugunu gosterdi.

Fluresnence
'y

20 35 40
Cycle

Sekil 4.2.G. p-aktin amplifikasyon egrisi

Kirmizi -Schwann
hucresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann
hiicre kiiltiirinden ve pembe, mavi, yesil egriler ndrofibrom
dokusundan elde edilen cDNA'’lara aittir. Esit amplikon
sayisina ulasilan noktalar ile reaksiyon esigi (threshold)
belirledi. Esik diizeye 6nce norofibrom dokusu cDNA’lari,

yaklastk 5 dongii sonra normal Schwann hiicrelerinin

cDNA’lar1 ulasti. B-aktin ile Koronin 1A ifade farki karsilastirilarak ilgili genin ifade

diizeyi anlasildi.
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Cycling A.Green (Bactin):
R=0,99817

R"2=0,99634

M=-3,213

B=32,902
Efficiency=1,05

154 B o 0 0 0 S S A oS e

Concentration

Sekil 4.2.H. B-aktin standart egrisi Verimliligi 1,05 , R?=0.99817 ,drnekler
standart egri lizerinde ve standartlarin arasinda oldugundan reaksiyon

degerlendirilebilir bulunmustur.

Kontrol  Kontrol10™ Kontrol10 Kontrol10®  Ornekl Ornek2 *

o—
pa—
T o Gt GRS S e S — E— —— — D T c—— —— — — —— D —

* Ornek3 NK

Sekil 4.2.1. Norofibrom dokusunun cDNAsmin $-aktin primerleri ile RT-
PCR’nin agaroz jel elektroforezi goriintiisii; Kontrol olarak kullanilan Schwann
hiicrelerinden elde edilen cDNA azalan konsantrasyonlarda, nérofibrom dokusundan

elde edilen cDNA {i¢ tekrar yapilarak amplifiye edildi. (* ¢aligmadan ¢ikartildi)
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Sekil 4.2.J. S100 erime egrisi

Kirmizi -Schwann
hucresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann
hiicre kiiltiirinden ve pembe, mavi, yesil egriler nérofibrom
dokusundan elde edilen cDNA’lara aittir. Erime egrilerinin
en st noktalarinin ayni degerde olmasi reaksiyonun 6zgiil

oldugunu gosterdi.

Fluorescence
s a

15 20 2= 30 35 40
Cycle

Sekil 4.2.K. S100 amplifikasyon egrisi

Kirmizi -Schwann
hicresi

Pembe-1

Mor -=-Cikartildi
Mavi - 2

Yesil - 3

Siyah - NK

Kirmiz1 egriler kontrol olarak kullanilan normal Schwann
hiicre kiiltlirlinden ve pembe, mavi, yesil egriler nérofibrom
dokusundan elde edilen cDNA’lara aittir. Esit amplikon
sayisina ulasilan noktalar ile reaksiyon esigi (threshold)

belirledi. dokusu

Esik  diizeye Once ndrofibrom

cDNAlar1,yaklasik 5 dongii sonra normal Schwann hiicrelerinin cDNA’lar1 ulasti. -

aktin ile S100 ifade farki karsilastirilarak ilgili genin ifade diizeyi anlasildi.
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Sekil 4.2.L. S100 standart egrisi. Verimliligi 1,03 , R?=0.99912 ,ornekler
standart egri lizerinde ve standartlarin arasinda oldugundan reaksiyon

degerlendirilebilir bulunmustur.

KonAtroI Kontiollo'1 Kontrol10? Kontrol10® Omekl  Ornek2 *

118b
' =
S e —— — —— — — —— ——-—---—---—E
118b¢

*  Ornek3 NK

Sekil 4.2.M.Norofibrom dokusunun ¢cDNAsinin S100 primerleri ile RT-
PCR’nin agaroz jel elektroforezi goriintiisii; Kontrol olarak kullanilan Schwann
hiicrelerinden elde edilen cDNA azalan konsantrasyonlarda, nérofibrom dokusundan

elde edilen cDNA ii¢ tekrar yapilarak amplifiye edildi. (* ¢alismadan ¢ikartildi)
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KORONIN 1A iFADE ANALIzi
B-Aktin Normalize

100 E |

95

gg Astrositom

/3 (57,28 |:
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%é Dermal |- pjleksiform

30

i B ]

15 ’

1D 1] (1,04 {o,95|  {1,03| - ——

3 — : : : : : : [ |
K K-1 K-2 K-3 1 2 3
K K-1 K-2 K-3 1 2 3

|KORONiN 1A KAT ARTIS DEGERI| 1 1,04 | 095 | 1,03 | 13,78 | 4,42 | 57,28

SCHWANN HUCRE-NOROFIBROMLAR

Sekil 4.2.N. Koronin 1A ifade analizi. No6rofiboromda Koronin 1A’nin

ifadesi Schwann hiicre kiiltiirtindeki Koronin 1A’nin ifadesine gore 4,42-57,28 kat

daha fazladir.

S100 iIFADE ANALIZi (B-Aktin Normalize)

|785,85 |

800
700 Astrositom
600 j
500 .
400 Dermal | Pleksiform
300
00 |152,78|[145,42]
100 +—{1]{o,91] {0,99] {0,97] . EE |
0
I K-1 K-2 K-3 1 2 3
| B 5100 KAT ARTISI 1 0,91 0,99 0,97 152,78 | 145,42 | 785,85

SCHWANN HUCRE-NOROFIBROMLAR

Sekil 4.2.0. S100 ifade analizi. Norofibromda S100’tin ifadesi Schwann

hiicre kiiltiirtindekiS 100ifadesine gore 145,42 — 785,85 kat daha fazladir.
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S100 ve KORONIN 1A
200 5100 ve Koronin 1A Korelasyon degeri: 0,855226 785,85
i |
700 | Astrositom
600
500
400
300 Dermal | Pleksiform
200 152,78|i145,42!
190 =1]1]Ho,9]1,04]0,9{0,95 [0,991,03 | {13781 N 4,42
0
K K-1 K-2 K-3 1 2 3
mS100 1 0,91 0,99 0,97 | 152,78 | 145,42 | 785,85
B KORONIN 1A 1 1,04 0,95 1,03 13,78 4,42 57,28
SCHWANN HUCRE-NOROFIBROMLAR

Sekil 4.2.P. S100 ve Koronin 1A korele artis grafigi. Norofibromda S100
ve Koronin 1A’nm ifadeleri kontrol Schwann hiicrelerine gore korele bir sekilde
artmaktadir. Korelasyon degeri 0,855226 dir. Schwann hiicre belirteci S100 ve
Koronin 1A’nin birlikte artis1 Koronin 1A ifade eden hiicrelerin dokudaki Schwann

hiicreleri oldugunu desteklemektedir.

4. 3. Schwann Hiicrelerinde Koronin 1A’min Varhg: ve Yerlesimi

Tez ¢alismamizda Schwann hiicreleri “chamber slide” tizerinde iretilerek
boyamaya hazirlandi. Deneyler igin, 3. ve 4. pasajdaki normal Schwann hiicre
kiiltiirleri kullanildi. Schwann hiicrelerinde Koronin 1A’nin varligi ve yerlesiminin

belirlenmesi i¢cin S100 ve Koronin 1A antikorlari ile birlikte boyama yapildi.
Kiiltiire edilmis hiicreler Schwann hiicre belirteci S100 ve Koronin 1A’ya

0zgi antikorlar ile immiinfloresan olarak boyandiginda; S100 ve Koronin 1A’nin

periniikleer alan basta olmak iizere Sitoplazmada boyandig1 goriilmistiir (Sekil 4.3)
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A) DAPI B) KORO1A

C) S100 D) Cakistirilmis

Sekil 4.3. Insan Schwann hiicrelerinin immiinfloresan boyamasi
A) Mavi niikleer DAPI B) Koronin 1A ile zayif graniiler boyanma C) S100 ile
Schwann hiicreleri D) Cakistirilmis. Koronin 1A ve S100 ¢akistirildiginda Koronin
1A’nin Schwann hiicrelerinin baslica periniikleer bolgede olmak iizere sitoplazmik

boyandig1 goriilmiistiir (40X).

4. 4. Norofibrom Dokusundaki Schwann Hiicrelerinde Koronin 1A’nin Varhg
ve Yerlesimi

Tez ¢alismamizda Schwann hiicrelerinin immiinfloresan boyanmasina benzer
olarak norofibrom dokusu kesitlerinin boyamalarinda da Koronin 1A’nin varligi
gozlendi. Norofibrom dokusu preparatlarindan alman immiinfloresan mikroskop
goriintiisii asagida sirasi ile verilmistir (Sekil 4.4-A-B-C). Immiinfloresan goriintiiler

nicel analiz sonuglari ile karsilastirilmistir.
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4.4 .A. Hasta 1-Dermal Norofibrom

A) DAPI

C) 5100

M Koronin 1A
mS5100

B) KORO 1A

D) Cakigtirilmig

HASTA 1 NIiCEL ANALIZ SONUCLARI

K K-1 K-2 K-3 1
1 1,04 0,95 1,03 13,78
1 0,91 0,99 0,97 152,78

Sekil 4.4.A. Hasta 1-Insan nérofibrom tiimor dokusunun (1.6rnek)

immiinfloresan boyamasive ifade analizi ile yorumlanmasi (40X).

A) Mavi niikleer DAPI B) Koronin 1A ile zayif graniiler boyanma C) S100 ile

Schwann hiicreleri D) Cakistirilmis. Koronin 1A S100 ¢akistirildiginda Koronin

1A’nin S100 ile lokalize boyandig1 goriilmiistiir.
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4.4.B. Hasta 2-Pleksiform Norofibrom

A) DAPI B) KORO1A

C)S100 D) Cakigtirilmig

HASTA 2 NiCEL ANALIZ SONUCLARI

60
40
20
0
K K-1 K-2 K-3 3
M Koronin 1A 1 1,04 0,95 1,03 4,42
mS5100 1 0,91 0,99 0,97 145,42

Sekil 4.4.B. Hasta 2-Insan pleksiform nérofibrom tiimér dokusunun (2.6rnek)
immiinfloresan boyamasive ifade analizi ile yorumlanmasi (40X).
A) Mavi niikleer DAPI B) Koronin 1A ile zayif graniiler boyanma C) S100 ile
Schwann hiicreleri D) Cakistirilmis. Koronin 1A S100 ¢akistirildiginda Koronin
1A’nin S100 ile lokalize boyandig1 goriilmiistiir.
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4.4.C. Hasta 3-Pilositik Astrositom

o
)

A) DAPI B) KOROTA

C) 5100 D) Cakistirilmig

HASTA 3 NiCEL ANALIZ SONUGLARI

K K-1 K-2 K-3 4
 Koronin 1A 1 1,04 0,95 1,03 57,28
mS100 1 0,91 0,99 0,97 785,85

Sekil 4.4.C. Hasta 3-Insan pilositik astrositom  dokusunun (3.5rnek)
immiinfloresan boyamasive ifade analizi ile yorumlanmasi (40X).
A) Mavi niikleer DAPI B) Koronin 1A ile zayif graniiler boyanma C) S100 ile
Schwann hiicreleri D) Cakistirilmis. Koronin 1A S100 ¢akistirildiginda Koronin
1A’nin S100 ile lokalize boyandig1 goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Norofibromatozis Tip 1 (NF1: MIM # 162.200) insan sinir sistemini
etkileyen hastaliklar i¢erisinde en sik gézlenen tek gen hastaligidir. Norofibromatozis
Tip 1(NF1, diger ad1 da Von Recklinghausen hastaligi), gériilme sikligi 1/3500 olan,
deride pigmentasyon bozukluklar1 (“Café-au-lait” lekeler, koltuk alti ve kasik
bolgelerinde cillenme), iskelet ve kardiyovaskiiler sistem bozukluklar1 (skolyoz,
hipertansiyon), lisch nodiilii, sinir sisteminde timorlesmeye yatkinlikla karakterize,
otozomal dominant kalitilan bir hastaliktir. Merkezi sinir sistemi (optik gliom) ve
periferik sinir sisteminde (ndrofibrom) tiimorlesmeye sebep oldugu igin kansere
yatkinlik sendromu olarak da adlandirilir (1-4). Nf1 geninde olusan mutasyonlar ile
Nfl geni iriinii nérofibrominin yapist degisir ve Norofibromatosis tip 1 hastaligi

ortaya ¢ikar (7).

Norofibromin, hem Ras, hem de cAMP yolaklar1 aracilifiyla, néronal
aktiviteler basta olmak {izere ¢esitli hiicresel aktiviteleri diizenler (5).
Norofibrominin Ras sinyal yolag: lizerinden hiicre ¢ogalmasini nasil kontrol ettigi ve

hangi proteinlerin bu mekanizmada yer aldigi bilinmektedir (6,11,12).

PKC’nin Koronin 1B’yi fosforlayarak hiicre iskeleti proteinlerinden aktin
filamentlerinin yapilanmasii diizenledigi daha onceki ¢aligmalarla kanitlanmigtir
(58). Benzer sekilde Koronin 1A’nin aktin dinamikleri iizerindeki etkisi bir ¢ok
caligmada gosterilmistir fakat NF1’de bu molekiill ile ilgili bir c¢alisma

bulunmamaktadir.

Koronin 1A, aktine baglanir ve aktin yapisinin korunmasini saglar (40). Aktin
iskeletinin yeniden yapilanmasinda ve aktin iskelet ile iligkili hiicresel aktivitelerde

(hiicre hareketi, sitokinez, fagositoz) rol oynar (40, 41).
NF1’in yaygin bulgularindan olan noérofibromlar periferik sinir sistemi

dokusunda Ras sinyal yolagmin kontroliiniin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikan

hiicresel heterojenite gosteren iyi huylu tiimdrlerdir. Literatlirdeki ¢aligmalarda
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norofibromun koken aldigr hiicrelerin Nf1-/- Schwann hiicreleri oldugu gosterilmistir
(17, 19, 22). Bu nedenle tiimorlerde Schwann hiicreleri iizerine yapilan galismalar
norofibrom ve tiimorlesme siireci ile ilgili bilgi verebilmektedir. Literatiirde NF1 ile
iligkili tiimor dokularinin kontrolii olarak insan normal Schwann hiicreleri ve daha

az sayida da normal dermal doku kullanilmaistir.

Tez caligmamizda hiicre kokenlerini dikkate alarak daha saglikli sonug

alacagimizi diisiindiigiimiiz normal Schwann hiicrelerini kontrol olarak kullandik.

Bulgular, NF1 ile iligkili timor dokularinda Koronin 1A ve S100 ifadesinin
(B-Aktin house-keeping genine normalize edildiginde) , Schwann hiicre kiiltiiriindeki
ifadelerinden daha yiiksek oldugunu gostermistir. Iki proteinin artis diizenine
bakildiginda aralarinda korelasyon goriilmiistiir. Bu korelasyon NF1 ile iligkili timor
dokularinda Schwann hiicrelerinin artisi ile Koronin 1A ifadesinin arttigini, Koronin
1A’nin  Schwann hiicrelerinde ifade edildigini desteklemektedir. Farkli tipte
lenfomalar arasinda ifadesi farklilik gosteren Koronin 1A’nin nérofibromlar arasinda
da farkli olup olmadigi arastirilmak istenmistir fakat pleksiform, astrositom ve

dermal norofibrom sayis1 boyle bir sonuca varmak igin yetersiz kalmstir.

Tez ¢alismamizin diger basamagi olarak Schwann hiicreleri S100 ve Koronin
1A oOzgiil antikorlar1 ile es zamanli olarak boyandiginda; Koronin 1A hiicre
kiiltiriinden elde edilmis insan normal Schwann hiicrelerinde sitoplazmik boyanma
ile goriilmiistiir. Bu Koronin 1A’nin hem plazma membraninin altinda ve sitozolde
ARP2/3, hiicre korteksinin distalinde ise Kofilin ile birlikteligini desteklemektedir.
NF1 ile iliskili timor dokularinda ise Koronin 1A S100 ile ortiisen ve soluk boyanan
bir diizen gostermistir. Norofibromlarin Schwann hiicrelerinden olustugu bir ¢ok
calismada gosterilmistir. S100 ‘e 6zgii antikorlarla yapilan doku boyamalar yaygin
boyama diizeni gostermistir. S100 ile boyanan bu bdlgeler ayn1 zamanda Koronin
1A’ya Ozgii antikorlarla da boyanma diizeni gostermistir. S100 ile boyanmayan
alanlarda Koronin 1A’nin boyanma nedeni NFI1 ile iligkili tiimor dokularinin
heterojenitesinden kaynaklanabilir. Bu durumun iistesinden gelmek i¢in biyopsilerin

ortak bir teknikle ve standart islem ile alinmasi gerekir. (9 doku ile baslanan tez
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calismasi sirasinda tiimor orneklerinin ulasimindan dogan problemler neticesinde 6
ornek calismamizdan ¢ikarilmistir.) ve immiinfloresan boyama igin alinan kesit ile
RNA izole edilen ornek en yakin bolgeden se¢ilmelidir. Ayni zamanda
heterojenitenin daha net anlagilabilmesi ic¢in tiimor Orneklerinin 2-4 pargaya
ayirilarak her parcanin es zamanli calisilmasinin yerinde olacagi sonucu ortaya

cikmustir.

Koronin 1A’nin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi hiicre membraninin
altinda yeni filament olusumunda ARP2/3’ {in aktivitesinin saglanmasini (Koronin
1A tarafindan filament bolgesine getirilip serbest birakilan Arp2/3 aktin filamenti
niikleolizasyonuna  baglar), hiicre korteksinin  distalinde ise  Kofilinin
depolimerizasyon islevini yerine getirememesine neden oldugu diisiiniilmektedir
(28). Benzer bir ¢alismada Koronin’in mutant oldugu T-Lenfositlerde F-Aktin/G-
Aktin oranmin F-Aktin lehine dondiigii gosterilmistir. F-Aktin olusumu timor
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (59). Normal hiicrede kontrol altinda olan aktin
yapilanmasi tiimor hiicrelerinde bozuldugu icin hiicrede aktin filamentlerinin
dallanmasi artiyor olabilir. Bunun sonucu hiicrelerin uzantilar ¢ikararak dallanip
sitoplazmik olarak asir1 biiytimesine noérofibromdaki daginik hiicresel yapinin ortaya

cikmasina neden olabilir.

NF1 ile iligkili timor dokularinda Koronin 1A gen ifadesinin normal
Schwann hiicresinden daha yiiksek olmasinin bir bagka sebebi de tiimor dokusundaki
hiicrelerin olgunlagsmasini tamamlamamis karakterde ya da farklilasma kaybina
ugramis olmasi olabilir (8). Ayrica NF1 tiimor dokularinda farkli kdkenlerden gelen
Schwann hiicreleri ve diger hiicreler bulunmaktadir. Timor mikrogevresinde
gerceklesen sinyal iletimi ve cogalma ozellikleri kiiltiirdeki Schwann hiicrelerinden
farkli olabilir.

NF1 ile iligkili timor dokularinda S100 gen ifadesinin normal Schwann
hiicresinden daha yliksek olmasimin sebebi ise hiicre kiiltiiriindeki prolifere olan
hiicre ile tiimor dokusunda farklilagsma kaybina ugramis hiicrelerden kaynaklanabilir.

S100 ifade diizeyinin dokularda farkli kosullar altinda artis gosterdigi daha once
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gosterilmigtir. Ayrica tek Schwann hiicre kiiltiirii ve Dorsal Kok Gangliyon
Noronu/Schwann hiicre ko-kiiltiirii karsilastirildiginda S100B ifadesinin ko-kiiltiirde

artt1g1 gosterilmistir.

Literatiirde NF1 ile iligkili timor dokularinda ve Schwann hiicrelerinde
Koronin ailesi proteinleriyle ilgili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Caligmamizda
Koronin 1A’nin NFlile iliskili timor dokularinda ve insan normal Schwann

hiicrelerinde varlig1 ve ifade diizeyi ilk kez gosterilmistir.
Koronin 1A proteininin tiimor dokusundaki Schwann hiicrelerinde, normal

Schwann hiicresinden daha az olmasinin nedenleri ve tiimor olusumundaki roli fazla

sayida timor orneginde daha ayrintili aragtirmalar yapilarak netlestirilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

. Koronin 1A’nin Schwann hiicrelerinde housekeeping gen kadar, bazal

diizeyde ifade edildigi bulunmustur.

. Bekledigimiz gibi ndrofibromdaki Koronin 1A gen ifadesi normal
Schwann hiicresinden farkli bulunmustur. Norofibromdaki Koronin 1A ifadesinin
insan normal Schwann hiicrelerine gore 4,42-57,28 kat daha fazla oldugu
saptanmistir. Norofibromdaki S100 ifadesinin insan normal Schwann hiicrelerine
gore 145,42 — 785,85 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Schwann hiicre belirteci
olan S100 proteininin neoplastik hiicrelerde ifade diizeyinin arttig1 dikkat ¢ekmistir.

. Koronin 1A’nin  NF1 iliskili timor dokularindaki  Schwann
hiicrelerinde, normal Schwann hiicrelerinden daha disiik ifade edildigi gosterildi.
Farkli tipte lenfomalar arasinda ifadesi farklilik gosteren Koronin 1A’nin
norofibromlar arasinda da farkli olup olmadig1 arastirilmak istenmistir ancak elde

edilebilen tiimdr sayis1 yetersiz kalmaigtir.

. Tiimor malinitesiyle Koronin 1A’ nin iliskisinin arastirilmasi i¢in fazla
sayida farklit NF1 tiimor dokular1 (dermal, pleksiform nérofibromlar, malin periferik

sinir kilift timorleri) ile yapilacak bir ¢caligsma yararli olacaktir.

. Gen ifadesi caligmalarinin yani sira fosforilasyonla kontrol edilen
Koronin 1A’nin hiicre i¢inde fosforilasyon durumunun ve Koronin 1A ’nin
etkilesime girdigi proteinlerin gdsterilmesi i¢in immiin ¢Oktiirme ¢aligmasinin

yapilmasi tiimor olusumundaki rolii hakkinda daha bilgi verici olabilecektir.
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