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ÖZET 

Nörofibromatozis Tip 1 Olgularında DNA Tamir Genlerinin Ekspresyonunun 

Klinik Önemi 

Duygu Dursun 

DEÜ, Sa�lık Bilimleri Enstitüsü, Onkoloji Enstitüsü, Temel Onkoloji Bölümü 

Yazı�ma Adresi: E�itim Mah. / Ekrem Güer Sok. / No:42/5 / Murat Öz Apartmanı 

Balçova/�ZM�R 

AMAÇ: Nörofibromatozis Tip 1 (NF1), çe�itli fenotiplere sahip, sık görülen otozomal 

dominant genetik bir hastalıktır. NF1 hastalarının klinik çe�itlili�inin genetik nedeni 

sorgulanmaktadır. DNA onarım genleri DNA’ daki hataların onarımından sorumludur. 

Biz DNA onarım genlerinin ekspresyonunu ve onların NF1 hastalarındaki klinik 

önemini nörofibrom, hamartomatöz lezyon, di�er tümörler ya da ailesel NF1 varlı�ı ile 

kar�ıla�tırarak analiz etmeyi amaçladık. Bu çalı�manın di�er amacı gen 

ekspresyonları ile klinik bulgular arasında ili�ki olup olmadı�ını belirlemekti. 

METOD: NF1’ li hastalar ve NF1 ile birlikte malignitesi olan hastalar çalı�maya  

alındı. Kontrol grubu olarak da  benzer ya� grubundaki her hangi bir hastalı�ı 

olmayan çocuklar ve NF1 ile ilgisi olmayan maligniteli olgular olu�turdu. Çalı�ma 

toplam 46 olgu içermekteydi: 36 NF1 hastası (30 çocuk; 6 ebeveyn), hiç bir hastalı�ı 

olmayan 8 kontrol olgusu, rabdomiyosarkomlu NF1 olmayan 2 kontrol olgusuydu. 8 

kontrol olgusunun ya� ortalaması 17±7,03 (10-30 ya�) (ortanca 13 ya�) idi. NF1 

olgularının 17’ si kadın 19’ u erkekti. NF1’ li olgularımız için tanı anındaki ya� 

ortalaması 10,08±8,86 (9 ay- 38 ya�) (ortanca 8 ya�) iken hastalarımızın çalı�maya 

alınan ebeveynlerinin ya� ortalaması 40,50±1,22 (39-42 ya�) (ortanca40 ya�) idi. 36 

hastanın, 17’ si nörofibromlu, 17’ si hamartomatöz lezyonluydu. 1 hastada 

rabdomiyosarkom gözlenmi�, 1 hasta meme kanseri ve 4 hasta da optik gliomluydu. 

Her bir hasta ve kontrol grubundan periferik kandan mononükleer hücre izolasyonu 

yapıldı. RNA izolasyonu ve cDNA dönü�ümünden sonra, her bir olguda Real-Time 

PCR ile DNA onarımı ile ili�kili 84 genin ekspresyonu (standart array, SABiosciences) 
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belirlendi. Ekspresyonların kontrol grubuna göre kat de�i�iklikleri ve T test ile p 

de�eri kar�ıla�tırmalı gruplarda de�erlendirildi. 

BULGULAR: Ara�tırma grubunu 36 NF1 hastası, kontrol grubunu ise 8 sa�lam çocuk 

ve 2 adet de NF1 ile ili�kisi olmayan maligniteli olgu (rabdomiyosarkom) 

olu�turmaktadır. NF1 olgularında, PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 ve XRCC5 

genlerinin ekspresyonu kontrol grup ile kar�ıla�tırıldı�ında azaldı (p<0.05, T test). 

Nörofibromlu NF 1 olgularında, nörofibromsuz NF 1 olgularıyla kar�ıla�tırıldı�ında 

POLB ekspersyonu artarken; ERCC3,LIG1,MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2, 

PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG ekspresyonu azaldı. 

RAD18 ailesel NF 1 varlı�ında ekspresyonu azalmı� ve istatistiksel olarak önemli 

oldu�u saptandı. Malign tümör olgularında NF 1’ li ya da NF 1’ siz gruplar 

kar�ıla�tırıldı�ında gen ekspresyonunda kat de�i�iklikleri vardı. DDB2, MGMT, 

MLH1, POLB UNG, XPA ekspresyonları arttı. NF 1’li RMS olgusu ile NF 1’ siz RMS 

olguları kar�ıla�tırıldı�ında DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA olmak üzere 6 

genin ekspresyonu 10 kattan fazla arttı. 

SONUÇ: Bulgularımız NF 1 olgularındaki klinik bulguları öngörmek için DNA onarım 

sistemi ili�kili gen ekspresyon de�i�ikliklerinin rolü olabilece�ini göstermi�tir. 

ANAHTAR SÖZCÜKLER: Nörofibromatozis Tip 1, DNA onarım genleri, klinik ili�ki 
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ABSRACT 

Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis 

Type 1 Cases 

Duygu Dursun 

DEU, Institute of Health Sciences, Oncology Institute, Fundamental Oncology 

Departure 

Corresponding Adress: Egitim Quarter/ Ekrem Guer street No:42/5 

                                              Murat Oz Apartment Balcova IZMIR/ TURKEY                                                         

                                                             

OBJECTIVE: Neurofibromatosis Type 1 (NF1) is a a common autosomal dominant 

genetic disorder that has a variable phenotype. The genetical causes of clinical 

variability of NF1 patients is questioned. DNA repair genes are responsible for 

proofreading the missing in the DNA. We aimed to analyze expression of DNA repair 

genes and their clinical significance in NF1 patients; comparing exsistance of 

neurofibroma or hamartomatous lesions or other tumours or existance of NF1 in the 

family. The other aim of this study was to determine whether any relationship 

between gene expressions and clinical findings. 

METHOD: NF1 patients and malignancy with NF1 pateints were included and in this 

study. In the control gruop children that they are in the similar age group and they 

have no disease and no malignacy group were included. This study included total 46 

cases. 36 NF1 patients (30 children; 6 parents), 8 control cases without any disease, 

two control cases with rhabdomyosarcoma without NF1 were included in this study.  

The mean age of control group was 17±7,03 (10-30 age) (median 13 age). In the 

NF1 pateints gruop 17 of them are female, and 19 are male. The mean age at 

diagnosis is 10,08±8,86 (9 months- 38 age)(median age 8) for children and 

40,50±1,22 (39-42 age) (median age 40) for parents. Among 36 patients, 17 had 

neurofibromas, 17 had hamartomatous lesions. Rhabdomyosarcoma (RMS) was 

observed in one patient, breast cancer in one patient and four patients suffered optic 



��

�

glioma. Peripheral blood was obtained from each cases and mononuclear cells were 

separated. After RNA isolation and cDNA converting, expressions of 84 genes 

related with DNA Repair in standard array (SABiosciences) were determined by 

Real-Time PCR for each case. Fold changes and p values compared with control 

groups and fold changes evaluated with T test and p value in the comperative 

groups. 

RESULTS: 36 NF1 patients, 8 healty children as a control and 2 cases no NF1 

realtionship with malignancy (rhabdomyosarcoma) were included in the study group. 

In NF1 cases PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 and XRCC5 genes were 

downregulated compared with control group. In NF1 cases having neurofibromas,  

POLB was overexpressed; while ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, 

PARP2, PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG were 

downregulated compared with the NF1 cases without neurofibromas (p<0.05, T test). 

RAD18 is the downregulated and statistical significant gene for existance of NF1 in 

the family. There are gene expression fold change differences determined when 

malign tumor cases with/without NF1 were compared. DDB2, MGMT, MLH1, POLB 

UNG, XPA are increased.  

CONCLUSION: Our results may point toward a role of gene expression changes of 

DNA repair system to be predictive for clinical manifestations in NF1 cases.  

KEY WORDS: neurofibromatosis type 1, DNA repair genes, clinical relationship 
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1.0. G�R�� VE AMAÇ 

Nörofibromatozis Tip 1 (NF1), çe�itli fenotiplere sahip, sık görülen otozomal dominant 

genetik bir hastalıktır. Nörofibromatozis aslında iki ayrı hastalıktır ve her biri farklı gen 

bozuklu�u sonucunda olu�ur. NF tip 1 (NF1) von Recklinghausen hastalı�ı olarak 

bilinir. Toplumda en sık rastlanan nörokutanoz sendromdur ve 17. kromozomda 

meydana gelen bir mutasyonla olu�ur. NF tip 2 (NF2) 22. kromozomda meydana 

gelen mutasyonla olu�ur. 

 

NF1 olgularında nörofibromların yanı sıra lösemi, yumu�ak doku tümörleri, beyin 

tümörleri, nöroblastom gibi malign tümörler de geli�ebilmektedir. Kanserin 

olu�masında en önemli nedenlerden biri de DNA’ da meydana gelmi� olan hatanın 

düzeltilememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin do�ru çalı�mamasından 

kaynaklanır.  

 

Bu çalı�mada; NF1 hastalarının klinik çe�itlili�inin genetik nedeni sorgulanması 

amaçlandı. Bu nedenle de farklı alt gruplar olu�turularak, gen ekspresyonlarında ki 

benzer artı� ve azalı�lar analiz ederek klinik bulgularla ili�kisi de�erlendirildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



��

�

2.0. GENEL B�LG�LER 

2.1. NÖROF�BROMATOZ�S T�P 1  

Nörofibromatozis Tip 1 (NF1);  toplumda görülme sıklı�ı 1/4000 oranına sahip olan,  

otozomal dominant kalıtılan,  (olguların %50’ si ailesel olmakla birlikte di�er % 50’ lik 

kısmın yeni mutasyonlar sonucu ortaya çıkabilen) bir nörokutanoz sendromdur. 

Toplumda sıklıkla kar�ıla�ılan bu antitede klinikte belirtiler çocukluk ça�ında ortaya 

çıkmakta ve klinik bulgular ilerleyerek pek çok organ sistemini etkilemektedir 

(Ostergaard JR, 2005). Di�er yandan kansere yatkınlık sendromları arasında yer 

alan bu hastalı�ın geni 17. kromozomun 11q12 bölgesinde lokalizedir ve von 

Recklinghousen ya da periferal NF olarak da bilinmektedir (Sabbag A, 2009). 

2.1.1. Nörofibromatozis Tip 1’ in Tarihçesi 

1592 de �talyan Ulisse Aldrovandi tarafından tanımlanan olgu 1642’ de Mostroum 

isimli bir atlasta yayınlanmı�tır. 

1768’ de Mark Akendise tarafından gerçekle�tirilen olgu sunumunda; hastanın 

vücudunun pek çok bölgesinde çe�itli tomurcukların çıktı�ını ve hastanın bunlardan 

rahatsız oldu�u için bu tomurcukları kesti�ini ancak tekrar yerine yenilerinin çok daha 

fazla sayıda çıktı�ı belirtilmi�tir. 

Wilhelm Gottlieb Tilesius si�illi adam diye bahsetti�i bir olguyu 1973’ te yayınlamı�tır. 

Bu makalede hastanın skolyozunun, makrosefalisinin ve cafe au lait lekelerinin (CLS) 

bulundu�unu belirtmi�tir. 

19.yy’ ın en önemli hekimlerinden biri olarak kabul edilen Rudolf Ludwig Karl Virchow 

Nörofibromatozis Tip 1 hastalı�ına sahip olgular yayınlamı�tır. Ardından kendisine 

asistan olarak atanan Friedrich Daniel von Recklinghausen’ in sundu�u raporla 

Nörofibromatozis tip 1 hastalı�ının histopatolojik ve klinik özellikleri detaylı bir �ekilde 

belirtilmi�tir. �lk kez burada nörofibrom terimi kullanılmı� ve daha sonra da bu hastalık 

von Recklinghausen hastalı�ı olarak tarihteki yerini almı�tır. 

Klinik bulguları oldukça net olan bu hastalı�ın 1987’ de National Institute of Health 

Concensus Development Conferance tarafından tanı kriterleri belirlenmi�tir. 90’lı 
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yılların ba�ında da NF 1 geninin ekspresyonu olan nörofibromin proteini belirlenmi� 

ve ardından çalı�malar bu proteinin fonksiyonu üzerine yo�unla�mı�tır. 

2.1.2. Nörofibromatozis Tip 1’ in Klinik bulguları ve Tanı 

1987’ de National Institute of Health Concensus Development Conferance tarafından 

tanımlanan olan tanı kriterleri �öyledir; 

• 6 ve üzerinde cafe-au-lait lekesi (çapları puberte öncesi 5 mm’ den büyük, puberte 

sonrası 15 mm’ den büyük)  

• Nörofibromya sayısının 2 ve 2’den fazla olması veya 1 tane pleksiform nörofibrom 

bulunması 

• Aksiler ve inguinal çillenme 

• Optik gliom 

• 2 ve üzerinde Lisch nodülünün (iris hamartomu) olması 

• Sfenoid displazi, psödoartroz ile birlikte ya da olmaksızın uzun kemiklerin korteksinde 

incelme gibi kemik lezyonlarına sahip olmak 

• Ailede birincil derecede akrabalardan NF 1 tanısı almı� olmak  

Belirtilen bu kriterlerden herhangi ikisinin olması tanının konulması için yeterlidir. 

2.1.2.1. Cafe-au-lait lekeleri 

NF 1’ li hastalarda lekeler hayatlarının ilk yıllarında ortaya çıkabilir, çocukluk ve daha 

sonraki dönemlerde artı� gösterebilir. Özellikle puberte döneminde büyüme ve 

geli�me ile sayılarında artı� gözlenmektedir. Lekeler ilk yıllarda daha açık iken 

zamanla koyula�abilmektedir. Bu durumun güne�e maruz kalma ile ilgili oldu�u 

belirtilmi�tir. Kenarları genellikle düzgün olup; el, ayak, avuç içi,  ayak tabanı ve saçlı 

deri dı�ında vücudun hemen hemen her yerinde görülebilir. NF 1’ li bireyler 6 ve 

üzerinde cafe-au-lait lekelerine sahiptir. Bundan daha az sayıda cafe-au-lait 

lekelerinin varlı�ı NF 1 tanısı için yeterli de�ildir, çünkü toplumun % 10’ unda birkaç 

tane cafe-au-lait lekesi mevcuttur. Cafe-au-lait lekeleri hastaların yakla�ık olarak % 

95’ inde görülür ve güne�e maruz kalma ile renklerin koyula�tı�ı gözlemlenebilir 

(Trovo-Marqui A. B, 2006; Kaufmann D, 2001). 

 



	�

�

2.1.2.2. Nörofibrom ve Pleksiform Nörofibromlar: 

NF 1’ de en yaygın görülen benign tümörlerdir. Bu tümörler deri yüzeyinde, altında ya 

da vücudun derinlerinde olabilmektedirler. Bu tümörlerin görülme sıklı�ı % 40-60 

olarak belirtilmi� olup görülme sıklı�ının ya�la do�ru orantılı oldu�u bildirilmi�tir. 

Genellikle puberte döneminde ortaya çıkan bu tümörler çabuk yayılma özelli�i 

göstermezler. Nörofibromlar periferik sinir kılıfından kaynaklanan benign lezyonlardır 

ve temel olarak schwann hücreleri ve fibroblastlar içerir. Nörofibromların sayısı bir 

kaç taneden binlerce olabilece�i gibi, hastalarda nörofibrom görülmeyebilir. 

Yüzeydeki tümörler deri nörofibromları olarak bilinirken, pleksiform nörofibromlar 

derinin alt yüzeyinde ya da vücudun derinliklerinde bulunmaktadır. Pleksiform 

nörofibromlar; belli bir düzeni olmayan, kalınla�mı�, çevredeki dokular ile sınır 

vermeyen, hayati dokuların içini ya da çevresini sarabilen ayrıca �ekil bozukluklarına 

da neden olabilen agresif seyreden tümörlerdir. Pleksiform nörofibromlar tipik olarak 

yüzde olur ve özellikle baskıya maruz kalan bölgelerde rahatsız edici olabilmektedir. 

2.1.2.3. Aksiller, �nguinal Çillenme 

NF 1 hastalarında görülen aksiller ve inguinal çillenme genellikle puberte dönemi 

ortaya çıkar ve bunların cafe-au-lait lekelerinden ayrımı güçtür. Aksiller ve inguinal 

çillenme bazı etnik gruplarda her hangi bir hastalık belirtisi olmadan mevcuttur ancak 

aksiler ve inguinal çillenmeye ek olarak meme altı, boyun ve çene altında da 

çillenmenin görülmesi bu durumun NF 1 tanı kriterlerinden biri oldu�unu gösterir. 

2.1.2.4. Optik Gliomlar 

Optik gliom optik sinirde olu�an dü�ük dereceli astrositik glial tümördür. Çok sık 

görülmemekle birlikte (%0,9-15) genellikle çocukluk döneminde kendini gösterir. �lk 

belirtisi görmenin zayıflaması ya da gözün öne do�ru çıkık bir hal almasıdır. Optik 

gliomlu olguların % 50-75’ inde zemininde NF 1 oldu�u belirtilmi�tir. Optik gliomlar 

bulundukları yer uygulanacak tedavi protokolü ve prognoz üzerinde önemli etkiye 

sahiptir. Yerle�im yerlerine göre; anterior yerle�imli tümörler ve kiazmayı tutan 

posterior yerle�imli tümörler olmak üzere 2 temel gruba ayrılırlar. Anterior yerle�imli 

tümörler kiazmayı tutan posterior yerle�imli tümörlere göre daha iyi prognozludur. 
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Ancak ilerleyici görme kaybına neden olması gibi çe�itli semptomlara neden olurlar. 

Uzun yıllar sessiz kalabilen yava� büyüyen tümörlerdir (Albers AC, 2009). 

2.1.2.5. Lisch Nodülleri 

Genellikle puberte döneminde ortaya çıkan bu pigmentler biyomikroskopla bakılarak 

toplumda gözlenen iris çillenmesinden ayırt edilebilir. Altı ya� altındaki çocuklarda 

nadiren rastlanırken, eri�kin bireylerde tanının konulması için önemli bir kriterdir. 

Özellikle çocuklarda tanımlanması için biyomikroskopta split lamba kullanılması 

gerekmektedir. Lisch nodülü görmeyi engellemez ve tıbben bir soruna neden olmaz 

ancak hastanın nörofibromatozis tip 1 tanısı almasına yardımcı olur. Bu nodüller sarı-

kahverengi melanositik hamartomatöz lezyonlar olup iris yüzeyinde kubbe �eklinde 

çıkıntı olu�turur. �lk olarak 1918’ de Waardenburg tarafından tanımlanmı� olup, 1937’ 

de NF 1 ile olan ili�kisi Lisch tarafından açıklanmı�tır. Bu süreçten sonra da Lisch 

nodülleri olarak bilinmektedir. 

2.1.2.6. �skelet Displazisi Bulguları 

NF 1’ deki kemik anomalileri çok sık olmamakla birlikte genellikle do�umla birlikte 

kendini gösterir. Sıklıkla ba� kol ve bacaklarda görülmesine ra�men herhangi bir 

kemikte olabilir. Göz çevresindeki derinin hafif çıkıntılı görünümüne yol açan orbital 

kemi�in yoklu�u, olması gerekenden daha ince ve e�imli olabilen diz altındaki bacak 

kemiklerinin e�rili�i bunlara örnek olarak verilebilir. Ayrıca kırıkların yava� iyile�mesi 

ya da eksik iyile�mesi olabilir. Bu eksik iyile�me “yalancı eklem” (pseudoartroz)’ un 

nedenidir. Bu konjenital pseudoartrozlar NF 1’ de önemli bulgulardan biri olarak 

bildirilsede % 0,5-1 gibi dü�ük bir orana sahiptir. Ayrıca erkek hastalarda 

pseudoartrozun kadınlara göre daha sık ortaya çıktı�ı bildirilmi�tir. NF 1 de yaygın 

görülen (%10-20) bulgulardan biri skolyozdur ve genellikle erken çocukluk 

döneminde kendini gösterir (Ostergaard JR, 2005). 

2.1.2.7. Di�er Klinik Bulgular 

Pubertenin erken ya da geç olması, boy kısalı�ı ya da a�ırı uzunluk, zeka gerili�i, 

ö�renme güçlü�ü, hipertansiyon gibi pek çok bulgu klini�e etki edebilir. NF 1’ li 

vakalarda izlenen hipertansiyon nörofibromların renal artere ve böbre�e basısı 
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sonucu olu�abilmektedir. Makrosefali NF 1’ li hastalarda sıklıkla görülen bir bulgudur. 

Çok nadir olarak ba�ın büyük olması hidrosefali ile ili�kilidir. Bu cerrahi i�lem 

gerektiren bir durumdur ancak makrosefali tıbbi olarak bir sorun te�kil etmemektedir.  

Hastaların bir kısmında ö�renme güçlü�ü vardir. Yapılan nöropsikolojik çalı�malar 

herhangi bir özel profil ortaya koyamamaktadır. Kimi hastada sayısal alanlarda 

ö�renme güçlü�üne rastlanırken kimi hastada disleksi olabilir. Ayrıca çocukluk 

döneminde hastaların %50 sine yakın bir kısmında konsantrasyon problemi gözlenir. 

Sadece az sayıdaki NF 1 hastasında hafif derecede fonksiyonel engellilik vardır.  

2.1.3. Nörofibromatozis Tip 1’ in Genetik Özellikleri 

1987’ de NF 1 geninin 17. kromozomun uzun kolunda q22 bölgesinde “Nevre Growth 

Faktör” reseptör geni ile olan ba�lantısı pE21 marker’ı kullanılarak belirtilmi�tir. 

Ardından 1990 yılında NF 1 geni pozisyonel klonlama yöntemi ile 17q11.2 

bölgesinden izole edilmi�tir. Daha sonra ise 1993’ te NF1 geninin tüm dizisi 

aydınlatılmı�tır (Martin GA, 1990). 

2.1.3.1. Nörofibromatozis Tip 1 geninin yapısı 

NF 1 geni; 17q11.2 bölgesinde, 350 kilobaz büyüklü�ünde ve en az 59 ekzondan 

olu�maktadır. 2818 aminoasitten olu�an bir protein olan nörofibromin adında bir 

proteini kodlamaktadır. GTP’az aktive edici protein (GAP) ve mayalarda bulunan 

IRA1 ve IRA2 gen ürünleri bu genin 360 aminoasitlik kısmıyla benzerlik gösterir.  Bu 

kısma NF 1 GAP ili�kili domein (NF 1-GRD) denir. NF 1’ in izoformları olan 4 farklı 

ba�lanma gösteren NF 1 transkripti tanımlanmı�tır (Bernards A, 1992; Martin GA, 

1990). 

2.1.3.2. Nörofibromatozis Tip 1 geninin proteini 

1990 yılında NF 1 geninin birçok dokuda yaygın olarak transkripsiyona u�radı�ı 

belirtilmi�tir. Bunlara; lenfositler, akci�er, kas, dalak, beyin, cilt fibroblastları, 

nöroblastoma, nörofibroma, NF 1 nörofibrosarkoma hücre dizisi, meme kanseri hücre 

dizisi örnek olarak verilebilir. 1991’ de yapılan bir çalı�ma ile nörofibrominin GTPaz 

aktive edici özelli�i ile ras’ ın aktivitesini düzenledi�i ve bu yolla da hücre 

ço�almasının kontrolünü sa�ladı�ı dü�ünülmektedir (Martin GA, 1990).  
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2.2. DNA Tamir Genleri 

DNA mismatch tamirinden sorumlu 6 tane gen MSH2, MLH1, PMS1, PMS2, 

MSH6(GTBP), MSH3 tanımlanmı� ve klonlanmı�tır (McGoldrick J. P, 1995). 

�nsanlarda DNA onarım genleri, DNA hasarını onarımı bakımından hatalı olan 

kalıtımsal hastalıklara sahip hastalar arasında yapılan çalı�malarla aydınlatılmı�tır. 

James Cleaver’ ın 1968 de yapmı� oldu�u çalı�malar DNA onarım genlerinin 

kanserle ili�kisini ortaya koyan ilk çalı�malar olmakla beraber pek çok DNA onarımı 

açısından kusurlu kalıtımsal hastalık genlerinin de tanınmasında çok önemli bir rol 

oynamı�tır. 

 

Birçok DNA onarım geni, DNA metabolizmasında ba�ka görevler de üstlenir. 

Örne�in; TFIIH, hem transkripsiyonun ba�langıcında, hem de nükleotid çıkarma 

onarımında görev alır. Çift zincir kırı�ı onarım genleri de ayrıca immün sistemin 

olu�umunda görev alır (Pemov A, 2011). 

 

DNA onarımındaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi birçok kanser türüne 

neden oldu�u gibi, ayrıca, büyüme ve beyin anomalilerine de sebep olur (Toledano 

H, 2009). 

DNA hasarına yönelik standart olarak olu�turulmu� DNA onarım genleri 

bulunmaktadır (Tablo 1). Bu gen ekspresyonlarının analizleri tek tek yapılmı�tır.  Bu 

çalı�mada Sabiosciences’ in Tablo 1’ deki genleri çalı�ılmı� olup bu genler a�a�ıda 

açıklanmaya çalı�ılmı�tır. 
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Tablo 1.�nsan DNA Onarım Genleri 

Baz Eksizyon Tamiri (BER): APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH, NEIL1, 

NEIL2, NEIL3, NTHL1, OGG1, PARP1, PARP2, PARP3, POLB, SMUG1, TDG, 

UNG, XRCC1.  

Nükleotit Eksizyon Tamiri (NER): ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDB1, DDB2, 

ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCC8, LIG1, MMS19, PNKP, 

POLL, RAD23A, RAD23B, RPA1, RPA3, SLK, XAB2, XPA, XPC.  

Yanlı� E�le�me Tamiri (MMR): MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, 

PMS1, PMS2, POLD3, TREX1.  

Çift Zincir Kırıkları (DSB) Tamiri: BRCA1, BRCA2, DMC1, FEN1, LIG4, MRE11A, 

PRKDC, RAD21, RAD50, RAD51, RAD51C, RAD51B, RAD51D, RAD52, RAD54L, 

XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6.  

DNA Tamiri ile ili�kili Di�er Genler: ATM, ATR, EXO1, MGMT, RAD18, RFC1, 

TOP3A, TOP3B, XRCC6BP1.  

 

Birçok kanser hücresinde, artırılmı� DNA onarımı, kanser tedavisine geli�en dirençle 

ili�kilendirilebilir. Bu nedenle, tedavi �ekli olarak, DNA onarımında görev alan 

proteinlerin inaktivasyonu veya ekspresyonlarının azaltılması yönüne gidilmektedir.    

DNA’ nın yapısında meydana gelen de�i�iklikler, hücrenin RNA’ lar ve proteinler  

gibi di�er bile�enlerindeki de�i�imlerden çok daha önemli sonuçlar do�urur. DNA 

onarımı sırasında gerçekle�en hatalar genetik kararsızlı�a sebep olur ve bu da 

kanserin en önemli nedenlerinden biridir. 

 

Bu çalı�mada housekeeping gen olarak 3 tane gen(GADPH (gliseraldehid-3-fosfot 

dehidrogenaz), RPL13A (ribozomal protein L13a), HPRT1 (Hipoksantin fossoribozil 

transferaz) ) kullanılmı�tır. Bunlar; 

GADPH (gliseraldehid-3-fosfot dehidrogenaz) 

GADPH; G3PD ya da GAPD olarak da bilinmektedir. GADPH lokusuna benzer pek 

çok pseudogene, insan genomunda mevcuttur. Bu genden 2 farklı izoform 

kopyalandı�ı bulunmu�tur. Bu genin ürünü karbohidrat metabolizmasında enerji 

verimlili�i açısından önemli bir katalizördür. �norganik fosfat ve nikotinamid adenin 
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dinükleotid (NAD) varlı�ında gliseraldehit 3-fosfatın geri dönü�ümlü oksidatif 

fosforilasyonunu katalizler. Bu enzim özde� dörtlü zincirden olu�maktadır (Li Y, 

2006). 

RPL13A (ribozomal protein L13a) 

�nsanlarda bulunan ribozomal bir protein olan L13A protein kodlayan bir gen olup 

L13A ya da TSTA1 olarak bilinmektedir. Bu gen sırasıyla ikinci, dördüncü, be�inci ve 

altıncı intronlarda yer alan U32, U33, U34 VE U35 küçük nükleolar RNA genlerinin 

kopyasıdır. 

Bu gen ribozomun 60S alt biriminin bir komponenti olan ribozomal proteinlerin L13P 

ailesinin bir üyesini kodlar. Bu kodlanan protein ayrıca IFN-gamma-activated inhibitör 

of translation (GAIT) kompleksinin bir komponenti olarak inflamatuar genlerin 

baskılanmasında önemli bir rol oynamaktadır (Kenmochi N, 1998). 

HPRT1 (Hipoksantin fossoribozil transferaz) 

�nsanlarda bulunan protein kodlayan transferaz grubundaki bir gendir. HPRT ve 

HGPRT olarak da bilinir. Bu genin kodladı�ı transferaz grubundaki bu enzim 

hipoksantinin inozin monofosfat ve guaninin, guanozin monofosfata dönü�ümünü 

katalizler. Bunu 5-fosforibozil 1-pirofosfattan 5-fosforibozil grubunun transferi ile 

gerçekle�tirir. Bu enzim pürin salvage yolu vasıtasıyla pirimidin nükleotidlerinin 

aktarımında önemli merkezi bir rol oynar. Bu gendeki bir mutasyon Lesch-Nyan 

sendromu veya Gut hastalı�ı ile sonuçlanır (Kim S. H, 1986; Keebaugh A. C, 2007). 

Çalı�ılmı� bulunan bu 84 DNA tamir geninden önemli olan bazıları ve fonksiyonları; 

 

TREX1 (three prime repair exonuclease 1) 

Bu gen 3. kromozomun kısa kolunda lokalize olup, insan hücrelerinde 3’ > 5’ 

yönünde DNA ekzonükleazı kodlar. �nsan DNA polimerazı için hata onarım özelli�ine 

sahip non-processive bir ekzonükleazdır. Ayrıca SET kompleksinin (endoplazmik 

retikulum ili�kili kompleks) bir komponentidir ve granzym A’lı (apoptozisin kaspaz 

ba�ımsız hücre ölümünde aktivite gösterir) hücre ölümü boyunca DNA nın 3’ ucunun 
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hızla degrade olmasında rol oynar. Bu gendeki mutasyonlar Aicardi-Goutieres 

sendromu, Chilblain Lupus, and Cree Encephalitis ile sonuçlanmaktadır. Bu gen için 

çe�itli izoform tiplerinin bulundu�u rapor edilmi�tir (Fry R. C, 2008). 

PRKDC (Prkdc protein kinaz, DNA aktive, katalitik polipeptit) 

Bu gen HYRC; p350; DNAPK; DNPK1; HYRC1; XRCC7; DNA-PKcs olarak 

bilinmekte olup 8. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. DNA ba�ımlı protein 

kinazın (DNA-PK) katalitik alt biriminin kodlanmasında görev alır. DNA çift zincir kırık 

onarımında ve rekombinasyonda Ku70/Ku80 heterodimer proteini ile fonksiyon 

gösterir. Bu protein PI3/PI4-kinaz ailesinin bir üyesini kodlar. 

 

RAD18 

RNF73 olarak da bilinen bu gen 3. kromozomun kısa kolunda lokalizedir. Bu gen 

tarafından kodlanan protein S.cerevisiae ‘daki DNA hasar onarım proteini RAD18 

benzeridir. Mayalardaki RAD18;  hasarlı DNA nın post replike onarımı için gerekli 

ubikitin-ba�ımlı bir enzim olan RAD6 aracılı�ıyla etki gösterir. Mayalardakinin tam 

benzeri olan bu protein; korunmu� bir ring-finger protein motifi vasıtasıyla 

mayalardaki RAD6 proteinin insanlardaki homolo�u ile etkile�ime girebilir. Bu motifin 

mutasyonu UV (ultra viyole)-hasarlı DNA nın replikasyonu ile sonuçlanır ve çoklu 

mutasyonlara duyarlı hale gelir. 

POLB (Polimerase-DNA directed-beta) 

8. kromozomun kısa kolunda lokalize olan bu gen tarafından kodlanan protein baz 

ekzisyonu ve onarımı yapan bir DNA polimerazdır. Ayrıca bu i�leme gap-filling DNA 

sentezi de denmektedir. 

Kodlanan bu proteinin monomer olarak hareketi normal �artlarda sitoplazmada 

gerçekle�ir ancak DNA hasarı oldu�u durumlarda nukleusa geçer. Bu genin pek çok 

transkript de�i�keni mevcuttur. 
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ERCC 3  

XPB geni olarak da bilinmekte olup 2. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. 

Nükleotid ekzisyon onarımında ve ksedorma pigmentosumun grup B mutasyonun da 

görev alan ATP-ba�ımlı bir DNA helikazdır. Ayrıca bazal transkripsiyon faktör 2 

(TFIIH) nin 89 kDa luk bir alt birimi olup sınıf II transkripsiyonunda fonksiyon 

gösterirler. 

APEX1 (APEX Nukleaz 1)  

Gen APEX1 �eklinde sembolize edilir ve 14. kromozomun uzun kolunda lokalizedir. 

(Harrison L, 1992). 

Alternatif isimleri; apürinik endonükleaz, APE, APE; human apürinik endonükleaz 1, 

HAP1; apürinik/apirimidinik endonükleaz; redoks faktör 1, REF1’ dir. 

APEX genini insandan klonlandı ve 2.64 kb uzunlu�unda 5 ekzon içerdi�i ayrıca 

haploid genomda tek kopya olarak bulundu�unu göstermi�tir. Ekzonlar ve intronlar 

arasındaki sınır GT/AG kuralını izledi�ini gözlemlemi�tir (Akiyama K, 1994). 

Bu çalı�mayı takiben ertesi yıl, fareden aynı homolojik gen bölgesini klonlamı� ve 

tam dizilimini belirlemi�tir ve görmü�tür ki bu gen 5 ekzon ve 2.21 kb uzunlu�unda 4 

intron bölgesi içermektedir. Ekzonlar ile intronlar arasındaki sınır yine insanda oldu�u 

gibi GT/AG kuralını izlemektedir (Akiyama K, 1995). 

Apürinik endonükleaz (APE) olarak da adlandırılan APEX 1 apürinik/apirimidinik (AP) 

endonükleaz, 3’ uç ve 5’ uç ekzonükleaz ve DNA 3’ uç fosfataz aktivitesine sahip bir 

DNA onarım enzimidir. Baz kayıpları ile olu�an AP bölgeleri in vivo hücresel DNA da 

en sıklıkla olu�an lezyonlardır. AP bölgelerinin; spontan hidroliz, çe�itli kimyasallar, 

radyasyon ve DNA glikozilaz ile olu�tu�u bilinmektedir. Bu abazik bölgelerin olu�ması 

DNA replikasyonunun bloklanmasına ve mutasyonlara sebep olabilir. Bu bölgeler 

genetik bütünlü�ün sa�lanması açısından düzeltilmelidir (Akiyama K, 1994). 

�nsanda HeLa ve TK6 hücrelerindeki lusiferaz reporter geninin kısa süreli 

ekspresyonu sonucu APE1 promotorlarının aktivitesi ile genin fonksiyonu analiz 
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edilebilmi�tir. Bu çalı�mayla APE1 geninin kendi üretti�i ürünlerle downregüle 

olabilece�i bulunmu�tur (Izumi T,1996). 

Elektroforetik hareketlilik sapma denemeleri (EMSA) Ref1 diye adlandırılan faktörlerin 

latent p53 proteinin kuvvetli aktivatörü oldu�unu göstermi�tir (Jayaraman, L, 1997). 

APEX2, APEX Nükleaz (apürinik/apirimidinik endonükleaz) 2  

Alternatif isimleri, APE2, XTH2, apürinik/apirimidinik endonükleaz like-2; APEXL2,                             

APEX endonükleaz-like 2’ dir. 

Gen APEX2 �eklinde sembolize edilir ve X kromozomunun kısa kolunda lokalize olup 

6 ekzon içerdi�i tanımlanmı�tır (Tsuchimoto D, 2001). 

APEX2, N-glikozidik ba�ı spontan hidrolizi ile olu�an AP bölgelerinin onarımını 

ba�latan apürinik/apirimidinik endonükleaz ailesinin bir üyesidir (Hadi M. Z, 2002). 

APEX2 ve PCNA arasındaki ili�kiyi belirlemek için immün presipitasyonları 

kullanılmı�tır. HAT medium ve deoksiüridin kullanarak nükleer DNA daki urasilin 

APEX2-PCNA birlikteli�ini artırdı�ını göstermi�tir ve böylelikle APEX2 nin hem 

nükleer hem de mitokondriyal baz eksizyon onarımına (BER) katıldı�ı belirtilmi�tir 

(Tsuchimoto D, 2001). 

Fare APEX2 mRNA seviyelerinin serum ile uyarılmı� BALB/3T3 hücrelerinde geçici 

bir süreli�ine arttı�ını ve geç S fazında da maksimuma ula�tı�ı saptanmı�tır. Bu 

çalı�malar APEX2’ nin postreplicative BER’ e katıldı�ını önermektedir (Ide Y, 2003). 

CCNO; (CYCLIN O) 

Alternatif isimleri; urasil-DNA glikozilaz 2, UNG2, UDG2 urasil-DNA glikozilaz siklin 

like’ dır. 

Gen CCNO �eklinde sembolize edilir 5. kromozomun uzun kolunda lokalizedir.  

HeLa hücrelerinden urasil-DNA glikozilazı safla�tırılmı�tır. �n vitro transle edilmi� 

UDG2 nin önemli urasil-DNA glikozilaz aktıvitesi gösterdi�i belirlenmi�tir (Caradonna 

S, 1991; Muller S. J, 1991). 
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3 insan hücre hattının immünohistokimyasal analizleriyle UDG2 nin yalızca nükleusta 

lokalize oldu�u bulunmu�tur (Caradonna S,1996). 

UDG2 nin mRNA transkripsiyonunun hem HeLa hücrelerinin hem de human akci�er 

fibroblastlarında hücre döngüsünün G1 fazı boyunca 2 kat dan 3 kata çıktı�ını 

bulmu�lardır. Promoter daki bir represör elementin S ve G2 fazları boyunca birkaç 

spesifik DNA kompleksi olu�turdu�unu göstermi�lerdir. Ayrıca immünopresipitasyon 

çalı�maları UDG2 protein seviyesinin G1 fazı boyunca artı�ını ortaya çıkarmı�tır 

(Caradonna S, 1993; Muller S. J,1993). 

LIG3, (Ligaz III, ATP-ba�ımlı) 

Alternatif isimi; DNA ligaz III olup genellikle LIG3 �eklinde sembolize edilir ve 17. 

kromozomun uzun kolunda lokalizedir. 

Sı�ır karaci�er ve testisinden DNA ligaz II ve DNA ligaz III ü safla�tırıldı. Aminoasit 

dizilim çalı�maları ile bu enzimlerin aynı genden kodlandı�ı gösterildi. (Peptid 

dizilimine uygun problar kullanılarak insan ve fareden DNA ligaz III (LIG3) ü kodlayan 

cDNA klonları izole edildi) (Chen J,1995). 

XRCC1 ve LIG3 ün nükleotid ekzisyon repair ın ba�lıca esansiyel bile�enleri 

oldu�unu göstermi�tir. Bundan ba�ka XRCC1-LIG3 ve polymeraz-delta (POLD1) 

NER bile�enleri ile birbirini etkilemektedir (Moser J, 2007). 

DNA ligaz III ün mitokondride hayati önem ta�ıdı�ı ancak bu durumun XRCC1 ile 

birlikte yaptıkları onarım için aynı derecede önemli olmadı�ını göstermi�lerdir 

(Simsek D, 2011). 

DNA ligaz III ün mitokondriyal DNA nın do�rulu�u açısından esansiyel oldu�unu 

ancak bu durumun nükleer DNA için aynı derecede geçerli olmadı�ını bildirmi�tir 

(Gao Y, 2011). 

Fare sinir sisteminde ligaz III ün inaktivasyonu ciddi düzeyde mitokondriyal fonksiyon 

kaybına yol açarak hücre homeostazini bozar.  

Memeli hücrelerindeki LIG3 için hayati önem ta�ıyan parametreler belirlenmesi için; 

LIG3 ün çe�itli formlarını bir LIG3 alleli içeren fare kanser kök hücrelerine 
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yerle�tirilerek CRE rekombinleri belirlendi. Bu yakla�ımla LIG3 ün mitokondrinin 

hücresel canlılı�ı için gerekli oldu�u sonucuna ula�ıldı (Gao Y, 2011). 

MPG, (N-metilpürin DNA glikozilaz) 

Alternatif isimleri; metiladenin DNA glikozilaz, MDG 3-metiladenin DNA glikozilaz, 

3MeAde DNA glikozilaz, 3-alkiladenin DNA glikozilaz (AAG), alkilpürin DNA N-

glikozilaz(APNG)’ dir. Gen MPG �eklinde sembolize edilir ve 16. Kromozomun kısa 

kolunda lokalizedir. 

3-metiladenin (3MeA) DNA glikozilaz bakteriyal enzimi,  Escherichia coli DNA 

replikasyonunu bloklayan 3MeA letal lezyonlarını onarır. 3MeA nın uzakla�tırılması 

tag ve alkA genleriyle kodlanan Escherichia coli’ deki iki 3-metiladenin (3MeA) DNA 

glikozilaz aracılı�ıyla gerçekle�tirilir (Boosalis M, 1991). 

�nsanda da bulunan 3-metiladenin DNA metil transferaz enzimi DNA da hasara 

sebep olan çe�itli grupları uzakla�tırılmasında görev alır (Lau A. Y, 1998). 

MUTYH (MutY, E. COLI, MUTYH HOMOLO�U;) 

Alternatif isimi; MYH olup MUTYH �eklinde sembolize edilir ve 1. Kromozomun kısa 

kolunda lokalizedir.  

E.coli mutY geni tarafından kodlanan enzim, bakteri mismatch onarım sisteminin ve 

A/G ve A/C hatalarını düzelten mutM (OGG1) ile birlikte çalı�an bir bile�endir. E.coli 

mutY proteinin homolo�u proteinleri kodlayan tanımlayıcı dizi, cDNA dizi veri 

tabanında gösterilmi�tir. Ayrıca insan beyin dokusu cDNA kütüphanesinden cDNA 

klonlarını izole edilmi�tir (Slupska M. M, 1996). 

Genin fenotiple ili�kisi de�erlendirildi�inde; multiple kolerektal adenomlar, koleraktal 

adenomatoz poliposiz otozomal resesif tümörler ve gastrik somatik kanserlerde 

ili�kisi oldu�u sonucuna varılmı�tır (Slupska M. M, 1996). 
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2.2.1. DNA tamir mekanizmaları 

Hücreler DNA hasarının onarımı için birçok mekanizmaya sahiptir. DNA onarım 

mekanizmaları hücrelerin genom bütünlü�ünü koruyabilmek amacıyla temelde 2 ana 

gruba ayrılır. Bunlar;  

 

• DNA hasarına sebep olan reaksiyonun direkt olarak tersine çevrilmesi 

• Hasarlı hale gelen bazların yeni sentezlenen DNA ile de�i�tirilmesi 

2.2.1.1. DNA hasarının do�rudan geri döndürülmesi  

DNA hasarına neden olan reaksiyonun do�rudan geri çevrilmesiyle gerçekle�tirilen 

bu tamir mekanizması çok basit ve temel bir yol gibi görünmesine ra�men 

termodinamik açıdan ortamın enerjisi de�i�ti�i için oldukça zor bir durumdur. 

UV ı�ı�ına maruziyetle, aynı DNA ipli�i üzerindeki kom�u iki pirimidinin 5 ve 6’ ncı 

karbonları arasındaki çift ba�ın doyurulması ile pirimidin dimerleri olu�ur. DNA 

hasarının do�rudan geri döndürülmesi ile gerçekle�tirilen onarım mekanizmasında 

temel prensip; ve pürin halkasına etil ve metil gruplarının O-6 pozisyonundan 

eklenmesiyle olu�an hataların düzeltilmesidir.  O-6 metilguanin metil transferaz 

enzimi sayesinde, alkilleyci ajanların DNA da yaptı�ı hasarlar metil grubunu kendi 

aktif merkezindeki sisteine transfer etmesiyle bu enzim aracılı�ıyla onarılır. Böylelikle 

orijinal guanin korunmu� olur. Bu direkt onarım insanlarda da sıklıkla rastladı�ımız bir 

onarım türüdür. Pirimidin dimerleri arasında çift ba�ın doyurulması ile gerçekle�tirilen 

DNA hasarında,  dimerizasyon reaksiyonu direkt olarak geri döndürülür. Gerekli olan 

enerji görünür ı�ıktan sa�lanır ve böylelikle siklobütan halka yapısı kırılır ve bu 

reaksiyona enerjiyi görünür ı�ıktan temin etti�i için fotoreaktivasyon adı verilir 

(Buttarelli FR, 2010; Brandes AA, 2006). 

 

2.2.1.2. Kesip çıkararak (ekzisyon) onarım 

Tüm hücre tipleri için en önemli DNA onarım mekanizmasıdır. Kesip çıkararak 

onarımda hasarlı bölge tanınarak baz ya da nükleotidler halinde çıkarılır. Olu�an 
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bo�luk sa�lam DNA ipli�i kalıp olarak kullanılarak doldurulur. Kesip çıkararak onarım 

3 �ekilde olur; 

 

• Baz çıkarma 

• Nükleotid çıkarma 

• Hatalı e�le�me onarımı 

 

2.2.1.2.1. Baz çıkarma 

Baz çıkarma ile yapılan DNA onarımına hatalı urasil içeren DNA’ nın onarımı da 

denebilir. DNA’da hatalı urasilin görüldü�ü iki mekanizma vardır;  

 

• dUTP olarak timin yerine katılması 

• sitozinin deaminasyonu ile olu�ması 

 

Bu do�rultuda; DNA sentezi sırasında nadir olarak timin yerine katılan ya da sitozin’ 

in deaminasyonu ile olu�an urasil’ in çıkarılarak uzakla�tırılması, onarım 

gerçekle�emedi�i taktirde bir baz e�le�meside bir hatanın ortaya çıkmasına sebep 

oldu�u için çok önemlidir. Baz DNA glikozilaz (sadece spesifik hasarlı baz tipleri 

tanır) tarafından çıkarılır ve geriye baz ta�ımayan �eker bölgesi (apirimidinik ya da 

apürinik bölge) kalır. Bu bölge genellikle AP bölgesi olarak adlandırılır. �nsan 

vücudundaki her hücrenin birkaç bin pürin bazını her gün kaybetti�i dü�ünülmektedir. 

Bu kayıplar AP endonükleaz tarafından onarılır aksi taktirde çok ciddi sorunlara yol 

açabilir. Ardından olu�an bo�luklar DNA polimeraz ve ligaz tarafından doldurulur. 

 

2.2.1.2.2. Nükleotid çıkarma 

Hasarlı bazların oligonükleotidlerle birlikte uzakla�tırılması nedeniyle bu DNA onarım 

�ekline nükleotid çıkarma onarımı (NER) denmektedir. DNA glikozilaz tarafından 

deoksiriboz ile baz arasındaki ba� koparılır. Bu i�lem sonrasında serbest urasil ve 

apirimidinik (baz ta�ımayan �eker) ortaya çıkar. Genellikle bu bölge AP bölgesi olarak 

adlandırılır. DNA glikozilaz tarafından çıkarılan bu bölge AP endonükleaz tarafından 

tanınır. Kalan deoksiriboz ise deoksiribozfosfodiesteraz ile uzakla�tırılır. Olu�an 
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bo�luklarda DNA polimeraz ile doldurulur ve ba�lantı ligaz ile sa�lanır.  Baz çıkarma 

onarım ile benzer özellik prosedürüne sahip olmasına ra�men baz çıkarma 

onarımından daha sıklıkla görülür. Ayrıca bu onarım tipinde lezyonu içeren 

oligonükleotidlerle birlikte uzakla�tırma vardır.  

 

Yapılan çalı�malar; mayalarda DNA onarımı ile ili�kili RAD genleri (radyasyona 

duyarlı genler) ile memelilerdeki DNA onarım genlerinin proteinleri ile benzer özellik 

gösterdi�i için, bu DNA onarımında nükleotid çıkarımı ile onarımın ökaryotik 

canlılarda korunmu� oldu�unu göstermektedir. 

 

Kesip çıkararak onarımda ilk basamak, XPC ile bir protein olan h HR23B’ den olu�an 

bir kompleks tarafından tanınır. Ardından XPB, XPD ve XPG proteinleri hasarlı 

bölgeye gelir. XPB ve XPD TFIIH’ nin alt birimidir.  TFIIH transkripsiyon faktör 

olmakla birlikte helikaz etkisi gösterir ve hasarlı bölge etrafındaki bazların açılmasını 

sa�lar (~30 baz çifti). Ardından hasar XPA proteini yardımıyla onaylandıktan sonra 

XPF, ERCC1 ile birlikte kompleks olu�turarak onarıma katılır. XPF/ERCC1 hasarlı 

bölgeyi 5` ucundan XPG ise hasarlı bölgeyi 3` ucundan kesen endonükleazlardır. 

Olu�an bo�luk RFC ve PCNA ili�kili DNA polimeraz � ve � ile doldurulur. Sonra ligaz 

tarafından uçlar birle�tirilir (Moser J, 2007). 

 

2.2.1.2.3. Hatalı e�le�me onarım 

DNA replikasyonu sırasında yanlı� e�le�mi� bazlar, DNA polimerazın kendi yanlı�ını 

düzeltmesi ile uzakla�tırılır. Uzakla�tırılamayanlar ise yanlı� e�le�me onarım sistemi 

ile uzakla�tırılır. Her hangi bir yanlı� e�le�me sistem tarafından fark edildi�inde, yeni 

replike olmu� DNA ipli�indeki hatalı baz bulunup çıkarılır ve böylelikle orijinal dizinin 

korunması sa�lanır. DNA’ daki GATC dizilerinde yer alan adeninler metillenerek 6-

metiladenini olu�tururlar. Metillenme i�lemi replikasyon i�leminden sonra meydana 

geldi�inden ve yeni sentezlenmi� olan DNA ipli�inin metillenmemi� olması nedeniyle 

yanlı� e�le�me onarım enzimleri bölgeyi spesifik olarak tanır ve hata onarılır (Lau A. 

Y, 1998). 
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2.3. Nörofibromatozis Tip 1’ de DNA Tamir Genlerinin Önemi 

Literatür incelendi�inde NF1 ile DNA tamir genleri arasındaki ili�kiyi inceleyen pek 

fazla bir çalı�manın yapılmadı�ı görülür. 

NF1 genine ait DNA tamir genleri NF1 hastalarında dizi analizi yöntemi ile 

ara�tırılmı�tır. NF1 hastalarında literatürde en yaygın mutasyon bölgesi olarak 

tanımlanan ekzon 4b, ekzon 27a ve ekzon 37 olan üç ekzona ait bölgeler dizi analiz 

yöntemiyle incelenmi� ve 16 NF1 hastasında bu bölgelerde herhangi bir mutasyon 

saptanmamı�tır (Pehlivan S, 2009). 

Yapılan bir çalı�mada cafe au lait lekesine sahip NF1 hastalarının altında yatan 

mekanizmanın “Yapısal Mismatch Tamir Eksli�i” oldu�u belirtilmi� ve “Yapısal 

Mismatch Tamir Eksilik Sendromlu (CMMR-D)” hastaların mozaik NF1 mutasyonu 

ta�ıdı�ının olası oldu�u belirtilmi�tir (Wimmer K, 2008). 

Yapılan bir çalı�mada Lynch sendromu olarak tanımlanan dominant eri�kin kanser 

sendromu Herediter nonpoliposis kolerektal kanserin nedeninin MLH1, MSH2, 

MSH6, PMS2 mismatch tamir genlerindeki (MMR) heterozigot mutasyonlara ba�lı 

oldu�unu önermi�lerdir (Wimmer K, 2008). 

DNA onarım genlerinde buradaki biallellik kalıtıma sahip hastalarda bu fenotip 

gözlenmi�tir. MMR tamir genlerinde de mutasyon olarak hastalarda genellikle 

çocukluk ça�ı hematolojik kanserle, gastrointestinal tümörlere, beyin kanserleri ve 

erken ba�langıçlı kolerektal kanser olarak ortaya çıktı�ı saptandı. Bu hastaların 

hemen hepsinde NF1 i�areti olan cafe au lait lekelerine rastlanmı�tır. Bu durumun 

altında yatan mekanizmanın “Yapısal Tamir Gen Defekti sendromu (CMMR-D)” ile 

ili�kili olabilece�i tanımlanmı�tır (Wimmer K, 2008). 

Yapılan bu çalı�mada NF1 deki MMR eksikli�inin mutasyonun ana hedefi oldu�unu 

açıkça gösterilmi�tir ve aslında di�er herediter sendromlarda da gözlendi�i 

belirtilmi�tir (NF1 deki sendromda SPRED 1 geni, leopard sendromunda NSB geni 

vb.). CMMR-D sendromu biallelik BRCA2 mutasyonlarından kaynaklandı�ı 

belirtilmi�tir (Wimmer K, 2008). 
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MMR tamir genlerindeki mono allelik germline mutasyonlar otozomal dominant 

sendrom olan Lynch sendromuna yol açar. Bu çalı�mada biallelik gen mutasyonu 

olan erkek ve kız karde�lerde ilk 6 kodonun patolojik delesyonu ve ba�langıç 

kodonunun varyantı (C.1A>G(p.Met1?)) 39 ve 48 ya�larında 4 kolerektal kanser, ince 

ba�ırsak karsinomu ve 15 adenom; 33 ve 45 ya�larında da kolerektal endometriyum 

4 adenom fenotiplerinin ve bu karsinomlardaki mikrosatellit instabilitenin (MLH1, 

PMS2, MSH2, MSH6) varlı�ı c.1A>6 varyantının tümörlerde bulunan ve azalan 

aktivite ile ili�kili alternatif protein olu�umuna neden oldu�unu gösterir (Kets CM, 

2008). 

MSH2 gen ekspresyonundaki metilasyon ba�ımlı de�i�kenlik mismatch repair 

kapasitesinde de�i�ikliklere neden olabilir. MSH2’nin NF1 için modifiye edici 

olabilece�i, bunun da NF1 deki di�er hücre tiplerindeki DNA metilasyonu ve sonraki 

gen ekspresyon de�i�iklikleri ile ili�kili olabilece�i belirtilmektedir (Titze S, 2010). 

Biallelik MMR gen mutasyonuna sahip hastaların santral sinir sistemi tümörlerinde 

mikrosatellit instabilite gözlenmi�tir. MLH1 ve MLH2 deki patolojik biallelik 

mutasyonlu hastaların malignite geli�tirdi�i bildirilmi�tir (Titze S, 2010). 

Yapılmı� olan tüm bu çalı�maların ı�ı�ında; kanserin düzeltilmemi� DNA 

hasarlarından kaynaklanabilece�i ve dolayısıyla NF1 hastalarında bu anlamda MMR 

genleri ile ili�kili nörofibromların yanı sıra lösemi, yumu�ak doku tümörleri, beyin 

tümörleri, nöroblastom gibi malign tümörlerin geli�ebildi�i bilinmektedir.  

Bugün gelinen nokta da NF1 hastalarında tümör geli�imi; hastanın ya�am kalitesini 

etkileyen skolyoz, mental retardasyon gibi kemik bulgularının nedenlerini anlamada 

DNA onarım genlerinin ekspresyonunun rollerinin oldukça önemli oldu�u 

dü�ünülmektedir. Bugüne dek tıbbi literatürde; MMR genleri ve NF1 ili�kisi ile ilgili 

gen ekspresyonlarının de�erlendirildi�i herhangi bir çalı�ma bulunmamaktadır. Bu 

nedenle NF1 hastalarında MMR gen ekspresyonunun klinik bulgularla ili�kisinin 

de�erlendirilmesi hedeflenmi�tir. 
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3.0. GEREÇ VE YÖNTEMLER  

 

3.1. Ara�tırmanın Tipi 

Ara�tırmanın tipi deneyseldir. 

     

3.2. Ara�tırmanın Yeri ve Zamanı  

Bu çalı�maya Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Pediatrik Onkoloji Bilim 

Dalı poliklini�inde izlenen 36 NF1 hastası (30 çocuk; 6 ebeveyn), hiç bir 

hastalı�ı olmayan 8 kontrol olgusu (6 erkek; 2 kadın), rabdomiyosarkomlu NF1 

olmayan 2 kontrol olgusu olmak üzere 46 olgu dahil edilmi�tir. 8 kontrol 

olgusunun ya� ortalaması 17±7,03 (10-30 ya�) (ortanca 13 ya�) dır. NF1 

olgularının 17’ si kadın 19’ u erkektir. NF1’ li olgularımız için tanı anındaki ya� 

ortalaması 10,08±8,86 (9 ay- 38 ya�) (ortanca 8 ya�) iken hastalarımızın 

çalı�maya alınan ebeveynlerinin ya� ortalaması 40,50±1,22 (39-42 ya�) 

(ortanca40 ya�) tır. 36 hastanın, 17’ si nörofibromlu, 17’si hamartomatöz 

lezyonludur. 1 hastada rabdomiyosarkom gözlenmi�, 1 hasta meme kanseri ve 

4 hasta da optik gliomludur. 

 

3.3. Ara�tırmanın Evreni ve Örneklemi/ Çalı�ma Grupları  

         Çalı�maya dahil edilme kriterlerine göre hasta grupları �öyledir. 

       1-Nörofibromatozis Tip 1 olgularında ailesel ili�ki kanıtlanmı� ancak tümörün 

      geli�medi�i olgular 

      2- Ailesel ili�kisi bulunmayan NF1 olguları  

      3-Nörofibromatozis Tip 1 olgularında tümörün geli�ti�i olgular 

      4-  Rabdomiyosarkom tanısı almı� Nörofibromatozis Tip 1 olguları 

      5- Rabdomiyosarkom tanısı almı� ancak Nörofibromatozis Tip 1 olmayan olgular 

      6- Nörofibromatozis Tip 1 olgularında nörofibromların geli�ti�i olgular 

      7-Nörofibromatozis Tip 1 olgularında nörofibromların geli�medi�i olgular 
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      8- Nörofibromatozis Tip 1 olgularında hamartomatöz lezyonları olan olgular 

      9-Nörofibromatozis Tip 1 olgularında hamartomatöz lezyonların olmayan olgular 

 

3.4. Çalı�ma Materyali 

Hastaların ailelerine gönüllü olur formları imzalatılarak onamları alındıktan sonra 

hastalardan rutin i�lemler sırasında kan alım i�lemi esnasında steril EDTA’lı 

hemogram tüplerine 3 ml kan alınmı�tır. Kan örnekleri hastalar zaten rutin 

incelemeler için kan verdi�i sırada alınmı� olup ayrıca bir giri�im 

uygulanmamı�tır. Periferik kandan mononükleer hücre izolasyonu (PBMC) taze 

tam kan örneklerinden bekletilmeden histopaque ayırma solusyonu ile yo�unluk 

gradient santrifügasyonu yöntemiyle izole edilmi�tir. �zole edilen PBMC ‘ler 

hemen azotta -196 °C 5 dakika kadar kısa bir süre �oklandıktan sonra -80°C de 

saklanmı�tır 

 

3.5. Ara�tırmanın De�i�kenleri  

Bu çalı�mada hastaların cinsiyeti, ya�ı, hastalı�ın evresi ve izlenim süreleri 

ba�ımsız de�i�kenleri olu�turmaktadır. 
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3.6. Veri Toplama Araçları 

 

3.6.1. Cihazlar, Sarf malzemeler ve Gereçler, Kitler ve Reaktifler 

 

3.6.1.1. Cihazlar 

                                    Tablo 2. Kullanılan Cihazlar 

Vorteks (Velp Scientifia ZX3) DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                           

  

USF Elga model saf su sistemi DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                              

 

Derin dondurucu (Sanyo) DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                                 

 

RT PCR DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                                 

 

 

Pastör fırın 

DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                                 

 

-80°C derin dondurucu DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                                 

 

Mikrosantrfuj DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı                                 

 

Santrifüj DEÜ Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Laboratuarı   
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3.6.1.2. Sarf Malzemeler ve Gereçler 

� Kan alma tüpü 

� Steril pastor pipet 

� Tüp ta�ıma rakı 

� Ka�ıt 

� -80 saklama kutusu 

� Printer kartu�u 

� Ka�ıt havlu 

� Falcon tüp 15 cc 

� Heat blok       

� Raklar       

� Pipetörler       

� So�uk blok 

� Etil alkol temizlik için 
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3.6.1.3. Kitler ve Reaktifler 

                          Tablo 3. Çalı�mada Kullanılan Kitler ve Reaktifler 

MADDE ADI F�RMA KAT.NO 

Histopaque 

 

Sigma 10771 

 

RNA izolasyon kiti  

 

Macherey-Nagel 740955.50 

cDNA sentez kiti 

 
Qiagen 330401 

�nsan DNA Onarım RT-

PCR Array kiti  

 

Qiagen 330231 

Master mix 

 
Qiagen 330552 

Phosphate buffered saline Sigma  P3883 
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3.6.2. Periferik Kandan Mononükleer Hücre �zolasyonu 

3.6.2.1. Genel �lkeler 

Dansite gradient santrifüjünün temel prensibi; yo�unlukları aynı olan taneciklerin �ekil 

ya da boyutları bakımından di�erlerinden ayrı�abilme özelli�ine dayanır. Bunun için 

çalı�ılacak materyal önce viskoz bir ortama yerle�tirilir. Bu ortamda taneciklerin 

yo�unlu�unun sıvının yo�unlu�undan fazla olması nedeniyle tanecikler 

santifügasyona ba�lı olarak çöker. Ancak bütün taneciklerin çökmemesi gerekir. 

Bunun için bu çalı�mada histopaque (Sigma-aldrich Lot: 063K6001) ayırma 

solüsyonu kullanılmı�, histopaque gradientli ortam içerisinde PBMC’ler dansite 

gradient santrifüjü uygulanarak izole edilir. Histopaque; polisükroz ve sodyum 

diatrizoate içeren yo�unlu�u 1.077 g/ml olan bir ayırma solüsyonudur. Yo�unlu�u 

1.077 g/ml  üzerindeki yapılar (lenfositler ve di�er mononükleer hücreler) bu hidrofilik 

polimer kullanılarak elde edilebilir. Histopaque (d:1.077 g/ml) ile yapılan dansite 

gradient santrifügasyonu sonucunda; en üstte sarımsı bir tabaka olarak serum 

(trombositler ve monositler), ortada yo�unlu�u yakla�ık 1,077 g/ml olan lenfositler 

ince bir tabaka halinde yer alırken hemen altında histopaque solusyonu ve en altta 

da kırmızı bir tabaka �eklinde yo�unlukları 1,077 g/ml’ den fazla olan eritrositler ve 

granülositler bulunur.  

3.6.2.2.  Uygulama Basamakları 

Gönüllü olur formları imzalatıldıktan sonra steril ko�ullardaki rutin prosedürler 

sırasında EDTA’ lı tüplere tam kan örnekleri alınmı�tır. Alınan kanlar bire bir oranda 

PBS ile dilüe edildikten sonra Histopague dansite 1077 solüsyonu ile periferik kan 

mononükleer hücreleri (PBMC) 1650 rpm de 15 dk santrifüj edilerek (Sigma 3-16 K 

santrifüj)  dansite gradientine göre ayrılmı�tır. Yıkama i�lemlerinin ardından bu 

PBMC‘ lerden RNA izolasyonu yapılmı�tır. 

Kandan mononükleer hücre izolasyonuna ba�lamadan önce, izolasyonda 

kullanılacak olan PBS hazırlandı. Bunun için 1 litre distile su içerisine 1 kutu toz 

halinde bulunan (Sigma P3883) eklendi ve homojen olarak da�ılması sa�landı.  

• 4ml histopaque (sigma-aldrich 1077 d: 1,077) alınıp 15 lik tüpe konuldu. 
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• Ardından alınan kanlar bire bir oranda oda ısısında PBS ile dilüe edildikten 

sonra pastör pipeti yardımıyla kan ile PBS homejenize edilip kan pastör 

pipetine çekildi. 

• 15 lik tüpte bulunan histopaque (sigma-aldrich 1077 d: 1,077) alınıp 45 

derecelik bir açı tutularak üzerine PBS ile dilüe edilmi� olan kan yava� yava� 

tüpün kenarından çepere de�ecek �ekilde bırakıldı. Bu i�lem 3 seferde 

tamamlanabildi. Bu i�lemi gerçekle�tirirken baloncuk olu�turmamaya özen 

gösterildi. 

• 1600 rpm de 20 dakika santrifüj yapıldı. Burada amaç farklı fazlar 

olu�turmaktı. 

• Santrifüj i�leminden sonra; en üstte serum ortada ince bir tabaka halinde 

mononükleer hücreler, altta histopaque ve en dipte de kırmızı kan hücreleri 

elde edildi.  

• Steril pastör pipeti yardımıyla direkt olarak mononükleer hücrelerin oldu�u 

kısma kadar inilip (pastör pipeti basılı pozisyonda) hücreler toplandı. Bu i�lem 

yapılırken tüp biraz e�ik tutulup, arkasına koyu renk bir ka�ıt konularak 

hücrelerin kolaylıkla görülmeleri sa�landı. 

• Hücreler 15 lik bir tüpe toplandıktan sonra üzerlerine 5 ml civarında PBS 

eklendi 

• 1200 rpm de 5 dakika santrifüj yapıldı. 

• Santrifüjden alınan hücrelerin üzerlerindeki sıvı pastör pipeti yardımıyla atıldı. 

• Hücrelerin üzerlerine 8-9 ml ye kadar PBS eklenip 1200 rpm de 5 dakika 

santrifüj yapıldı. Bu i�lem toplamda 3 kez tekrarlandı.  

• Böylelikle PBMC (periferik kandan mononükleer hücre) izolasyonu 

gerçekle�tirildi.  
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3.6.3. RNA izolasyonu ve ölçümü 

3.6.3.1. Genel �lke 

RNA izolasyonu yönteminde temel prensip; hücrelerin lizis solüsyonu ile parçalanıp, 

fenol kullanılarak RNA nın ekstrakte edilmesine dayanır. Günümüzde kullanılan 

protokoller 1987 de Chomczynski ve Sacchi tarafından gerçekle�tirilmi� olan RNA 

izolasyon protokolünün modifiye halleridir. RNA izolasyonundan maksimum verim 

elde edebilmek için örneklerden hücreler bekletilmeden direkt olarak izole edilmeli ve 

hemen çalı�ılmamalıdır. Öncelikli olarak izole edilen hücreler sıvı azotta (-196°C) 

yakla�ık olarak 5 dakika gibi kısa bir süre �oklandıktan sonra RNA izolasyonuna 

geçilmelidir. Buradaki temel amaç; hücre duvarlarının parçalanmasını sa�layarak 

elde edilecek olan RNA’ nın verimlili�ini arttırmaktır. 

3.6.3.2. Uygulama Basamakları 

�zole edilen PBMC ‘leri uygun seyreltme i�lemleri ardından TOMA lamı ile sayılmı�tır. 

Buna göre 1x106 hücre ba�ına yakla�ık 15 �g RNA eldesi için uygulanacak prosedür 

�u �ekilde gerçekle�tirilmi�tir. Kullanılan RNA izolasyon kitinde (Macherey-Nagel) 

bufferlar hazır olarak temin edilmi�tir. 

�zolasyon i�lemi için öncelikle ön hazırlıklar yapıldı. Bunun için; 

� RA3 Wash Buffer (Macherey-Nagel Lot:PAF0029660) solüsyonuna 20 ml 

etanol eklendi. 

A�a�ıdaki prosedür izlendi. 

• Kriyoviyollerdeki hücreler 1,5 ml ‘lik konik tabanlı mikrosantrifüj tüplerine 

aktarıldı. 

• Steril mikrosantrifüj tüplerine alınan hücreler 1500 rpm 5 dakika santrifüj 

yapıldı. 

• Filtreli tüplere ve onların konuldu�u koleksiyon tüpleri iç içe geçirilip üzerlerine 

hasta adları yazıldı. 
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• Santrifüj i�leminden sonra üst kısım çekilerek atıldı. Bu i�lem steril filtreli pipet 

uçları kullanılarak gerçekle�tirildi. 

• Hücrelerin üzerlerine 350 �l RA1 Lysis buffer (Macherey-Nagel 

Lot:PAF0029425) eklendi ve pipetaj yapıldı. 

• Hücrelerin üzerlerine 3,5 �l merkaptoetanol eklendi ve bir kaç saniye vorteks 

yapıldı. 

• Önceden koleksiyon tüpüne takılmı� olan filtrelere bu hücreler aktarıldı. 

• 11000 g’ de 1 dakika santrifüj yapıldı. Bu a�ama filtreleme a�amasıydı ve 

artan �eylerin uzakla�tırılması amacıyla yapıldı. O yüzden filtreli kısımlar atıldı. 

• Alt kısımlar koleksiyon tüplerinin kapakları olmadı�ı için yeni steril 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

• Her bir örne�in üzerine 350 �l %70’ lik etanol ilave edildi. 

• Nükleospin kolonları (Macherey-Nagel Lot:SPB000898) açılıp üzerlerine hasta 

isimleri yazıldı. 

• Mikrosantrifüj tüplerindeki hücreler bu nükleospin kolonlarına aktarıldı. 

• 30 saniye 11000 g de santrifüj yapıldı. 

• Filtreli kısımlar alınıp yeni koleksiyon tüplerine aktarıldı. 

• Her bir tüpe 350 �l MDF buffer (membrane desalting buffer Lot:PAF0029626 

Macherey-Nagel) eklendi. 

• 11000 g’ de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

• Santrifüj i�lemi gerçekle�irken DNase reaction mix hazırlandı. 

Bu amaçla; 

10 �l rDNase (Macherey-Nagel Lot:D0809R)   X  Örnek sayısı 

                                                 + 
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90 �l reaction buffer (Macherey-Nagel Lot:PAF0029394)   X    Örnek sayısı 

• Her bir örne�in üzerindeki filtreli tüpe hazırlamı� oldu�umuz bu karı�ımdan 

eklendi. 

• Ekleme i�lemi tamamlandıktan sonra 15 dakika oda sıcaklı�ında bekletildi. 

• Bekleme sürecinin bitmesiyle yıkama a�amasına geçildi. Bunun için hücrelerin 

üzerlerine 200 �l RA2 (Macherey-Nagel Lot:PAF0029438) solüsyonu eklendi. 

• 30 saniye 11000 g de santrifüj yapıldı. 

• Alt kısımlar atıldı. 

• Filtreli kısımlar yeni koleksiyon tüplerine takıldı. 

• Her bir örne�e ilk kullanımda 20 ml etanol ilavesi yapmı� oldu�umuz RA3 

wash buffer solüsyonundan (Macherey-Nagel Lot: PAF0029660 5ml) 600 �l 

eklendi. 

• 30 saniye 11000 g de santrifüj yapıldı. 

• Alttaki koleksiyon tüpünde toplanan sıvı uzakla�tırıldıktan sonra aynı tüpler 

tekrar takıldı. 

• Her bir örne�in üzerine 250 �l RA3 wash buffer solüsyonundan (Macherey-

Nagel Lot: PAF0029660 5ml) eklendi. 

• 11000 g de 2 dakika santrifüj yapıldı. 

• Böylelikle RNA toplama a�amasına gelindi. Bu a�amada steril mikrosantrifüj 

tüplerinin üzerlerine hasta isimleri yazıldı. 

• Alt kısımlar uzakla�tırılıp filtreli kısımlar önceden üzerlerine hasta isimleri 

yazmı� oldu�umuz steril mikrosantrifüj tüplerine aktarılır. 

• Her bir hasta örne�i üzerine 60 �l RNase free su (Macherey-Nagel 

Lot:PAF0029490) eklendi. Bu i�lem gerçekle�tirilirken filtrenin suyu hemen 
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emmesinden dolayı suyu çeperlere de�ilde filtrenin tam ortasına isabet 

ettirmeye dikkat edildi. 

• 11000 g de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

• Böylelikle alttaki 1,5 ml’ lik mikrosantrifüj tüplerinde RNA’ yı elde etmi� olduk. 

• Bu RNA daha sonra çalı�mak için -80°C ‘de saklandı. 

cDNA sentezi yapmadan önce ne kadar RNA kullanmamız gerekti�ini anlamak için 

RNA ölçümü yapıldı. Bunun için; T80+UV/VIS Spektrofotometer cihazı (PG 

Instrument) kullanıldı. Bu amaçla; 

• Yeni steril mikrosantrifüj tüplerine hasta adları yazıldı. 

• RNA ölçümü için 1:25 oranında seyreltme yapıldı (72 �l distile su ve 3 �l RNA 

her bir mikrosantrifüj tüpüne eklendi. 

• Pipetaj yapıldı. 

• Saf su ile küvetler yıkandı. 

• Bilgisayardan UV WIN programı çalı�tırılıp application�setting’ den ayarlar 

yapılmı�tır. (A1/A2�260/280) 

• Her 2 küvete de 75 �l distile su konularak sıfırlama i�lemi yapıldı. 

• Ölçüm i�lemi gerçekle�tirildi. 

• Örnekler 1:25 oranında seyreldi�i için çıkan sonuçlar 25 ile çarpıldı. 

RNA kalitesi ile ilgili olarak; her türlü kontaminasyondan kaçınılarak steril çalı�maya 

ve pipetajların do�ru yapılmasına dikkate edildi.  
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3.6.4. cDNA sentezi 

 

3.6.4.1.Genel �lke 

cDNA, RNA molekülünden revers transkriptaz enzimi yardımıyla DNA kopyasının 

sentezlenmesi i�lemidir. Hedeflenen hücrenin DNA sı ele alındı�ı zaman i�lemlenen 

ya da i�lemlenmeyen tüm genleri içerir. O yüzden hücrelerin anlatım yapan 

i�lemlenen kısmı olan mRNA lar kullanılır. Böylelikle mRNA dan cDNA elde edildi�i 

zaman yalnızca anlatımı yapılan genler bulunur. Bu amaçla önce RNA izolasyonu 

ardından cDNA çevrimi gerçekle�tirilir. Burada mRNA i�lenirken intronlar uzakla�tırılır 

geriye ekzonlar kalır (Simpson D, 1988). 

cDNA sentezini gerçekle�tirmek için RNA kullanılır. cDNA sentezi için kullanılan 

revers transkriptaz enzimine ba�langıç için ihtiyaç duydu�u primer poli A 

kuyru�undan ba�lanır. Enzimde poli A kuyru�unun olması revers transkripsiyon 

basama�ında üstünlük sa�lamasına neden olmaktadır. Ardından revers transkriptaz 

mRNA’yı kalıp olarak kullanarak primeri yardımıyla uzamanın gerçekle�mesini sa�lar 

ve tek zincirli cDNA kopyasını olu�turulur (Bernards A, 1992). 

 

3.6.4.2. Uygulama Basamakları 

Bir plate için kullanılması gereken total RNA miktarının 1 mikrogram olması 

gerekiyordu. O yüzden ne kadar RNA çekilmesi gerekti�i hesaplandı. 

Yani; 

A hastası için RNA miktarı 222,222 ise; 

1000 �l         222,222  

X                  1 

1000/222,222=4,500 �l 
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Total volume 10 mikrolitre olması gerekti�i için; 

RNA  Buffer GE RNase free su total 

4,500 �l 2 �l 3,500 �l 10 �l 

 

cDNA sentezi konvansiyonel PCR cihazı (NY-X Teknik ATC 401 model) kullanılarak 

gerçekle�tirildi. 

• Küçük PCR tüplerine hasta isimleri yazıldı. 

• Yukarıda her bir hasta için hesaplanmı� olan su miktarları eklendi. 

• Her bir örnek üzerine 2 �l GE buffer (24 �l Lot:DW27-2) eklendi. 

• Her hasta için hesaplanan miktardaki RNA lar eklendi. 

• Birkaç saniye ufak bir spin i�lemi gerçekle�tirildi. 

• Spin i�leminden sonra 42°C 5 dakika ya ayarlanmı� olan SAcDNA 1 programı 

çalı�tırıldı. 

• SAcDNA 1 programı tamamlandıktan sonra en az 1 dakika kadar buzda 

bekletildi. 

• Bu sırada cDNA nın olu�masında çeviri kısmında görev alan master mix 

toplam hacim 10 �l olacak �ekilde hazırlandı. Bunun için; 
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  Tablo 4:  cDNA master mix hazırlama protokolü 

 1 HASTA için 

Buffer BC3 4 �l 

Control P2 1 �l 

RE3 Reverse Transkriptaz 

master mix 

2 �l 

RNase free water 3 �l 

                                  

• Örnekler buzdan raka (+4°C) alındı ve hazırlanmı� olan master mix den her bir 

örne�e 10 �l eklendi. 

• Birkaç saniyelik ufak bir spin yapıldı. 

• SAcDNA2 programı (NY-X Teknik ATC 401 model)  çalı�tırıldı.  

• SAcDNA2 programı tamamlandıktan sonra her bir örnek üzerine 91 �l RNase 

free su’ dan eklendi. 

• Böylelikle cDNA sentezlenmi� oldu. 

 

3.6.5. RT-PCR Array Analizi 

3.6.5.1. Genel �lke 

E� zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (REAL - TIME PCR),  DNA amplifikasyonu ile 

e� zamanlı olarak artı� gösteren floresans sinyalin ölçülmesi ile kantitatif sonuç 

verebilen bir PCR yöntemidir (Binnie CG,1997). 

Real-time PCR dizi analizi yapılacak olan kit (QIAGEN PAHS-042A Lot:CB23.7-R1) 

insan kökenli olup DNA tamir enzimlerini kodlayan genler için hazırlanmı� standart bir 
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ticari kittir. Yapılmı� olan data analizinde Tablo 1’ de belirtilen genlerin ekspresyonları 

hakkında bilgi edinilmi�tir.  

 

3.6.5.2.  Uygulama Basamakları 

Elde edilen RNA’ lar cDNA’ ya çevrilmi�tir. cDNA’ lar uygun PCR karı�ımlarına DNA 

kontaminasyonundan özenle kaçınılarak eklenmi�tir. 

Her bir kuyucu�a koymamız gereken RNase free su, cDNA ve master mix den olu�an 

karı�ım hazırlandı. Bunun için; 

• 1248 �l RNase free water 5 ml’ lik steril tüpe aktarıldı. 

• 102 �l cDNA eklendi. 

• SYBR Green Rox qPCR mastermix den 1,35 ml konulup pipetaj yapıldı. 

• RT2 profiller PCR Array Human DNA repair (Qiagen PAHS-042A Lot:DH26-10) 

array inde her bir kuyucu�a 25 �l bu karı�ımdan eklendi. 

• Kuyucuklar tek tek kontrol edildi ve üstleri strip ile kapatıldı. 

• Çeperde kalanların dairesel hareketler çizecek �ekilde sallanarak a�a�ıya 

inmeleri sa�landı. 

• AB Applied Biosystem 7000 Sequence Detection System cihazı ve bilgisayar 

çalı�tırıldı. 

• Bilgisayardan 7000 System Software Programı açıldı. 

• Assay: Absolute Quantification (standart curve) 

Countainer: 96-well clear 

Template: Blank Documents 

Operator: XP 

Seçildikten sonra ileri tu�uyla devam edildi. 



�
�

�

• Dedector name�GADPH 

Reporter � SYBR 

             � 

          Add 

            � 

          �leri  

• Instruments ; 

� Stage 3 silindi. 

� Stage 1                                          Stage 2  

Reps : 1                                        Reps: 40 

                       95:00                                            95:00 

10:00                                             00:15 

                                                          � 

                                                      Add step 

                                                          � 

                                                         60 

                                                         1:00 

� Sample volume :25 

                � 

              Start seçilerek cihaz çalı�tırıldı. 

• PCR tamamlandıktan sonra sonuçlar kaydedildi.  
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3.7. Ara�tırma Planı ve Takvimi  

Projenin �lk 3 ayı:  

Deneylerin planı 

Malzeme temini 

Kan örneklerinin toplanması 

 

3-6 aylık dönem: 

RNA izolasyonu 

cDNA çevrim 

RT-PCR 

 

6-9 aylık dönem: 

Veri analizi 

Yazma 

Literatür güncelleme 

 

9-12 aylık dönem: 

Yayına dönü�türme, sunma 

Bitirme raporu 

�

�
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3.8. Verilerin De�erlendirilmesi 

 

Dokuz hasta grubundan elde edilen periferik kandan beyaz kan hücrelerinin gen 

ekspresyonuna göre her ko�ulun ekspresyonunun artı�ı ya da azalı�ı kat 

de�i�imleri (fold change) hesaplanmı�tır. Bu analizler SA Bioscience’ın data 

analysis expression sayfasında yapılmı�tır. Bu sitenin kullanımı ücretsizdir. 

Heat map ve clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri desteklenmi�tir. T test 

tabanlı p de�erli bu sitede de�erlendirilmi�tir. SA Bioscience’ın data analysis 

expression (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) 

sayfasında yer alan 2’ Average delta CT de�erleri kullanılarak SPSS’de (15.0 

SPSS Programı)  Mann-Whitney test yapıldı. 	CT de�erleri için cut-of olarak 40 

alındı. 

 

3.9. Ara�tırmanın Sınırlılıkları 

Olgu sayısı az oldu�u için randomizasyona gerek olmadı�ı dü�ünülerek hastalar 

kontrole gelen olgu sırası ile alınmı�tır. Özel bir seçim yapılmamı�tır. Alt grup 

analizlerinin yapılabilmesi için gruplara dü�en olgu sayısının az olması bu 

çalı�manın kısıtlılıklarından olup olgu sayısının arttırılarak çalı�manın 

geni�letilmesi ve verilerin tekrar de�erlendirilmesi uygun olacaktır. 

 

3.10.  Etik Kurul Onayı 

Bu çalı�ma; 11.08.2011 tarihli 2011/27-06 karar numarasına sahip, Dokuz Eylül 

Üniversitesi Giri�imsel Olmayan Ara�tırmalar Etik Kurul Raporu ile yürütülerek 

hasta ve sa�lıklı ki�ilerden onam formu imzalatılarak örnekler toplanmı�tır.  
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4.0. BULGULAR 

Nörofibromu olan NF1 hastaları ile nörofibromu olmayan NF1 hastaları 

kar�ıla�tırıldı�ında; nörofibromu olan Nörofibromatozis tip 1 hastaları POLB 

ekspersyonu artmı� iken; ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2, 

PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG ekspresyonu azalmı�tır 

(p<0.05, T test). Bu de�erlendirme için optik gliomlu, meme kanserli ve 

rabdomiyosarkomlu hastalar çalı�ma dı�ı bırakılmı�tır. 

 

Resim 1. Nörofibromu olan NF1 hastaları ile nörofibromu olamayan NF1 

hastalarının kar�ıla�tırılması 
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Resim 2. Nörofibrom varlı�ında ekspresyonu de�i�en genler 

 

LIG1, MPG, MRE11A, PARP2, PRKDC, RAD51B, TREX1 genlerinin 

ekspresyonunda meydana gelen yarıdan fazla azalmalar nörofibrom varlı�ı ile 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmu�tur (p<0.05, T test).  
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Resim 3. Nörofibrom varlı�ında ekspresyonu azalan genler 
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Resim 4. Nörofibromları olan hastalar ile kontrol grubunu heat map 

analizi
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Resim 5. Nörofibromları olmayan NF1 hastaları ile kontrol grubu ile heat map te 

analizi 
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Resim 6. Nörofibromlu hastalar nörofibromsuz hastalarla heat map analizi 
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Resim 7. Ailesel NF1 hastaları ile ailede NF1 hastası olmayan grupların 

kar�ıla�tırılması 

 

RAD18 ailesel NF 1 varlı�ında ekspresyonu azalmı� ve istatistiksel olarak önemlidir. 

Optik glioma sahip NF1 hastaları, optik gliomsuz hastalarla kar�ıla�tırıldı�ında 

BRCA2, MLH3, MSH3, RAD23A, XPA genlerinin ekspresyonunda artı� gözlenmi�tir. 

Hamartomatöz lezyona sahip NF1 hastaları ile hamartomatöz lezyonu bulunmayan 

NF1 hastaları kar�ıla�tırıldı�ında; hamartomatöz lezyonlu grupta, DDB1, DDB2, 

ERCC8, MLH3, NTHL1 PARP1, PARP3, PNKP, RAD18, RAD50, RAD51C, RFC1, 

SLK, TOP3A, XAB2, XPA, XRCC1, XRCC3, XRCC4, XRCC5 genlerinin 

ekspresyonlarında de�i�iklik gözlenmi�tir. 

Burada 4 genin (DDB2, MLH3, RFC1, XPA) ekspresyonunun kontrol grubuna göre 

her iki gruptada artı�ı bulunmu�tur. 
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Resim 8. DDB2, MLH3, RFC1, XPA gen ekspresyonunun kontrol grubuna göre 

iki grupta artı�ı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



���

�

Resim 9.  Hamartamatöz lezyon yok vs Kontrol Fold Change Analizi 
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Resim 10. Hamartomatöz lezyon var vs Kontrol Fold Change Analizi 
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Resim 11. Hamartamatöz lezyon var vs Hamartamatöz lezyon yok Fold Change 

Analizi 
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NF1 hastalı�ına sahip bütün olgular ile hiçbir hastalı�ı olmayan kontrol grubu 

kar�ıla�tırıldı�ında; CDK7, DDB2, ERCC3, MLH1, MLH3, POLB, RFC1, XPA 

genlerinin ekspresyonunda artı� gözlenirken; ERCC8, NEIL1, PARP3, PNKP, 

RAD18, RAD51B, TOP3A, XAB2, XRCC1, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6BP1 

genlerinin ekspresyonunda azalma saptanmı�tır. Bunlardan PNKP, RAD18, XAB2, 

XRCC3, XRCC4, XRCC5 genlerinde meydana gelen de�i�iklikler istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmu�tur (p<0,05 T test ).  

Resim 12. P ye göre tümolgular NF1var vs NF1yok Clustergram Analizi 
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Fold change e göre anlamlı çıkan genler ile clustergram analizi; 

Resim 13. NF1hastaları vs  Kontrol clustergram analizi 
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    Resim 14. Tüm grup NF1 var vs NF1 yok cluster gram analizi 
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Cluster gram da de�i�ik genlerde gruplara göre farklı sınıflamaların oldu�u saptandı. 

Yapılmı� olan 11 alt gruplu sınıflamada (NF1, NF1+ailesel, NF1+hamartomatöz, 

NF1+hamartomatöz+ailesel, NF1+nörofibrom, NF1+nörofibrom+ailesel, 

NF1+nörofibrom+hamartomatöz, NF1+nörofibrom+ailesel+hamartomatöz, 

NF1+optikgliom, NF1+RMS/meme kanseri, NF1 olmayan RMS) nörofibrom varlı�ı ya 

da yoklu�unun gen ekspresyon de�i�ikliklerinde hamartomatöz lezyona sahip olma 

ya da ailesel olup olmama kriterlerinden çok daha önemli oldu�u saptanmı� ve 

�ekilde gösterilmi�tir: 
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Resim 15. 11 alt grubun clustergram analizi 
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NF1 hastalı�ına sahip RMS ya da meme kanserine sahip hastalar ile NF1 olmayan 

RMS olguları arasında oldukça fazla farklanmalar gözlenmi�tir. RMS ve meme 

kanseri geli�en NF1’li 2 olgu ile NF1’siz RMS olguları kar�ıla�tırıldı�ında; ATM, 

CDK7, DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, RPA3, SLK, XPA gen 

ekspresyonlarında artı� gözlenmi�tir. BRCA1, BRCA2, ERCC2, ERCC8, MPG, 

NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCC3, XRCC6 genlerinin ekspresyonunda 

azalma gözlenmi�tir. 

NF1’li meme kanseri geli�en olguda kansersiz NF1 olgularına göre ATR, CCNO, 

MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, XRCC1, XRCC3 genlerinin ekspresyonunda 

artı� gözlenirken, ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG, 

MRE11A, MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1, SMUG1, TDG, TOP3B genlerinin 

ekspresyonunda azalma gözlenmi�tir. 

NF 1’li RMS olgusu ve meme kanseri ile ile NF1’ siz RMS olguları kar�ıla�tırıldı�ında 

DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA genlerinin ekspresyonunda 10 kattan fazla 

artı� gözlenmi�tir. 

Malign tümör olgularında NF1’ li ya da NF1’ siz gruplar kar�ıla�tırıldı�ında gen 

ekspresyonunda katlanma de�i�iklikleri vardır. DDB2, MGMT, MLH1, POLB UNG, 

XPA ekspresyonları artmı�tır.  

Çalı�tı�ımız 84 gende ERCC1(p:0,015) ve TREX1(p:0,026) genleri ebeveynlerde 

çocuklara göre istatistiksel anlamlı olarak ekspresyonunun azaldı�ı saptanmı�tır 

(Mann-Whitney Test).  

0,032)-60,006(0,01  0,021:ebeveyn:ERCC1•

0,197)-00,065(0,02  0,069:çocuk:ERCC1•

0,090)-50,026(0,01  0,062:ebeveyn:TREX1•

0,346)-80,108(0,07  0,142:çocuk:TREX1•

�

�

�

�

 

 

 

 



�
�

�

5.0.TARTI�MA   

Bu çalı�mada amaç; NF1 hastalı�ının bireyden bireye, aileden aileye farklı klinik 

gidi�atını; yani farklı fenotip ekspresyon göstermesindeki genetik nedeni 

sorgulamaktı. Bu do�rultuda NF1 hastalarındaki klinik çe�itlili�inin genetik nedenini 

sorgularken, DNA tamir genlerindeki ekspresyon artı� ve azalı�ları farklı alt gruplar 

olu�turarak de�erlendirildi. Buradaki amaç; kanserin DNA onarımında meydana 

gelen hatalardan kaynaklandı�ını ve e�er biz bu onarım genlerinde meydana gelen 

ekspresyon de�i�ikliklerinden anlamlı sonuçlar çıkarabilirsek farklı klinik gidi�atlara 

sahip hastalardaki bulguları öngörmek için yararlı bir çalı�ma yapılmı� oldu�u 

gerçe�iydi.  

Genetik temelli bir hastalıkta izlemde farklı klinik gidi�inin nedeninin açıklanmaya 

çalı�ılması temeline dayanan bu tez çalı�masında, öncelikle izlemde malign tümör 

geli�me riskini öngörücü bir ya da birkaç prediktif gen ekspresyonu saptamak hedef 

alınmı�tı. Ancak NF1’ de benign bir tümör olan nörofibrom geli�me oranı % 48 iken, 

malign tümör geli�en olgularımızın sayısı az oldu�u için çalı�mada ATM, CDK7, 

DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, RPA3, SLK, XPA, BRCA1, 

BRCA2, ERCC2, ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCC3, 

XRCC6 gen ekspresyonu NF1’ de izlemde RMS geli�mesini öngörülüdür ya da 

meme kanserinde ise ATR, CCNO, MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, XRCC1, 

XRCC3, ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG, MRE11A, 

MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1, SMUG1, TDG, TOP3B genlerinin ekspresyonu 

izlemde öngörülüdür �eklinde istatistiksel olarak p de�eri ile desteklenen bir sonuca 

ula�amadık. Bunun nedeni malign tümör geli�en kontrol olgu sayısındaki azlıktır. 

Ekonomik nedenler bunda rol oynamı�tır.  

NF1 hastalarında ERCC3 geninin nörofibrom olu�masında koruyucu etkiye sahip 

oldu�u dü�ünülmektedir. Bu çalı�mada ERCC3 geninin ekspresyonunda artı� 

olmayan hastalarda, nörofibrom geli�ti�i gözlenmi�tir. NF1 hastalarında POLB 

geninin ekspresyon artı�ının oldu�u saptanmı�tır. POLB genindeki ekspresyon 

artı�ının 2,7 nin üzerinde oldu�u durumlarda POLB geni nörofibrom belirleyicisi 

oldu�u bulunmu�tur. MGMT ve UNG genlerinin ekspresyonlarında meydana gelen 

artı�ın nörofibrom geli�me riskinin artmasına sebep oldu�u dü�ünülmü�tür. RAD 52 
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ve MSH 6 gen ekspresyonlarının fazla oldu�u durumlarda ise NF1 hastalarında 

nörofibrom geli�medi�i gözlenmi�tir. 

Ailede NF1 hastalı�a sahip olan olgular (ailesel NF1) ile ailesinde NF1 hastalı�ı 

bulunmayan olgular arasında yapılan analizlerde; ailesel NF1 grubunda, CCNO, 

RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6BP1 gen ekspresyonlarında 

azalma görülmü�tür. Ailesinde NF1 hastası bulunmayan grupta ise; MGMT, POLB, 

PRKDC, RAD51C, RAD51B, XAP2, XPA, XRCC5 gen ekspresyonlarında de�i�iklik 

gözlenmi�tir. Bu genlerden MGMT, POLB ve XPA gen ekspresyonları artarken; 

PRKDC, RAD51C, RAD51B, XAB2 ve XRCC5 genlerinin ekspresyonlarında azalma 

olmu�tur. Bu analizle; XAB2 geni ile XRCC5 genleri hem ailesel hem de ailesel 

olmayan grupta azaldı�ı için bu genlerinin NF1 hastalı�ının herediter ya da spontan 

olarak geli�mesinde belirleyici olmadı�ı hipotezini desteklemi�tir. Ekspresyon azalı�ı 

NF1 hastalı�ına özgü bir bulgu olabilir.  

Bu genlerden RAD18 ve XAB2 genleri her iki grupta da ekspresyon de�i�ikli�ine 

neden oldu�u için hamartomatöz lezyonla ili�kisinin do�rudan olmadı�ı ancak kontrol 

gruplarına göre göstermi� oldu�u ekspresyon de�i�ikliklerinden dolayı NF1 hastalı�ı 

ile ili�kili oldu�u dü�ünülmektedir. Burada birçok genin ekspresyonunda hafif 

düzeyde azalma saptanmı�tır ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmamı�tır. Bu yüzden saptanan bu ekspresyon azalmaları hamartomatöz 

lezyona sahip hastalar ile hamartomatözsüz grup arasında ayırt edici de�ildir. 

Hamartomatöz lezyona sahip hastalar kontrol grubu ile kar�ıla�tırıldı�ında DNA 

onarım genlerinin ekspresyonun azaladı�ı ancak hamartomatöz lezyona sahip 

olmayan hastalar ile kontrol grubu kar�ıla�tırıldı�ında genlerin ekspresyonunun artı�ı 

saptanmı�tır. �ki grup birbiri ile kar�ıla�tırıldı�ında; hamartomatöz lezyona sahip olan 

hastalarda hamartomatöz lezyonlu hastalara göre gen ekspresyonunun çok daha 

fazla arttı�ı heat map lerle desteklenmi�tir. Bu genlerin ekspresyon artı� miktarı 

hamartamatöz lezyon olup olmadı�ını belirleyici olabilir. 

NF1 hastalı�ında gen ekspresyon de�i�ikliklerini temel olarak nörofibrom varlı�ı ile 

belirlenmi�tir. Optik gliom gözlenen hastalarda nörofibromlu hastalar gibi benzer 

ekspresyon paterni göstermi�tir. Optik gliomun ve nörofibromun benign natürü bu 

bulgularımızın benzerli�ini açıklayabilir. 



���

�

Nörofibromu olan hamartomatöz lezyonlu ailesel NF1 hastaları farklı alt gruplara 

bölünüp kar�ıla�tırıldı�ında benzer ekspresyon özellikleri gösterdikleri saptanmı�tır. 

Nörofibromu olmayan hastalarda kendi alt gruplarında birbirlerine ve kontrol grubuna 

benzer özellikte gen ekspresyonu göstermektedirler.  

NF 1 olgularında nörofibromların yanı sıra lösemi, yumu�ak doku tümörleri, beyin 

tümörleri, nöroblastom gibi malign tümörler de geli�ebilmektedir. Kanserin 

olu�masında en önemli nedenlerden biri de DNA’da meydana gelmi� olan hatanın 

düzeltilememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin do�ru çalı�mamasından 

kaynaklanır. Bu amaç do�rultusunda DNA tamir genlerindeki ekspresyon artı� ve 

azalı�larını kar�ıla�tırarak analiz etmeyi amaçladık. Bunun sonucunda da; NF 1’ e 

e�lik eden kanser olgularını belirlemede DNA onarım ili�kili genlerin artı� ya da 

azalı�larının prediktif olabilece�i ve bu olguların takibinde klinisyenlerle birlikte temel 

onkoloji ara�tırma ekiplerinin yer almasının yararlı olabilece�i sonucuna varıldı. 
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6.0. SONUÇLAR 

Bu de�erlendirme; NF1 olgularındaki klinik bulguları öngörmek için DNA onarım 

sistemi ili�kili gen ekspresyon de�i�ikliklerinin rolü olabilece�ini ve NF1’ e e�lik eden 

kanser olgularını belirlemede DNA onarım ili�kili genlerin artı� ya da azalı�larının 

prediktif olabildi�ini göstermi�tir.  

• NF1 hastalı�ına sahip bireylerde PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4, 

XRCC5 genlerinin ekspresyonunda meydana gelen de�i�kliklerin NF1 

hastalı�ı ile ili�kili oldu�u istatistiksel olarak anlamlı bulundu. 

• POLB, MGMT, UNG gen ekspresyon artı�ı NF1 hastalı�ında nörofibrom 

geli�mesi ile ili�kilidir. 

• POLB geninin ekspresyonunda meydana gelen 2,7 üzerindeki ekspresyon 

artı�ı nörofibrom belirleyicisidir. 

• RAD52 VE MSH6 gen ekspresyon azalı�ı nörofibrom geli�mesi ile ili�kilidir. 

• NF1 hastalarında ERCC3 geninin nörofibrom olu�masında koruyucu etkiye 

sahip oldu�u ve ERCC3 geninin ekspresyonunda artı� olmayan hastalarda, 

nörofibrom geli�ti�i görüldü. 

• BRCA2, MLH3, MSH3, RAD23A, XPA genleri NF1’ de optik gliom geli�mesi ile 

ili�kilidir. 

• Bu çalı�mada yer alan DNA tamir genlerinin ekspresyonu NF1 olgularına 

hamartomatöz lezyon e�lik etmesini öngörücü de�ildir. 

• Ailesel NF1 olgularında RAD18 geninin ekspresyon azalması anlamlı bulundu. 

• Bu çalı�manın sonucunda; NF 1 hastalarında yapmı� oldu�umuz analizlerde 

84 tane DNA tamir geninin  63’ ünde ekspresyon de�i�iklikleri gözlemlendi. 

Bu çalı�madaki alt grup sayılarının arttırılarak çalı�maya devam edilmesi daha 

belirgin sonuçların ortaya konulması açısından faydalı olacaktır. Bu olguların 

takibinde klinisyenlerle birlikte temel onkoloji ara�tırma ekiplerinin yer almasının 

yararlı olaca�ı sonucuna varılmı�tır. 
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NÖROF�BROMATOZ�S T�P 1 KANSER �L��K�S�NE 
MOLEKÜLER YAKLA�IM 

MOLECULAR APPROACH TO NEUROFIBROMATOSIS TYPE I AND 
CANCER RELATION 

Duygu Dursun, Safiye Akta�, Pınar Erçetin, Zekiye Altun ve Nur Olgun 

Dokuz Eylül Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü �zmir 

G�R��: Nörofibromatozis Tip 1 (NF 1), çe�itli fenotiplere sahip, sık görülen otozomal 
dominant genetik bir hastalıktır. NF 1 olgularında nörofibromların yanı sıra lösemi, yumu�ak 
doku tümörleri, beyin tümörleri, nöroblastom gibi malign tümörler de geli�ebilmektedir. 
Kanserin olu�masında en önemli nedenlerden biri de DNA’da meydana gelmi� olan hatanın 
düzeltilememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin do�ru çalı�mamasından kaynaklanır. Bu 
amaç do�rultusunda DNA tamir genlerindeki ekspresyon artı� ve azalı�larını kar�ıla�tırarak 
analiz etmeyi amaçladık. Bu çalı�mada; NF 1 olguları arasında malignite gözlenen iki olguyu 
(rabdomiyosarkom (RMS), meme kanseri) DNA tamir genleri ekspresyonu yönünden 
malignite görülmeyen NF 1 olguları ve normal kontrol olguları ile NF 1 ili�kili olmayan 
rabdomiyosarkom olgularını kar�ıla�tırarak de�erlendirdik. 

MATERYAL VE METOD: Gönüllü olur formu imzalatılan her bir olgudan periferik kandan 
mononükleer hücre izolasyonu (PBMC) yapıldı. Bu a�amada alınan kanlar bekletilmeden 
direkt olarak çalı�ıldı. Elde edilen mononükleer hücreler öncelikle azotta kısa bir süre 
�oklandıktan sonra -80 °C de saklandı. Mononükleer hücrelerden RNA izolasyonu yapılıp 
RNA miktarı ölçüldü. Yeterli miktarda RNA izolasyonu yapıldı�ı hesaplandıktan sonra  cDNA 
çevrimi gerçekle�tirildi. Bu a�amadan sonra PAHS-042 array’i kullanılarak 84 tane DNA tamir 
geninin ekspresyonu de�erlendirildi. Bu de�erlendirme çe�itli alt gruplarda farklı ya da 
benzer özellikler gerçekle�tirilerek yapıldı. De�erlendirme SA Bioscience’ın data analysis 
expression sayfasında yapılıp gen ekspresyon analizleri heat map ve clustergram ile 
desteklendi. T test tabanlı p de�eri bu sitede de�erlendirildi. 

BULGULAR: RMS ve meme kanseri geli�en NF 1’li 2 olgu ile NF 1’siz RMS olguları 
kar�ıla�tırıldı�ında; ATM, CDK7, DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, 
RPA3, SLK, XPA gen ekspresyonlarında artı� gözlenmi�tir. BRCA1, BRCA2, ERCC2, 
ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCC3, XRCC6 genlerinin 
ekspresyonunda azalma gözlenmi�tir (p<0.05, T test). NF 1’li RMS olgusu ile NF 1’ siz RMS 
olguları kar�ıla�tırıldı�ında DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA genlerinin 
ekspresyonunda 10 kattan fazla artı� gözlenmi�tir. NF 1’li meme kanseri geli�en olguda 
kansersiz NF 1 olgularına göre ATR, CCNO, MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, 
XRCC1, XRCC3 genlerinin ekspresyonunda artı� gözlenirken, ATM, BRCA1, BRCA2, 
ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG, MRE11A, MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1, 
SMUG1, TDG, TOP3B genlerinin ekspresyonunda azalma gözlenmi�tir.  

SONUÇ: NF 1’ e e�lik eden kanser olgularını belirlemede DNA onarım ili�kili genlerin artı� ya 
da azalı�ları prediktif olabilir ve bu olguların takibinde klinisyenlerle birlikte temel onkoloji 
ara�tırma ekiplerinin yer almasının yararlı oldu�u sonucuna varılmı�tır. 
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Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis Type 1 
Cases Duygu Dursun, Safiye Akta�, Pınar Erçetin, Zekiye Altun, Dilek Ince, Kamer 

Mutafo�lu and Nur Olgun 

Dokuz Eylul University Institute of Oncology Department of Basic Oncology, Izmir, 
Turkey 

Dokuz Eylul University Institute of Oncology Department of Pediatric Oncology, Izmir, 
Turkey 

PURPOSE: Neurofibromatosis Type 1 (NF 1) is a a common autosomal dominant genetic 
disorder that has a variable phenotype. The genetical cause of  clinical variability of NF1 
patients is questioned. DNA repair genes are responsible for proofreading the missing in the 
DNA. We aimed to analyze expression of DNA repair genes and their clinical significance in 
NF 1 patients; comparing exsistance of neurofibroma or hamartomatous lesions or other 
tumours or existance of NF1 in the family. 

MATERIALS AND METHOD: This study included total 46 cases. 36 NF1 patients (30 
children; 6 parents), 8 control cases without any disease, two control cases with 
rhabdomyosarcoma without NF1. 17 of them are female, and 19 are male. The mean age at 
diagnosis is 10.08 for children and 40.67 for parents.. Among 36 patients, 17 had 
neurofibromas, 17 had hamartomatous lesions. Rhabdomyosarcoma (RMS) was observed in 
one patient, breast cancer in one patient and four patients suffered optic glioma. Peripheral 
blood was obtained from each case. Mononuclear cells were separated. After RNA isolation 
and cDNA converting, expressions of 84 genes related with DNA Repair in standard array 
(SABiosciences) were determined by Real-Time PCR for each case. Fold changes and p 
values comparing groups were evaluated.  

RESULTS: In NF1 cases PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 and XRCC5 genes were 
downregulated compared with control group. In NF1 cases having neurofibromas,  POLB 
was overexpressed; while ERCC3,LIG1,MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2, PRKDC, 
RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG were downregulated compared with the 
NF1 cases without neurofibromas (p<0.05, T test). No gene was determinant for 
hamartomatous lesions or optic glioma presence. RAD18 is the downregulated and statistical 
significant gene for existance of NF1 in the family. There are gene expression fold change 
differences when malign tumor cases with/without NF1 were compared. DDB2, MGMT, 
MLH1, POLB UNG, XPA are overexpressed. But statistical evaluation was not assesed 
because of low number of cases in each group.  

CONCLUSION: Our results may point toward a role of gene expression changes of DNA 
repair system to be predictive for clinical manifestations in NF1 cases.  

Note: This study was supported by Turkish Pediatric Oncology Group and Dokuz Eylul 
University Scientific Research Projects Unit. 
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ÇALI�MANIN AMACI NED�R? 
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KATILMA KO�ULLARI NED�R? 

Bu çalı�maya dahil edilebilmeniz için nörofibromatosis tip 1 tanısı almı� olmanız gerekir. 

NASIL B�R UYGULAMA YAPILACAKTIR? 

Sizden zaten tanısal amaçlı kan alınırken bir miktar çalı�ma için ayrılacaktır. Ek bir giri�im yoktur. 
Alınan materyal tanınız için gerekli i�lemleri etkilemeyecektir.  

SORUMLULUKLARIM NED�R? 

Ara�tırma ile ilgili olarak sizin sorumluluklarınız yoktur. 

KATILIMCI SAYISI NED�R? 

Ara�tırmada yer alacak gönüllülerin sayısı 24 ‘dir. 

KATILIMIM NE KADAR SÜRECEKT�R? 

Bu ara�tırmada yer almanız için öngörülen süre yoktur. Bir kerelik kan alınacaktır. 

ÇALI�MAYA KATILMA �LE BEKLENEN OLASI YARAR NED�R? 

Bu ara�tırmada sizin için beklenen yararlar ya da zararlar yoktur. Bilime katkı sa�lanabilecektir.  

ÇALI�MAYA KATILMA �LE BEKLENEN OLASI R�SKLER NED�R? 

Size bu ara�tırmada kan alma i�lemi uygulanacaktır. Bu uygulama zaten yapılacak i�lem sırasında 
yapılacaktır. Ek bir risk yoktur. Alınacak miktar 10 cc olup risk te�gil etmemektedir. Size ek bir tedavi 
uygulaması yoktur. 

Kan alma i�lemi ile ilgili riskler arasında bayılma, a�rı ve/veya morarma sayılabilir. Ender durumlarda 
i�ne deli�inin yerinde enfeksiyon ya da küçük bir kan pıhtısı olabilir. Olası bir soruna kar�ı gerekli 
tedbirler tarafımızdan alınacaktır. 
 

LÜTFEN D�KKATL�CE OKUYUNUZ !!! 

Bu çalı�maya katılmak üzere davet edilmi� bulunmaktasınız. Bu çalı�mada yer 
almayı kabul etmeden önce çalı�manın ne amaçla yapılmak istendi�ini anlamanız ve 
kararınızı bu bilgilendirme sonrası özgürce vermeniz gerekmektedir. Size özel 
hazırlanmı� bu bilgilendirmeyi lütfen dikkatlice okuyunuz, sorularınıza açık yanıtlar 
isteyiniz. 
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ARA�TIRMA SÜREC�NDE B�RL�KTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDU�U B�L�NEN 
�LAÇLAR/BES�NLER NELERD�R? 

Çalı�ma süresince birlikte kullanımının sakıncalı oldu�u ilaç ve besinler yoktur. 

HANG� KO�ULLARDA ARA�TIRMA DI�I BIRAKILAB�L�R�M? 

Alınan materyal yetersiz oldu�unda, tanınız de�i�ti�inde, doktorunuz sizin izniniz olmadan sizi 
çalı�madan çıkarabilir.  

ÇALI�MA KAPSAMINDAK� G�DERLER KAR�ILANACAK MIDIR? 

Yapılacak her tür tetkik, fizik muayene ve di�er ara�tırma masrafları size veya güvencesi altında 
bulundu�unuz resmi ya da özel hiçbir kurum veya kurulu�a ödetilmeyecektir.��������������������������������������������� 
�

ÇALI�MAYA KATILMAM NEDEN�YLE HERHANG� B�R ÖDEME YAPILACAK MIDIR? 

Bu ara�tırmada yer almanız nedeniyle size hiçbir ödeme yapılmayacaktır.  

ARA�TIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARA�TIRMADAN AYRILMAM 
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREK�R? 

Bu ara�tırmada yer almak tamamen sizin iste�inize ba�lıdır. Ara�tırmada yer almayı reddedebilirsiniz 
ya da herhangi bir a�amada ara�tırmadan ayrılabilirsiniz; reddetme veya vazgeçme durumunuz 
tedavi ve izleminizi etkilemeyecektir.  

Ara�tırmanın sonuçları bilimsel amaçla kullanılacaktır; çalı�madan çekilmeniz ya da ara�tırıcı 
tarafından çıkarılmanız durumunda, sizle ilgili tıbbi veriler de gerekirse bilimsel amaçla 
kullanılabilecektir. 

 

KATILMAMA �L��K�N B�LG�LER KONUSUNDA G�ZL�L�K SA�LANAB�LECEK M�D�R? 

Size ait tüm tıbbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktır ve ara�tırma yayınlansa bile kimlik bilgileriniz 
verilmeyecektir, ancak ara�tırmanın izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar 
gerekti�inde tıbbi bilgilerinize ula�abilir. Siz de istedi�inizde kendinize ait tıbbi bilgilere ula�abilirsiniz  

  

Çalı�maya Katılma Onayı: 

 

 Yukarıda yer alan ve ara�tırmaya ba�lanmadan önce gönüllüye verilmesi gereken bilgileri 
gösteren 2 sayfalık metni okudum ve sözlü olarak dinledim. Aklıma gelen tüm soruları ara�tırıcıya 
sordum, yazılı ve sözlü olarak bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anlamı� bulunmaktayım. 
Çalı�maya katılmayı isteyip istemedi�ime karar vermem için bana yeterli zaman tanındı. Bu ko�ullar 
altında, bana ait tıbbi bilgilerin gözden geçirilmesi, transfer edilmesi ve i�lenmesi konusunda ara�tırma 
yürütücüsüne yetki veriyor ve söz konusu ara�tırmaya ili�kin bana yapılan katılım davetini hiçbir 
zorlama ve baskı olmaksızın büyük bir gönüllülük içerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla 
yerel yasaların bana sa�ladı�ı hakları kaybetmeyece�imi biliyorum. 
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 Bu formun imzalı ve tarihli bir kopyası bana verildi. 
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