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OZET

Norofibromatozis Tip 1 Olgularinda DNA Tamir Genlerinin Ekspresyonunun
Klinik Onemi
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AMAGC: Norofibromatozis Tip 1 (NF1), cesitli fenotiplere sahip, sik gérilen otozomal
dominant genetik bir hastaliktir. NF1 hastalarinin klinik ¢esitliliginin genetik nedeni
sorgulanmaktadir. DNA onarim genleri DNA’ daki hatalarin onarimindan sorumludur.
Biz DNA onarim genlerinin ekspresyonunu ve onlarin NF1 hastalarindaki klinik
6nemini nérofiborom, hamartomatéz lezyon, diger timérler ya da ailesel NF1 varligi ile
karsilastirarak analiz etmeyi amagladik. Bu calismanin diger amaci gen
ekspresyonlari ile klinik bulgular arasinda iliski olup olmadigini belirlemekii.

METOD: NF1’ li hastalar ve NF1 ile birlikte malignitesi olan hastalar calismaya
alindi. Kontrol grubu olarak da benzer yas grubundaki her hangi bir hastaligi
olmayan cocuklar ve NF1 ile ilgisi olmayan maligniteli olgular olusturdu. Calisma
toplam 46 olgu icermekteydi: 36 NF1 hastasi (30 ¢cocuk; 6 ebeveyn), hi¢ bir hastaligi
olmayan 8 kontrol olgusu, rabdomiyosarkomlu NF1 olmayan 2 kontrol olgusuydu. 8
kontrol olgusunun yas ortalamasi 17+7,03 (10-30 yas) (ortanca 13 yas) idi. NF1
olgularinin 17’ si kadin 19’ u erkekti. NF1’ |i olgularimiz i¢in tani anindaki yas
ortalamasi 10,08+8,86 (9 ay- 38 yas) (ortanca 8 yas) iken hastalarimizin ¢alismaya
alinan ebeveynlerinin yas ortalamasi 40,50+1,22 (39-42 yas) (ortanca40 yas) idi. 36
hastanin, 17" si nd&rofiboromlu, 17° si hamartomatéz lezyonluydu. 1 hastada
rabdomiyosarkom gézlenmis, 1 hasta meme kanseri ve 4 hasta da optik gliomluydu.
Her bir hasta ve kontrol grubundan periferik kandan mononukleer hicre izolasyonu
yapildi. RNA izolasyonu ve cDNA dénisimudnden sonra, her bir olguda Real-Time
PCR ile DNA onarimi ile iligkili 84 genin ekspresyonu (standart array, SABiosciences)



belirlendi. Ekspresyonlarin kontrol grubuna gére kat degisiklikleri ve T test ile p
degeri karsilastirmali gruplarda degerlendirildi.

BULGULAR: Arastirma grubunu 36 NF1 hastasi, kontrol grubunu ise 8 saglam ¢ocuk
ve 2 adet de NF1 ile iligkisi olmayan maligniteli olgu (rabdomiyosarkom)
olusturmaktadir. NF1 olgularinda, PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 ve XRCC5
genlerinin ekspresyonu kontrol grup ile karsilastirildiginda azaldi (p<0.05, T test).
Nérofibromlu NF 1 olgularinda, nérofioromsuz NF 1 olgulariyla karsilastirildiginda
POLB ekspersyonu artarken; ERCC3,LIG1,MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2,
PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG ekspresyonu azald.
RAD18 ailesel NF 1 varliginda ekspresyonu azalmis ve istatistiksel olarak dnemli
oldugu saptandi. Malign timér olgularinda NF 1’ li ya da NF 1’ siz gruplar
karsilastirildiginda gen ekspresyonunda kat degisiklikleri vardi. DDB2, MGMT,
MLH1, POLB UNG, XPA ekspresyonlari artti. NF 1’li RMS olgusu ile NF 1’ siz RMS
olgulari karsilastirildiginda DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA olmak Uzere 6
genin ekspresyonu 10 kattan fazla artti.

SONUG: Bulgularimiz NF 1 olgularindaki klinik bulgulari éngérmek icin DNA onarim
sistemi iligkili gen ekspresyon degisikliklerinin rolU olabilecegini gdstermigtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Nérofibromatozis Tip 1, DNA onarim genleri, Klinik iligki
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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
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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+7,08 (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, MSHS6,
PARP2, PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG were
downregulated compared with the NF1 cases without neurofiboromas (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



1.0. GiRIiS VE AMAC

Nérofibromatozis Tip 1 (NF1), cesitli fenotiplere sahip, sik gérilen otozomal dominant
genetik bir hastaliktir. Nérofibromatozis aslinda iki ayri hastaliktir ve her biri farkli gen
bozuklugu sonucunda olugur. NF tip 1 (NF1) von Recklinghausen hastaligi olarak
bilinir. Toplumda en sik rastlanan nérokutanoz sendromdur ve 17. kromozomda
meydana gelen bir mutasyonla olusur. NF tip 2 (NF2) 22. kromozomda meydana

gelen mutasyonla olusur.

NF1 olgularinda ndérofibromlarin yani sira 16semi, yumusak doku tamdrleri, beyin
timorleri, ndéroblastom gibi malign timdérler de gelisebilmektedir. Kanserin
olusmasinda en énemli nedenlerden biri de DNA’ da meydana gelmis olan hatanin
dizeltlememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin dogru c¢alismamasindan
kaynaklanir.

Bu calismada; NF1 hastalarinin klinik cesitliliginin genetik nedeni sorgulanmasi
amaclandi. Bu nedenle de farkl alt gruplar olusturularak, gen ekspresyonlarinda ki
benzer artig ve azaliglar analiz ederek klinik bulgularla iliskisi degerlendirildi.



2.0. GENEL BIiLGILER

2.1. NOROFIBROMATOZIS TiP 1

Nérofibromatozis Tip 1 (NF1); toplumda gértlme sikligi 1/4000 oranina sahip olan,
otozomal dominant kalitilan, (olgularin %50’ si ailesel olmakla birlikte diger % 50’ lik
kismin yeni mutasyonlar sonucu ortaya c¢ikabilen) bir nérokutanoz sendromdur.
Toplumda siklikla karsilagilan bu antitede klinikte belirtiler gocukluk ¢aginda ortaya
cikmakta ve Kklinik bulgular ilerleyerek pek c¢ok organ sistemini etkilemektedir
(Ostergaard JR, 2005). Diger yandan kansere yatkinlik sendromlari arasinda yer
alan bu hastaligin geni 17. kromozomun 11g12 bdlgesinde lokalizedir ve von
Recklinghousen ya da periferal NF olarak da bilinmektedir (Sabbag A, 2009).

2.1.1. Norofibromatozis Tip 1’ in Tarihcesi

1592 de italyan Ulisse Aldrovandi tarafindan tanimlanan olgu 1642’ de Mostroum

isimli bir atlasta yayinlanmistir.

1768 de Mark Akendise tarafindan gergeklestirilen olgu sunumunda; hastanin
vicudunun pek cok bdlgesinde cesitli tomurcuklarin ¢iktigini ve hastanin bunlardan
rahatsiz oldugu icin bu tomurcuklari kestigini ancak tekrar yerine yenilerinin gok daha
fazla sayida ¢iktigi belirtilmistir.

Wilhelm Gottlieb Tilesius sigilli adam diye bahsettigi bir olguyu 1973’ te yayinlamistir.
Bu makalede hastanin skolyozunun, makrosefalisinin ve cafe au lait lekelerinin (CLS)

bulundugunu belirtmigtir.

19.yy’ In en 6nemli hekimlerinden biri olarak kabul edilen Rudolf Ludwig Karl Virchow
Noérofibromatozis Tip 1 hastaligina sahip olgular yayinlamistir. Ardindan kendisine
asistan olarak atanan Friedrich Daniel von Recklinghausen’ in sundugu raporla
Norofibromatozis tip 1 hastahidinin histopatolojik ve klinik 6zellikleri detayli bir sekilde
belirtilmistir. ilk kez burada nérofibrom terimi kullanilmis ve daha sonra da bu hastalik
von Recklinghausen hastaligi olarak tarihteki yerini almistir.

Klinik bulgulari olduk¢a net olan bu hastaligin 1987’ de National Institute of Health

Concensus Development Conferance tarafindan tani kriterleri belirlenmistir. 90’h



yillarin basinda da NF 1 geninin ekspresyonu olan nérofibromin proteini belirlenmis
ve ardindan g¢alismalar bu proteinin fonksiyonu Gzerine yogunlagmistir.

2.1.2. Norofibromatozis Tip 1’ in Klinik bulgulari ve Tani

1987’ de National Institute of Health Concensus Development Conferance tarafindan

tanimlanan olan tani kriterleri séyledir;

6 ve Uzerinde cafe-au-lait lekesi (¢aplari puberte 6ncesi 5 mm’ den blyUk, puberte
sonrasl 15 mm’ den blyUk)

Noérofibromya sayisinin 2 ve 2’den fazla olmasi veya 1 tane pleksiform nérofibrom
bulunmasi

Aksiler ve inguinal gillenme

Optik gliom

2 ve Uzerinde Lisch nodulindn (iris hamartomu) olmasi

Sfenoid displazi, psddoartroz ile birlikte ya da olmaksizin uzun kemiklerin korteksinde
incelme gibi kemik lezyonlarina sahip olmak

Ailede birincil derecede akrabalardan NF 1 tanisi almis olmak
Belirtilen bu kriterlerden herhangi ikisinin olmasi taninin konulmasi igin yeterlidir.
2.1.2.1. Cafe-au-lait lekeleri

NF 1’ li hastalarda lekeler hayatlarinin ilk yillarinda ortaya ¢ikabilir, cocukluk ve daha
sonraki dénemlerde artis gosterebilir. Ozellikle puberte déneminde bilyiime ve
gelisme ile sayilarinda artis gézlenmektedir. Lekeler ilk yillarda daha acik iken
zamanla koyulasabilmektedir. Bu durumun giinese maruz kalma ile ilgili oldugu
belirtiimigtir. Kenarlari genellikle diizgin olup; el, ayak, avug i¢i, ayak tabani ve sagli
deri diginda vicudun hemen hemen her yerinde goralebilir. NF 1’ li bireyler 6 ve
Uzerinde cafe-au-lait lekelerine sahipti. Bundan daha az sayida cafe-au-lait
lekelerinin varhgi NF 1 tanisi igin yeterli degildir, ¢linki toplumun % 10’ unda birkag
tane cafe-au-lait lekesi mevcuttur. Cafe-au-lait lekeleri hastalarin yaklasik olarak %
95’ inde goralir ve glinese maruz kalma ile renklerin koyulastigi gézlemlenebilir
(Trovo-Marqui A. B, 2006; Kaufmann D, 2001).



2.1.2.2. Norofibrom ve Pleksiform Norofibromlar:

NF 1’ de en yaygin gdrtlen benign timéorlerdir. Bu timérler deri ylzeyinde, altinda ya
da vicudun derinlerinde olabilmektedirler. Bu timérlerin gérilme sikligi % 40-60
olarak belirtilmis olup goértlme sikhiginin yasla dogru orantil oldugu bildirilmigtir.
Genellikle puberte déneminde ortaya cikan bu timérler g¢abuk yayilma 6zelligi
g6stermezler. Norofibromlar periferik sinir kilifindan kaynaklanan benign lezyonlardir
ve temel olarak schwann hucreleri ve fibroblastlar icerir. N6érofibromlarin sayisi bir
kac taneden binlerce olabilecegi gibi, hastalarda ndérofiborom gdérilmeyebilir.
YUzeydeki tGmorler deri nérofibromlari olarak bilinirken, pleksiform norofibromlar
derinin alt ydzeyinde ya da vicudun derinliklerinde bulunmaktadir. Pleksiform
nérofibromlar; belli bir dizeni olmayan, kalinlasmis, c¢evredeki dokular ile sinir
vermeyen, hayati dokularin i¢ini ya da ¢evresini sarabilen ayrica sekil bozukluklarina
da neden olabilen agresif seyreden timorlerdir. Pleksiform nérofibromlar tipik olarak

yuzde olur ve 6zellikle baskiya maruz kalan bdlgelerde rahatsiz edici olabilmektedir.
2.1.2.3. Aksiller, inguinal Cillenme

NF 1 hastalarinda gorilen aksiller ve inguinal gillenme genellikle puberte dénemi
ortaya c¢ikar ve bunlarin cafe-au-lait lekelerinden ayrimi gugtir. Aksiller ve inguinal
cillenme bazi etnik gruplarda her hangi bir hastalik belirtisi olmadan mevcuttur ancak
aksiler ve inguinal ¢illenmeye ek olarak meme alti, boyun ve ¢ene altinda da

cillenmenin gértlmesi bu durumun NF 1 tani kriterlerinden biri oldugunu gosterir.
2.1.2.4. Optik Gliomlar

Optik gliom optik sinirde olusan disik dereceli astrositik glial timérdir. Cok sik
goriilmemekle birlikte (%0,9-15) genellikle cocukluk déneminde kendini gdsterir. ilk
belirtisi gérmenin zayiflamasi ya da gézin 6ne dogru c¢ikik bir hal almasidir. Optik
gliomlu olgularin % 50-75’ inde zemininde NF 1 oldugu belirtilmigtir. Optik gliomlar
bulunduklari yer uygulanacak tedavi protokolli ve prognoz Uzerinde dnemli etkiye
sahiptir. Yerlesim yerlerine gore; anterior yerlesimli timorler ve kiazmay: tutan
posterior yerlesimli timdrler olmak Uzere 2 temel gruba ayrilirlar. Anterior yerlesimli
timorler kiazmayi tutan posterior yerlesimli timdrlere gére daha iyi prognozludur.



Ancak ilerleyici gérme kaybina neden olmasi gibi ¢esitli semptomlara neden olurlar.
Uzun yillar sessiz kalabilen yavas blytyen timérlerdir (Albers AC, 2009).

2.1.2.5. Lisch Nodulleri

Genellikle puberte déneminde ortaya ¢ikan bu pigmentler biyomikroskopla bakilarak
toplumda gbézlenen iris cillenmesinden ayirt edilebilir. Alti yas altindaki ¢ocuklarda
nadiren rastlanirken, erigkin bireylerde taninin konulmasi igin énemli bir kriterdir.
Ozellikle gocuklarda tanimlanmasi icin biyomikroskopta split lamba kullaniimasi
gerekmektedir. Lisch nodlli gérmeyi engellemez ve tibben bir soruna neden olmaz
ancak hastanin nérofibromatozis tip 1 tanisi almasina yardimci olur. Bu nodiiller sari-
kahverengi melanositik hamartomat6z lezyonlar olup iris ylzeyinde kubbe seklinde
cikint olusturur. ilk olarak 1918 de Waardenburg tarafindan tanimlanmis olup, 1937’
de NF 1 ile olan iligkisi Lisch tarafindan acgiklanmistir. Bu slreg¢ten sonra da Lisch

nodulleri olarak bilinmektedir.
2.1.2.6. iskelet Displazisi Bulgulari

NF 1’ deki kemik anomalileri ¢cok sik olmamakla birlikte genellikle dogumla birlikte
kendini goésterir. Siklikla bas kol ve bacaklarda gérilmesine ragmen herhangi bir
kemikte olabilir. G6z ¢evresindeki derinin hafif ¢ikintih gériinimine yol agan orbital
kemigin yoklugu, olmasi gerekenden daha ince ve edimli olabilen diz altindaki bacak
kemiklerinin egriligi bunlara érnek olarak verilebilir. Ayrica kiriklarin yavas iyilesmesi
ya da eksik iyilesmesi olabilir. Bu eksik iyilesme “yalanci eklem” (pseudoartroz)’ un
nedenidir. Bu konjenital pseudoartrozlar NF 1’ de 6nemli bulgulardan biri olarak
bildiriisede % 0,5-1 gibi dusik bir orana sahiptir. Ayrica erkek hastalarda
pseudoartrozun kadinlara gére daha sik ortaya c¢iktigi bildiriimistir. NF 1 de yaygin
gbrilen (%10-20) bulgulardan biri skolyozdur ve genellikle erken c¢ocukluk

déneminde kendini gdsterir (Ostergaard JR, 2005).
2.1.2.7. Diger Klinik Bulgular

Pubertenin erken ya da ge¢ olmasi, boy kisaligi ya da asirn uzunluk, zeka geriligi,
6grenme gucligu, hipertansiyon gibi pek ¢ok bulgu klinige etki edebilir. NF 1’ i

vakalarda izlenen hipertansiyon noérofiboromlarin renal artere ve bdbrege basisi



sonucu olusabilmektedir. Makrosefali NF 1’ li hastalarda siklikla géralen bir bulgudur.
Cok nadir olarak basin blylk olmasi hidrosefali ile iligkilidir. Bu cerrahi iglem
gerektiren bir durumdur ancak makrosefali tibbi olarak bir sorun teskil etmemektedir.

Hastalarin bir kisminda 6grenme gugligu vardir. Yapilan néropsikolojik galismalar
herhangi bir 6zel profil ortaya koyamamaktadir. Kimi hastada sayisal alanlarda
6grenme gucligine rastlanirken kimi hastada disleksi olabilir. Ayrica cocukluk
déneminde hastalarin %50 sine yakin bir kisminda konsantrasyon problemi gézlenir.
Sadece az sayidaki NF 1 hastasinda hafif derecede fonksiyonel engellilik vardir.

2.1.3. Norofibromatozis Tip 1’ in Genetik Ozellikleri

1987’ de NF 1 geninin 17. kromozomun uzun kolunda 22 bdlgesinde “Nevre Growth
Faktér” reseptdr geni ile olan baglantisi pE21 marker’t kullanilarak belirtilmigtir.
Ardindan 1990 yilinda NF 1 geni pozisyonel klonlama yontemi ile 17q11.2
bdlgesinden izole edilmistir. Daha sonra ise 1993’ te NF1 geninin tim dizisi
aydinlatiimistir (Martin GA, 1990).

2.1.3.1. Norofibromatozis Tip 1 geninin yapisi

NF 1 geni; 17911.2 bdlgesinde, 350 kilobaz buyldkliginde ve en az 59 ekzondan
olusmaktadir. 2818 aminoasitten olusan bir protein olan nérofibromin adinda bir
proteini kodlamaktadir. GTP’az aktive edici protein (GAP) ve mayalarda bulunan
IRA1 ve IRA2 gen Urlnleri bu genin 360 aminoasitlik kismiyla benzerlik gbsterir. Bu
kisma NF 1 GAP iligkili domein (NF 1-GRD) denir. NF 1’ in izoformlari olan 4 farkl
baglanma gdsteren NF 1 transkripti tanimlanmigtir (Bernards A, 1992; Martin GA,
1990).

2.1.3.2. Norofibromatozis Tip 1 geninin proteini

1990 yilinda NF 1 geninin birgok dokuda yaygin olarak transkripsiyona ugradigi
belirtiimistir. Bunlara; lenfositler, akciger, kas, dalak, beyin, cilt fibroblastlari,
néroblastoma, ndrofioroma, NF 1 nérofibrosarkoma hicre dizisi, meme kanseri hiicre
dizisi érnek olarak verilebilir. 1991’ de yapilan bir ¢alisma ile nérofibrominin GTPaz
aktive edici Ozelligi ile ras’ In aktivitesini dizenledigi ve bu yolla da hilcre
cogalmasinin kontrolind sagladigi distintlmektedir (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 tanimlanmis ve klonlanmistir (McGoldrick J. P, 1995).

insanlarda DNA onarim genleri, DNA hasarini onarimi bakimindan hatali olan
kalitimsal hastaliklara sahip hastalar arasinda yapilan ¢alismalarla aydinlatiimigtir.
James Cleaver in 1968 de yapmis oldugu calismalar DNA onarim genlerinin
kanserle iligkisini ortaya koyan ilk ¢alismalar olmakla beraber pek cok DNA onarimi
acisindan kusurlu kahtimsal hastalik genlerinin de taninmasinda ¢ok énemli bir rol

oynamigtir.

Bircok DNA onarim geni, DNA metabolizmasinda baska goérevier de Ustlenir.
Ornegin; TFIIH, hem transkripsiyonun baslangicinda, hem de niikleotid c¢ikarma
onariminda goérev alir. Gift zincir kirigi onarim genleri de ayrica immuin sistemin

olusumunda gérev alir (Pemov A, 2011).

DNA onarimindaki bozukluklar, meme, kolon ve cilt kanseri gibi bircok kanser tlriine
neden oldugu gibi, ayrica, biyime ve beyin anomalilerine de sebep olur (Toledano
H, 2009).

DNA hasarina yoénelik standart olarak olusturulmus DNA onarim genleri
bulunmaktadir (Tablo 1). Bu gen ekspresyonlarinin analizleri tek tek yapilmistir. Bu
calismada Sabiosciences’ in Tablo 1’ deki genleri calisiimis olup bu genler asagida

aciklanmaya caligiimigtir.
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Tablo 1.insan DNA Onarim Genleri
Baz Eksizyon Tamiri (BER): APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH, NEIL1,
NEIL2, NEIL3, NTHL1, OGG1, PARP1, PARP2, PARP3, POLB, SMUG1, TDG,
UNG, XRCCH.
Nikleotit Eksizyon Tamiri (NER): ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDB1, DDB2,
ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCCS, LIG1, MMS19, PNKP,
POLL, RAD23A, RAD23B, RPA1, RPAS3, SLK, XAB2, XPA, XPC.
Yanhs Eslesme Tamiri (MMR): MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSHS6,
PMS1, PMS2, POLD3, TREX1.
Cift Zincir Kiriklari (DSB) Tamiri: BRCA1, BRCA2, DMC1, FEN1, LIG4, MRE11A,
PRKDC, RAD21, RAD50, RAD51, RAD51C, RAD51B, RAD51D, RAD52, RAD54L,
XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCCS6.
DNA Tamiri ile iliskili Diger Genler: ATM, ATR, EXO1, MGMT, RAD18, RFCi1,
TOP3A, TOP3B, XRCC6BP1.

Bircok kanser hlcresinde, artirllmig DNA onarimi, kanser tedavisine gelisen direncle
iligskilendirilebilir. Bu nedenle, tedavi sekli olarak, DNA onariminda gérev alan
proteinlerin inaktivasyonu veya ekspresyonlarinin azaltiimasi yonine gidilmektedir.
DNA’ nin yapisinda meydana gelen degisiklikler, hlicrenin RNA’ lar ve proteinler

gibi diger bilegsenlerindeki degisimlerden ¢ok daha 6nemli sonuglar dodurur. DNA
onarimi sirasinda gergeklesen hatalar genetik kararsizlia sebep olur ve bu da

kanserin en 6nemli nedenlerinden biridir.

Bu calismada housekeeping gen olarak 3 tane gen(GADPH (gliseraldehid-3-fosfot
dehidrogenaz), RPL13A (ribozomal protein L13a), HPRT1 (Hipoksantin fossoribozil
transferaz) ) kullaniimistir. Bunlar;

GADPH (gliseraldehid-3-fosfot dehidrogenaz)

GADPH; G3PD ya da GAPD olarak da bilinmektedir. GADPH lokusuna benzer pek
cok pseudogene, insan genomunda mevcuttur. Bu genden 2 farkli izoform
kopyalandigi bulunmustur. Bu genin Grin0 karbohidrat metabolizmasinda ener;ji

verimliligi acisindan énemli bir katalizérdiir. inorganik fosfat ve nikotinamid adenin

12



dintkleotid (NAD) varhdinda gliseraldehit 3-fosfatin geri ddénisimlli oksidatif
fosforilasyonunu katalizler. Bu enzim &6zdes doértli zincirden olusmaktadir (Li Y,
2006).

RPL13A (ribozomal protein L13a)

insanlarda bulunan ribozomal bir protein olan L13A protein kodlayan bir gen olup
L13A ya da TSTA1 olarak bilinmektedir. Bu gen sirasiyla ikinci, dérdinci, besinci ve
altinci intronlarda yer alan U32, U33, U34 VE U35 kigik nikleolar RNA genlerinin
kopyasidir.

Bu gen ribozomun 60S alt biriminin bir komponenti olan ribozomal proteinlerin L13P
ailesinin bir Oyesini kodlar. Bu kodlanan protein ayrica IFN-gamma-activated inhibitér
of translation (GAIT) kompleksinin bir komponenti olarak inflamatuar genlerin
baskilanmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Kenmochi N, 1998).

HPRT1 (Hipoksantin fossoribozil transferaz)

insanlarda bulunan protein kodlayan transferaz grubundaki bir gendir. HPRT ve
HGPRT olarak da bilinir. Bu genin kodladigi transferaz grubundaki bu enzim
hipoksantinin inozin monofosfat ve guaninin, guanozin monofosfata déntsimunu
katalizler. Bunu 5-fosforibozil 1-pirofosfattan 5-fosforibozil grubunun transferi ile
gergeklestirir. Bu enzim purin salvage yolu vasitasiyla pirimidin nukleotidlerinin
aktariminda 6nemli merkezi bir rol oynar. Bu gendeki bir mutasyon Lesch-Nyan
sendromu veya Gut hastaligi ile sonuclanir (Kim S. H, 1986; Keebaugh A. C, 2007).

Calisiimis bulunan bu 84 DNA tamir geninden 6nemli olan bazilari ve fonksiyonlari;

TREX1 (three prime repair exonuclease 1)

Bu gen 3. kromozomun kisa kolunda lokalize olup, insan hdcrelerinde 3’ > 5
yoniinde DNA ekzoniikleazi kodlar. insan DNA polimerazi igin hata onarim dzelligine
sahip non-processive bir ekzoniUkleazdir. Ayrica SET kompleksinin (endoplazmik
retikulum iligkili kompleks) bir komponentidir ve granzym A’li (apoptozisin kaspaz

bagimsiz hicre éluminde aktivite gésterir) hicre 6luma boyunca DNA nin 3’ ucunun
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hizla degrade olmasinda rol oynar. Bu gendeki mutasyonlar Aicardi-Goutieres
sendromu, Chilblain Lupus, and Cree Encephalitis ile sonu¢lanmaktadir. Bu gen igin
cesitli izoform tiplerinin bulundugu rapor edilmistir (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 bagimli protein
kinazin (DNA-PK) katalitik alt biriminin kodlanmasinda gérev alir. DNA ¢ift zincir kirik
onariminda ve rekombinasyonda Ku70/Ku80 heterodimer proteini ile fonksiyon

gOsterir. Bu protein PI3/Pl4-kinaz ailesinin bir Gyesini kodlar.

RAD18

RNF73 olarak da bilinen bu gen 3. kromozomun kisa kolunda lokalizedir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein S.cerevisiae ‘daki DNA hasar onarim proteini RAD18
benzeridir. Mayalardaki RAD18; hasarli DNA nin post replike onarimi igin gerekli
ubikitin-bagiml bir enzim olan RAD6 araciligiyla etki gosterir. Mayalardakinin tam
benzeri olan bu protein; korunmus bir ring-finger protein motifi vasitasiyla
mayalardaki RADG6 proteinin insanlardaki homologu ile etkilesime girebilir. Bu motifin
mutasyonu UV (ultra viyole)-hasarli DNA nin replikasyonu ile sonuclanir ve ¢oklu

mutasyonlara duyarli hale gelir.

POLB (Polimerase-DNA directed-beta)

8. kromozomun kisa kolunda lokalize olan bu gen tarafindan kodlanan protein baz
ekzisyonu ve onarimi yapan bir DNA polimerazdir. Ayrica bu igleme gap-filling DNA

sentezi de denmektedir.

Kodlanan bu proteinin monomer olarak hareketi normal sartlarda sitoplazmada
gerceklesir ancak DNA hasari oldugu durumlarda nukleusa geger. Bu genin pek ¢ok

transkript degiskeni mevcuttur.
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ERCC 3

XPB geni olarak da bilinmekte olup 2. kromozomun uzun kolunda lokalizedir.
NUkleotid ekzisyon onariminda ve ksedorma pigmentosumun grup B mutasyonun da
gorev alan ATP-bagimh bir DNA helikazdir. Ayrica bazal transkripsiyon faktér 2
(TFIIH) nin 89 kDa Iluk bir alt birimi olup sinif Il transkripsiyonunda fonksiyon

gOsterirler.

APEX1 (APEX Nukleaz 1)

Gen APEX1 seklinde sembolize edilir ve 14. kromozomun uzun kolunda lokalizedir.
(Harrison L, 1992).

Alternatif isimleri; apurinik endonlkleaz, APE, APE; human apurinik endontkleaz 1,
HAP1; apUrinik/apirimidinik endonikleaz; redoks faktér 1, REF1’ dir.

APEX genini insandan klonlandi ve 2.64 kb uzunlugunda 5 ekzon igcerdigi ayrica
haploid genomda tek kopya olarak bulundugunu gdstermistir. Ekzonlar ve intronlar
arasindaki sinir GT/AG kuralini izledigini gézlemlemistir (Akiyama K, 1994).

Bu c¢alismayi takiben ertesi yil, fareden ayni homolojik gen bélgesini klonlamis ve
tam dizilimini belirlemistir ve gérmastir ki bu gen 5 ekzon ve 2.21 kb uzunlugunda 4
intron boélgesi icermektedir. Ekzonlar ile intronlar arasindaki sinir yine insanda oldugu
gibi GT/AG kuralini izlemektedir (Akiyama K, 1995).

ApUrinik endonilkleaz (APE) olarak da adlandirilan APEX 1 apurinik/apirimidinik (AP)
endonikleaz, 3’ u¢ ve 5’ u¢ ekzonikleaz ve DNA 3’ ug fosfataz aktivitesine sahip bir
DNA onarim enzimidir. Baz kayiplari ile olusan AP bdlgeleri in vivo hiicresel DNA da
en siklikla olusan lezyonlardir. AP bdlgelerinin; spontan hidroliz, ¢esitli kimyasallar,
radyasyon ve DNA glikozilaz ile olustugu bilinmektedir. Bu abazik bdlgelerin olugsmasi
DNA replikasyonunun bloklanmasina ve mutasyonlara sebep olabilir. Bu bdlgeler
genetik butlnligin saglanmasi agisindan dazeltiimelidir (Akiyama K, 1994).

insanda Hela ve TK6 hiicrelerindeki lusiferaz reporter geninin kisa sireli
ekspresyonu sonucu APE1 promotorlarinin aktivitesi ile genin fonksiyonu analiz
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edilebilmistir. Bu calismayla APE1 geninin kendi Urettigi Grtnlerle downregule
olabilecegi bulunmustur (Izumi T,1996).

Elektroforetik hareketlilik sapma denemeleri (EMSA) Ref1 diye adlandirilan faktérlerin
latent p53 proteinin kuvvetli aktivatéri oldugunu gdstermistir (Jayaraman, L, 1997).

APEX2, APEX Nukleaz (apurinik/apirimidinik endonukleaz) 2

Alternatif isimleri, APE2, XTH2, apurinik/apirimidinik endonikleaz like-2; APEXL2,
APEX endoniikleaz-like 2’ dir.

Gen APEX2 seklinde sembolize edilir ve X kromozomunun kisa kolunda lokalize olup
6 ekzon icerdigi tanimlanmistir (Tsuchimoto D, 2001).

APEX2, N-glikozidik bagi spontan hidrolizi ile olugsan AP bdlgelerinin onarimini
baslatan apurinik/apirimidinik endonikleaz ailesinin bir Gyesidir (Hadi M. Z, 2002).

APEX2 ve PCNA arasindaki iligkiyi belirlemek icin immun presipitasyonlari
kullaniimistir. HAT medium ve deoksitridin kullanarak nikleer DNA daki urasilin
APEX2-PCNA birlikteligini artirdigini géstermistir ve bdylelikle APEX2 nin hem
nukleer hem de mitokondriyal baz eksizyon onarimina (BER) katildigi belirtilmistir
(Tsuchimoto D, 2001).

Fare APEX2 mRNA seviyelerinin serum ile uyarilmig BALB/3T3 hiicrelerinde gegici
bir sireligine arttigini ve ge¢ S fazinda da maksimuma ulastiyi saptanmistir. Bu
calismalar APEX2’ nin postreplicative BER’ e katildigini énermektedir (Ide Y, 2003).

CCNO:; (CYCLIN O)

Alternatif isimleri; urasil-DNA glikozilaz 2, UNG2, UDG2 urasil-DNA glikozilaz siklin
like’ dir.

Gen CCNO seklinde sembolize edilir 5. kromozomun uzun kolunda lokalizedir.

HelLa hiicrelerinden urasil-DNA glikozilazi saflastirilmistir. in vitro transle edilmis
UDG2 nin 6nemli urasil-DNA glikozilaz aktivitesi gésterdigi belirlenmistir (Caradonna
S, 1991; Muller S. J, 1991).
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3 insan hicre hattinin immuUnohistokimyasal analizleriyle UDG2 nin yalizca nikleusta
lokalize oldugu bulunmustur (Caradonna S,1996).

UDG2 nin mRNA transkripsiyonunun hem Hela hiicrelerinin hem de human akciger
fibroblastlarinda hlcre dénglsinin G1 fazi boyunca 2 kat dan 3 kata ¢iktigini
bulmuslardir. Promoter daki bir represér elementin S ve G2 fazlari boyunca birkag
spesifik DNA kompleksi olusturdugunu gdstermislerdir. Ayrica immuanopresipitasyon
calismalari UDG2 protein seviyesinin G1 fazi boyunca artigini ortaya cikarmigtir
(Caradonna S, 1993; Muller S. J,1993).

LIG3, (Ligaz lll, ATP-bagimli)

Alternatif isimi; DNA ligaz Il olup genellikle LIG3 seklinde sembolize edilir ve 17.

kromozomun uzun kolunda lokalizedir.

Sigir karaciger ve testisinden DNA ligaz Il ve DNA ligaz Il G saflastirildi. Aminoasit
dizilim calismalari ile bu enzimlerin ayni genden kodlandigi goésterildi. (Peptid
dizilimine uygun problar kullanilarak insan ve fareden DNA ligaz Il (LIG3) U kodlayan
cDNA klonlari izole edildi) (Chen J,1995).

XRCC1 ve LIG3 Un nikleotid ekzisyon repair In baslica esansiyel bilesenleri
oldugunu gbéstermistir. Bundan baska XRCC1-LIG3 ve polymeraz-delta (POLD1)
NER bilesenleri ile birbirini etkilemektedir (Moser J, 2007).

DNA ligaz Il Gn mitokondride hayati 6énem tasidigi ancak bu durumun XRCC1 ile
birlikte yaptiklari onarim icin ayni derecede Onemli olmadigini gdstermislerdir
(Simsek D, 2011).

DNA ligaz [l Gn mitokondriyal DNA nin dogrulugu acisindan esansiyel oldugunu
ancak bu durumun nikleer DNA icin ayni derecede gecerli olmadigini bildirmistir
(Gao Y, 2011).

Fare sinir sisteminde ligaz Il Gn inaktivasyonu ciddi diizeyde mitokondriyal fonksiyon
kaybina yol acarak hiicre homeostazini bozar.

Memeli hucrelerindeki LIG3 igin hayati 6nem tasiyan parametreler belirlenmesi igin;
LIG3 in c¢esitli formlarini bir LIG3 alleli iceren fare kanser kdék hicrelerine
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yerlestirilerek CRE rekombinleri belirlendi. Bu yaklasimla LIG3 Gn mitokondrinin
hicresel canlihdr igin gerekli oldugu sonucuna ulasildi (Gao Y, 2011).

MPG. (N-metilpirin DNA glikozilaz)

Alternatif isimleri; metiladenin DNA glikozilaz, MDG 3-metiladenin DNA glikozilaz,
3MeAde DNA glikozilaz, 3-alkiladenin DNA glikozilaz (AAG), alkilpirin DNA N-
glikozilaz(APNG)’ dir. Gen MPG seklinde sembolize edilir ve 16. Kromozomun kisa

kolunda lokalizedir.

3-metiladenin (3MeA) DNA glikozilaz bakteriyal enzimi, Escherichia coli DNA
replikasyonunu bloklayan 3MeA letal lezyonlarini onarir. 3MeA nin uzaklastiriimasi
tag ve alkA genleriyle kodlanan Escherichia coli’ deki iki 3-metiladenin (3MeA) DNA
glikozilaz araciligiyla gerceklestirilir (Boosalis M, 1991).

insanda da bulunan 3-metiladenin DNA metil transferaz enzimi DNA da hasara
sebep olan c¢esitli gruplari uzaklastirilmasinda gérev alir (Lau A. Y, 1998).

MUTYH (MutY, E. COLI, MUTYH HOMOLOGU:)

Alternatif isimi; MYH olup MUTYH seklinde sembolize edilir ve 1. Kromozomun kisa
kolunda lokalizedir.

E.coli mutY geni tarafindan kodlanan enzim, bakteri mismatch onarim sisteminin ve
A/G ve A/C hatalarini diizelten mutM (OGG1) ile birlikte calisan bir bilesendir. E.coli
mutY proteinin homologu proteinleri kodlayan tanimlayici dizi, cDNA dizi veri
tabaninda gdsterilmigtir. Ayrica insan beyin dokusu cDNA kitlphanesinden cDNA
klonlarini izole edilmistir (Slupska M. M, 1996).

Genin fenotiple iligkisi degerlendirildiginde; multiple kolerektal adenomlar, koleraktal
adenomatoz poliposiz otozomal resesif timorler ve gastrik somatik kanserlerde

iliskisi oldugu sonucuna variimistir (Slupska M. M, 1996).
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2.2.1. DNA tamir mekanizmalari

Hlcreler DNA hasarinin onarimi igin birgok mekanizmaya sahiptir. DNA onarim
mekanizmalari hdcrelerin genom batinligund koruyabilmek amaciyla temelde 2 ana

gruba ayrilir. Bunlar;

e DNA hasarina sebep olan reaksiyonun direkt olarak tersine ¢evrilmesi

e Hasarli hale gelen bazlarin yeni sentezlenen DNA ile degistiriimesi
2.2.1.1. DNA hasarinin dogrudan geri dondirilmesi

DNA hasarina neden olan reaksiyonun dogrudan geri ¢evrilmesiyle gergeklestirilen
bu tamir mekanizmasi ¢ok basit ve temel bir yol gibi gérinmesine ragmen
termodinamik agidan ortamin enerjisi degistigi icin oldukca zor bir durumdur.

UV 1sigina maruziyetle, ayni DNA ipligi Gzerindeki komsu iki pirimidinin 5 ve 6’ nci
karbonlari arasindaki ¢ift bagin doyurulmasi ile pirimidin dimerleri olusur. DNA
hasarinin dogrudan geri déndurtlmesi ile gerceklestirilen onarim mekanizmasinda
temel prensip; ve purin halkasina etil ve metil gruplarinin O-6 pozisyonundan
eklenmesiyle olusan hatalarin dizeltiimesidir. O-6 metilguanin metil transferaz
enzimi sayesinde, alkilleyci ajanlarin DNA da yaptidi hasarlar metil grubunu kendi
aktif merkezindeki sisteine transfer etmesiyle bu enzim araciligiyla onarilir. Béylelikle
orijinal guanin korunmus olur. Bu direkt onarim insanlarda da siklikla rastladigimiz bir
onarim tartduar. Pirimidin dimerleri arasinda ¢ift bagin doyurulmasi ile gergeklestirilen
DNA hasarinda, dimerizasyon reaksiyonu direkt olarak geri dondirdlar. Gerekli olan
enerji gérandr 1siktan saglanir ve bdylelikle siklobltan halka yapisi kirilir ve bu
reaksiyona enerjiyi gérandr 1siktan temin ettigi icin fotoreaktivasyon adi verilir
(Buttarelli FR, 2010; Brandes AA, 2006).

2.2.1.2. Kesip cikararak (ekzisyon) onarim

Tdm hacre tipleri icin en dnemli DNA onarim mekanizmasidir. Kesip c¢ikararak

onarimda hasarh bélge taninarak baz ya da nlkleotidler halinde ¢ikarilir. Olusan
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bosluk saglam DNA ipligi kalip olarak kullanilarak doldurulur. Kesip ¢ikararak onarim
3 sekilde olur;

e Baz cikarma
e Nukleotid cikarma

e Hatal eslesme onarimi

2.2.1.2.1. Baz cikarma

Baz c¢ikarma ile yapilan DNA onarimina hatali urasil iceren DNA’ nin onarimi da

denebilir. DNA'da hatali urasilin gérildigu iki mekanizma vardir;

e dUTP olarak timin yerine katiimasi

e sitozinin deaminasyonu ile olusmasi

Bu dogrultuda; DNA sentezi sirasinda nadir olarak timin yerine katilan ya da sitozin’
in deaminasyonu ile olusan wurasil’ in c¢ikarilarak uzaklastirilmasi, onarim
gerceklesemedigi taktirde bir baz eslesmeside bir hatanin ortaya ¢ikmasina sebep
oldugu i¢in ¢ok 6nemlidir. Baz DNA glikozilaz (sadece spesifik hasarli baz tipleri
tanir) tarafindan ¢ikarilir ve geriye baz tagimayan seker bdélgesi (apirimidinik ya da
apurinik bolge) kalir. Bu boélge genellikle AP bélgesi olarak adlandirilir. insan
vicudundaki her hiicrenin birkag bin pirin bazini her giin kaybettigi distinilmektedir.
Bu kayiplar AP endonuUkleaz tarafindan onarilir aksi taktirde ¢ok ciddi sorunlara yol

acabilir. Ardindan olusan bosluklar DNA polimeraz ve ligaz tarafindan doldurulur.

2.2.1.2.2. Nukleotid cikarma

Hasarli bazlarin oligonUkleotidlerle birlikte uzaklastiriimasi nedeniyle bu DNA onarim
sekline niukleotid ¢ikarma onarimi (NER) denmektedir. DNA glikozilaz tarafindan
deoksiriboz ile baz arasindaki bag koparilir. Bu islem sonrasinda serbest urasil ve
apirimidinik (baz tasimayan seker) ortaya ¢ikar. Genellikle bu bélge AP bdélgesi olarak
adlandirilir. DNA glikozilaz tarafindan g¢ikarilan bu bélge AP endontikleaz tarafindan

taninir. Kalan deoksiriboz ise deoksiribozfosfodiesteraz ile uzaklastirilir. Olusan
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bosluklarda DNA polimeraz ile doldurulur ve baglanti ligaz ile saglanir. Baz ¢ikarma
onarim ile benzer 06zellik proseddrine sahip olmasina ragmen baz c¢ikarma
onarimindan daha siklikla gértlar. Ayrica bu onarim tipinde lezyonu igeren
oligonUkleotidlerle birlikte uzaklastirma vardir.

Yapilan c¢alismalar; mayalarda DNA onarimi ile iligkili RAD genleri (radyasyona
duyarl genler) ile memelilerdeki DNA onarim genlerinin proteinleri ile benzer 6zellik
gOsterdigi icin, bu DNA onariminda nudkleotid cikarimi ile onarimin 6karyotik

canlilarda korunmus oldugunu géstermektedir.

Kesip cikararak onarimda ilk basamak, XPC ile bir protein olan h HR23B’ den olusan
bir kompleks tarafindan taninir. Ardindan XPB, XPD ve XPG proteinleri hasarli
bblgeye gelir. XPB ve XPD TFIIH nin alt birimidir. TFIIH transkripsiyon faktor
olmakla birlikte helikaz etkisi gbsterir ve hasarl bdlge etrafindaki bazlarin agiimasini
saglar (~30 baz ¢ifti). Ardindan hasar XPA proteini yardimiyla onaylandiktan sonra
XPF, ERCC1 ile birlikte kompleks olusturarak onarima katilir. XPF/ERCC1 hasarli
bdlgeyi 5° ucundan XPG ise hasarli bdlgeyi 3° ucundan kesen endontikleazlardir.
Olusan bosluk RFC ve PCNA iligkili DNA polimeraz & ve ¢ ile doldurulur. Sonra ligaz
tarafindan ugclar birlestirilir (Moser J, 2007).

2.2.1.2.3. Hatali egslesme onarim

DNA replikasyonu sirasinda yanlis eslesmis bazlar, DNA polimerazin kendi yanhgini
dizeltmesi ile uzaklastirihr. Uzaklagtirlamayanlar ise yanlis eslesme onarim sistemi
ile uzaklastirilir. Her hangi bir yanhs eslesme sistem tarafindan fark edildiginde, yeni
replike olmugs DNA ipligindeki hatali baz bulunup ¢ikarlir ve bdylelikle orijinal dizinin
korunmasi saglanir. DNA’ daki GATC dizilerinde yer alan adeninler metillenerek 6-
metiladenini olustururlar. Metillenme islemi replikasyon isleminden sonra meydana
geldiginden ve yeni sentezlenmis olan DNA ipliginin metillenmemis olmasi nedeniyle
yanlis eslesme onarim enzimleri bélgeyi spesifik olarak tanir ve hata onarilir (Lau A.
Y, 1998).
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2.3. Nérofibromatozis Tip 1’ de DNA Tamir Genlerinin Onemi

Literatlr incelendiginde NF1 ile DNA tamir genleri arasindaki iliskiyi inceleyen pek
fazla bir gcalismanin yapilmadigr goérulir.

NF1 genine ait DNA tamir genleri NF1 hastalarinda dizi analizi yéntemi ile
arastinlmistir. NF1 hastalarinda literatiirde en yaygin mutasyon bdlgesi olarak
tanimlanan ekzon 4b, ekzon 27a ve ekzon 37 olan G¢ ekzona ait bolgeler dizi analiz
yéntemiyle incelenmis ve 16 NF1 hastasinda bu bdlgelerde herhangi bir mutasyon
saptanmamigstir (Pehlivan S, 2009).

Yapilan bir calismada cafe au lait lekesine sahip NF1 hastalarinin altinda yatan
mekanizmanin “Yapisal Mismatch Tamir Eksligi” oldugu belirtiimis ve “Yapisal
Mismatch Tamir Eksilik Sendromlu (CMMR-D)” hastalarin mozaik NF1 mutasyonu
tasidiginin olasi oldugu belirtilmistir (Wimmer K, 2008).

Yapilan bir calismada Lynch sendromu olarak tanimlanan dominant erigkin kanser
sendromu Herediter nonpoliposis kolerektal kanserin nedeninin MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2 mismatch tamir genlerindeki (MMR) heterozigot mutasyonlara bagli
oldugunu énermiglerdir (Wimmer K, 2008).

DNA onarim genlerinde buradaki biallellik kalitima sahip hastalarda bu fenotip
g6zlenmigtir. MMR tamir genlerinde de mutasyon olarak hastalarda genellikle
cocukluk cagr hematolojik kanserle, gastrointestinal timadrlere, beyin kanserleri ve
erken baslangicli kolerektal kanser olarak ortaya c¢iktigi saptandi. Bu hastalarin
hemen hepsinde NF1 isareti olan cafe au lait lekelerine rastlanmistir. Bu durumun
altinda yatan mekanizmanin “Yapisal Tamir Gen Defekti sendromu (CMMR-D)” ile
iligkili olabilecegi tanimlanmistir (Wimmer K, 2008).

Yapilan bu calismada NF1 deki MMR eksikliginin mutasyonun ana hedefi oldugunu
acikca gOsterilmistir ve aslinda diger herediter sendromlarda da gdzlendigi
belirtiimistir (NF1 deki sendromda SPRED 1 geni, leopard sendromunda NSB geni
vb.). CMMR-D sendromu biallelik BRCA2 mutasyonlarindan kaynaklandigi
belirtiimistir (Wimmer K, 2008).
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MMR tamir genlerindeki mono allelik germline mutasyonlar otozomal dominant
sendrom olan Lynch sendromuna yol acar. Bu calismada biallelik gen mutasyonu
olan erkek ve kiz kardeslerde ilk 6 kodonun patolojik delesyonu ve baslangi¢
kodonunun varyanti (C.1A>G(p.Met17?)) 39 ve 48 yaslarinda 4 kolerektal kanser, ince
bagirsak karsinomu ve 15 adenom; 33 ve 45 yaslarinda da kolerektal endometriyum
4 adenom fenotiplerinin ve bu karsinomlardaki mikrosatellit instabilitenin (MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6) varligi c.1A>6 varyantinin timérlerde bulunan ve azalan
aktivite ile iligkili alternatif protein olusumuna neden oldugunu gésterir (Kets CM,
2008).

MSH2 gen ekspresyonundaki metilasyon badimh degiskenlik mismatch repair
kapasitesinde degisikliklere neden olabilir. MSH2'nin NF1 icin modifiye edici
olabilecegi, bunun da NF1 deki diger hicre tiplerindeki DNA metilasyonu ve sonraki
gen ekspresyon degisiklikleri ile iliskili olabilecegi belirtiimektedir (Titze S, 2010).

Biallelik MMR gen mutasyonuna sahip hastalarin santral sinir sistemi timérlerinde
mikrosatellit instabilite go6zlenmigtir. MLH1 ve MLH2 deki patolojik biallelik
mutasyonlu hastalarin malignite gelistirdigi bildirilmistir (Titze S, 2010).

Yapiimis olan tim bu calismalarin 1sidinda; kanserin dizeltiimemis DNA
hasarlarindan kaynaklanabilecedi ve dolayisiyla NF1 hastalarinda bu anlamda MMR
genleri ile iligkili nérofiboromlarin yani sira 16semi, yumusak doku timérleri, beyin

timorleri, ndroblastom gibi malign timarlerin gelisebildigi bilinmektedir.

Bugln gelinen nokta da NF1 hastalarinda timor gelisimi; hastanin yasam kalitesini
etkileyen skolyoz, mental retardasyon gibi kemik bulgularinin nedenlerini anlamada
DNA onarim genlerinin ekspresyonunun rollerinin  oldukga &6nemli oldugu
distndlmektedir. Bugiine dek tibbi literatirde; MMR genleri ve NF1 iligkisi ile ilgili
gen ekspresyonlarinin degerlendirildigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu
nedenle NF1 hastalarinda MMR gen ekspresyonunun Kklinik bulgularla iligkisinin

degerlendiriimesi hedeflenmisgtir.
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3.0.

3.1.

3.2

3.3.

GEREC VE YONTEMLER

Arastirmanin Tipi
Arastirmanin tipi deneyseldir.

Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calismaya Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Onkoloji Bilim
Dali polikliniginde izlenen 36 NF1 hastasi (30 c¢ocuk; 6 ebeveyn), hi¢ bir
hastaligi olmayan 8 kontrol olgusu (6 erkek; 2 kadin), rabdomiyosarkomlu NF1
olmayan 2 kontrol olgusu olmak Uzere 46 olgu dahil edilmistir. 8 kontrol
olgusunun yas ortalamasi 17+£7,03 (10-30 yas) (ortanca 13 yas) dir. NF1
olgularinin 17’ si kadin 19’ u erkektir. NF1’ li olgularimiz i¢in tani anindaki yas
ortalamasi 10,0848,86 (9 ay- 38 yas) (ortanca 8 yas) iken hastalarimizin
calismaya alinan ebeveynlerinin yas ortalamasi 40,50£1,22 (39-42 vyas)
(ortanca40 yas) tir. 36 hastanin, 17’ si ndérofiboromlu, 17’si hamartomatdz
lezyonludur. 1 hastada rabdomiyosarkom gézlenmis, 1 hasta meme kanseri ve
4 hasta da optik gliomludur.

Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/ Calisma Gruplari
Calismaya dahil edilme kriterlerine gbre hasta gruplari sdyledir.

1-Noérofibromatozis Tip 1 olgularinda ailesel iligki kanitlanmis ancak timaéran
gelismedigi olgular
2- Ailesel iligkisi bulunmayan NF1 olgulari
3-Noérofibromatozis Tip 1 olgularinda timérin gelistigi olgular
4- Rabdomiyosarkom tanisi almis Nérofibromatozis Tip 1 olgulari
5- Rabdomiyosarkom tanisi almis ancak Norofibromatozis Tip 1 olmayan olgular
6- Norofibromatozis Tip 1 olgularinda nérofibromlarin gelistigi olgular

7-Noérofibromatozis Tip 1 olgularinda nérofibromlarin gelismedigi olgular
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3.4.

3.5.

8- Norofibromatozis Tip 1 olgularinda hamartomat6z lezyonlari olan olgular

9-Norofibromatozis Tip 1 olgularinda hamartomatéz lezyonlarin olmayan olgular

Calisma Materyali
Hastalarin ailelerine génulli olur formlari imzalatilarak onamlari alindiktan sonra
hastalardan rutin islemler sirasinda kan alim iglemi esnasinda steril EDTA’lI
hemogram tlplerine 3 ml kan alinmigtir. Kan &érnekleri hastalar zaten rutin
incelemeler igin kan verdigi sirada alinmis olup ayrica bir girisim
uygulanmamistir. Periferik kandan mononukleer hiicre izolasyonu (PBMC) taze
tam kan Orneklerinden bekletiimeden histopaque ayirma solusyonu ile yogunluk
gradient santrifligasyonu yéntemiyle izole edilmistir. izole edilen PBMC ‘ler
hemen azotta -196 °C 5 dakika kadar kisa bir siire soklandiktan sonra -80°C de

saklanmigtir

Arastirmanin Degiskenleri
Bu calismada hastalarin cinsiyeti, yasi, hastaligin evresi ve izlenim sureleri

bagimsiz degiskenleri olusturmaktadir.
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3.6. Veri Toplama Araclari

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

3.6.1.1. Cihazlar

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar

Vorteks (Velp Scientifia ZX3) | DEU Onkoloji Enstitlisii Temel Onkoloji Laboratuari

USF Elga model saf su sistemi | DEU Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuari

Derin dondurucu (Sanyo) DEU Onkoloji Enstitlisii Temel Onkoloji Laboratuari

RT PCR DEU Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuar

DEU Onkoloji Enstitlisii Temel Onkoloji Laboratuar

Pastor firin

-80°C derin dondurucu DEU Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuari
Mikrosantrfu; DEU Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuar
Santrif(j DEU Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Laboratuari
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3.6.1.2. Sarf Malzemeler ve Gerecler

>

>

Kan alma tapa
Steril pastor pipet
Tlp tasima raki
Kagit

-80 saklama kutusu
Printer kartusu
Kagit havlu
Falcon tlp 15 cc
Heat blok

Raklar

Pipetdrler

Soguk blok

Etil alkol temizlik igin
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3.6.1.3. Kitler ve Reaktifler

Tablo 3. Calismada Kullanilan Kitler ve Reaktifler

MADDE ADI FIRMA KAT.NO
Histopaque

Sigma 10771
RNA izolasyon Kiti Macherey-Nagel 740955.50

cDNA sentez Kiti

Qiagen 330401
insan DNA Onarim RT-
PCR Array Kkiti Qiagen 330231
Master mix

Qiagen 330552
Phosphate buffered saline Sigma P3883
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3.6.2. Periferik Kandan Mononiikleer Hiicre izolasyonu
3.6.2.1. Genel ilkeler

Dansite gradient santrifGjintn temel prensibi; yogunluklari ayni olan taneciklerin sekil
ya da boyutlari bakimindan digerlerinden ayrigabilme 6zelligine dayanir. Bunun igin
calisilacak materyal 6nce viskoz bir ortama yerlestirilir. Bu ortamda taneciklerin
yogunlugunun sivinin  yogunlugundan fazla olmasi nedeniyle tanecikler
santifigasyona bagli olarak coker. Ancak bltlin taneciklerin ¢dkmemesi gerekir.
Bunun icin bu calismada histopaque (Sigma-aldrich Lot: 063K6001) ayirma
solusyonu kullanilmig, histopaque gradientli ortam icerisinde PBMC’ler dansite
gradient santrifGji uygulanarak izole edilir. Histopaque; polisikroz ve sodyum
diatrizoate iceren yogunlugu 1.077 g/ml olan bir ayirma solisyonudur. Yogunlugu
1.077 g/ml Uzerindeki yapilar (lenfositler ve diger mononikleer hicreler) bu hidrofilik
polimer kullanilarak elde edilebilir. Histopaque (d:1.077 g/ml) ile yapilan dansite
gradient santriflgasyonu sonucunda; en Ustte sarimsi bir tabaka olarak serum
(trombositler ve monositler), ortada yogunlugu yaklasik 1,077 g/ml olan lenfositler
ince bir tabaka halinde yer alirken hemen altinda histopaque solusyonu ve en altta
da kirmizi bir tabaka seklinde yogunluklari 1,077 g/ml’ den fazla olan eritrositler ve

grantlositler bulunur.
3.6.2.2. Uygulama Basamaklari

Gondlld olur formlar imzalatildiktan sonra steril kosullardaki rutin  proseddrler
sirasinda EDTA’ |1 tUplere tam kan Ornekleri alinmistir. Alinan kanlar bire bir oranda
PBS ile diliie edildikten sonra Histopague dansite 1077 sollisyonu ile periferik kan
mononukleer hicreleri (PBMC) 1650 rpm de 15 dk santrif(j edilerek (Sigma 3-16 K
santrifij) dansite gradientine gore ayriimistir. Yikama iglemlerinin ardindan bu
PBMC' lerden RNA izolasyonu yapilmigtir.

Kandan mononlkleer hiicre izolasyonuna baglamadan &énce, izolasyonda
kullanilacak olan PBS hazirlandi. Bunun igin 1 litre distile su igerisine 1 kutu toz

halinde bulunan (Sigma P3883) eklendi ve homojen olarak dagilmasi saglandi.

e 4ml histopaque (sigma-aldrich 1077 d: 1,077) alinip 15 lik tlipe konuldu.
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Ardindan alinan kanlar bire bir oranda oda isisinda PBS ile diliie edildikten
sonra pastér pipeti yardimiyla kan ile PBS homejenize edilip kan pastor

pipetine ¢ekildi.

15 lik tOpte bulunan histopaque (sigma-aldrich 1077 d: 1,077) alinip 45
derecelik bir a¢i tutularak tzerine PBS ile dilie edilmis olan kan yavas yavas
tipln kenarindan cepere degecek sekilde birakildi. Bu islem 3 seferde
tamamlanabildi. Bu iglemi gerceklestirirken baloncuk olusturmamaya 6zen

gOsterildi.

1600 rpm de 20 dakika santrifij yapildi. Burada amag farkh fazlar

olusturmakti.

SantrifQj isleminden sonra; en Ustte serum ortada ince bir tabaka halinde
mononUkleer hicreler, altta histopaque ve en dipte de kirmizi kan hlcreleri
elde edildi.

Steril pastoér pipeti yardimiyla direkt olarak mononikleer hicrelerin oldugu
kisma kadar inilip (pastér pipeti basili pozisyonda) hticreler toplandi. Bu islem
yapilirken tlp biraz egik tutulup, arkasina koyu renk bir kagit konularak
hicrelerin kolaylikla gérilmeleri saglandi.

Hlcreler 15 lik bir tipe toplandiktan sonra Uzerlerine 5 ml civarinda PBS
eklendi

1200 rpm de 5 dakika santrif(j yapildi.
Santrifijden alinan hicrelerin Gzerlerindeki sivi pastér pipeti yardimiyla atildi.

Hlcrelerin Gzerlerine 8-9 ml ye kadar PBS eklenip 1200 rpm de 5 dakika
santrifllj yapildi. Bu islem toplamda 3 kez tekrarlandi.

Boylelikle PBMC (periferik kandan mononudkleer hilcre) izolasyonu
gerceklestirildi.
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3.6.3. RNA izolasyonu ve élcumu
3.6.3.1. Genel ilke

RNA izolasyonu yénteminde temel prensip; hicrelerin lizis sollisyonu ile pargalanip,
fenol kullanilarak RNA nin ekstrakte edilmesine dayanir. GlUnumuizde kullanilan
protokoller 1987 de Chomczynski ve Sacchi tarafindan gercgeklestiriimis olan RNA
izolasyon protokolinin modifiye halleridir. RNA izolasyonundan maksimum verim
elde edebilmek icin 6rneklerden hlcreler bekletiimeden direkt olarak izole edilmeli ve
hemen calisiimamalidir. Oncelikli olarak izole edilen hiicreler sivi azotta (-196°C)
yaklagik olarak 5 dakika gibi kisa bir sire soklandiktan sonra RNA izolasyonuna
gecilmelidir. Buradaki temel amag; hicre duvarlarinin parcalanmasini saglayarak
elde edilecek olan RNA’ nin verimliligini arttirmaktir.

3.6.3.2. Uygulama Basamaklari

izole edilen PBMC ‘leri uygun seyreltme islemleri ardindan TOMA lami ile sayilmigtir.
Buna gére 1x10° hiicre basina yaklasik 15 ug RNA eldesi icin uygulanacak prosedir
su sekilde gergeklestirilmistir. Kullanilan RNA izolasyon kitinde (Macherey-Nagel)

bufferlar hazir olarak temin edilmigtir.
izolasyon islemi icin dncelikle dn hazirliklar yapildi. Bunun igin;

v" RA3 Wash Buffer (Macherey-Nagel Lot:PAF0029660) sollisyonuna 20 ml
etanol eklendi.

Asagidaki proseddr izlendi.

e Kriyoviyollerdeki hicreler 1,5 ml ‘lik konik tabanh mikrosantrifdj tlplerine
aktarildi.

e Steril mikrosantriflij tOplerine alinan hicreler 1500 rpm 5 dakika santrif(j
yapildi.

e Filtreli tiplere ve onlarin konuldugu koleksiyon tlpleri ic ice gecirilip Gzerlerine
hasta adlari yazildi.
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Santrifdj isleminden sonra Ust kisim ¢ekilerek atildi. Bu islem steril filtreli pipet
uclari kullanilarak gercgeklestirildi.

Hlcrelerin -~ Gzerlerine 350 pul  RA1 Lysis buffer (Macherey-Nagel
Lot:PAF0029425) eklendi ve pipetaj yapildi.

Hucrelerin Uzerlerine 3,5 yl merkaptoetanol eklendi ve bir kag saniye vorteks

yapildi.
Onceden koleksiyon tiipline takiimis olan filtrelere bu hiicreler aktarild.

11000 g’ de 1 dakika santriflj yapildi. Bu asama filtreleme asamasiydi ve
artan seylerin uzaklastiriimasi amaciyla yapildi. O yizden filtreli kisimlar atildi.

Alt  kisimlar koleksiyon tilplerinin  kapaklari olmadigr igin yeni steril
mikrosantrifQj tUplerine aktarildi.

Her bir érnegin Uzerine 350 ul %70’ lik etanol ilave edildi.

Nikleospin kolonlari (Macherey-Nagel Lot:SPB000898) agilip lzerlerine hasta

isimleri yazildi.

MikrosantrifQj tiplerindeki hicreler bu nikleospin kolonlarina aktarildi.
30 saniye 11000 g de santrifdj yapildi.

Filtreli kisimlar alinip yeni koleksiyon tiplerine aktarildi.

Her bir tlpe 350 ul MDF buffer (membrane desalting buffer Lot:PAF0029626
Macherey-Nagel) eklendi.

11000 g’ de 1 dakika santrif(j yapildi.

Santriflj islemi gerceklesirken DNase reaction mix hazirlandi.
Bu amacla;

10 ul rDNase (Macherey-Nagel Lot:D0809R) X Ornek sayisi

+
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90 pl reaction buffer (Macherey-Nagel Lot:PAF0029394) X Ornek sayisi

Her bir érnegin Gzerindeki filtreli tipe hazirlamis oldugumuz bu karigimdan

eklendi.
Ekleme islemi tamamlandiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Bekleme slrecinin bitmesiyle yikama agsamasina gegildi. Bunun igin hiicrelerin
tzerlerine 200 pl RA2 (Macherey-Nagel Lot:PAF0029438) sollisyonu eklendi.

30 saniye 11000 g de santrifaj yapildi.
Alt kisimlar atild1.
Filtreli kisimlar yeni koleksiyon tiplerine takildi.

Her bir 6rnege ilk kullanimda 20 ml etanol ilavesi yapmis oldugumuz RA3
wash buffer solisyonundan (Macherey-Nagel Lot: PAF0029660 5ml) 600 ul
eklend.i.

30 saniye 11000 g de santrif(j yapildi.

Alttaki koleksiyon tUpinde toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra ayni tupler
tekrar takildi.

Her bir érnegin Uzerine 250 pl RA3 wash buffer solisyonundan (Macherey-
Nagel Lot: PAF0029660 5ml) eklendi.

11000 g de 2 dakika santrifij yapildi.

Boylelikle RNA toplama asamasina gelindi. Bu asamada steril mikrosantrifj

tdplerinin Gzerlerine hasta isimleri yazildi.

Alt kisimlar uzaklastirillip filtreli kisimlar énceden (zerlerine hasta isimleri

yazmis oldugumuz steril mikrosantriftj tplerine aktarilr.

Her bir hasta 6rnegi Uzerine 60 pyl RNase free su (Macherey-Nagel
Lot:PAF0029490) eklendi. Bu islem gerceklestirilirken filtrenin suyu hemen
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emmesinden dolay! suyu ceperlere degilde filtrenin tam ortasina isabet

ettirmeye dikkat edildi.
e 11000 g de 1 dakika santriftij yapildi.
e Boylelikle alttaki 1,5 ml’ lik mikrosantrif(j tiplerinde RNA’ y1 elde etmis olduk.
e Bu RNA daha sonra ¢alismak icin -80°C ‘de saklandi.

cDNA sentezi yapmadan dnce ne kadar RNA kullanmamiz gerektigini anlamak igin
RNA Olcima  yapildi. Bunun igin; T80+UV/VIS Spektrofotometer cihazi (PG

Instrument) kullanildi. Bu amagla;
e Yeni steril mikrosantrifj tiplerine hasta adlari yazildi.

e RNA 6lcima icin 1:25 oraninda seyreltme yapildi (72 pl distile su ve 3 yl RNA

her bir mikrosantriflj tiptne eklendi.
e Pipetaj yapildi.
e Saf su ile kiivetler yikandi.

e Bilgisayardan UV WIN programi calistiriip application—setting’ den ayarlar
yapilmigtir. (A1/A2—260/280)

e Her 2 klivete de 75 pl distile su konularak sifirlama iglemi yapildi.
e Olciim islemi gergeklestirildi.
e Ornekler 1:25 oraninda seyreldigi igin ¢ikan sonuglar 25 ile carpildi.

RNA kalitesi ile ilgili olarak; her tirli kontaminasyondan kaginilarak steril calismaya

ve pipetajlarin dogru yapilmasina dikkate edildi.
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3.6.4. cDNA sentezi

3.6.4.1.Genel ilke

cDNA, RNA molekilinden revers transkriptaz enzimi yardimiyla DNA kopyasinin
sentezlenmesi islemidir. Hedeflenen hicrenin DNA si ele alindidi zaman iglemlenen
ya da islemlenmeyen tim genleri icerir. O ylzden hicrelerin anlatim yapan
islemlenen kismi olan mRNA lar kullanilir. Béylelikle mRNA dan cDNA elde edildigi
zaman yalnizca anlatimi yapilan genler bulunur. Bu amagla 6nce RNA izolasyonu
ardindan cDNA cevrimi gerceklestirilir. Burada mRNA iglenirken intronlar uzaklastirilir
geriye ekzonlar kalir (Simpson D, 1988).

cDNA sentezini gerceklestirmek icin RNA kullanilir. cDNA sentezi i¢in kullanilan
revers transkriptaz enzimine baslangi¢ icin ihtiya¢c duydugu primer poli A
kuyrugundan baglanir. Enzimde poli A kuyrugunun olmasi revers transkripsiyon
basamaginda Ustinlik saglamasina neden olmaktadir. Ardindan revers transkriptaz
mRNA’yI kalip olarak kullanarak primeri yardimiyla uzamanin gergeklesmesini saglar
ve tek zincirli cDNA kopyasini olusturulur (Bernards A, 1992).

3.6.4.2. Uygulama Basamaklari

Bir plate icin kullaniimasi gereken total RNA miktarinin 1 mikrogram olmasi
gerekiyordu. O ylzden ne kadar RNA ¢ekilmesi gerektigi hesaplandi.

Yani;
A hastasi icin RNA miktari 222,222 ise;
1000 pl 222,222

X 1

1000/222,222=4,500 pl
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Total volume 10 mikrolitre olmasi gerektigi igin;

RNA

Buffer GE RNase free su total

4,500 pl 2 pl 3,500 10 pl

cDNA sentezi konvansiyonel PCR cihazi (NY-X Teknik ATC 401 model) kullanilarak
gerceklestirildi.

Kuglk PCR tiplerine hasta isimleri yazildi.

Yukarida her bir hasta icin hesaplanmis olan su miktarlari eklendi.
Her bir érnek tzerine 2 ul GE buffer (24 ul Lot:DW27-2) eklend..
Her hasta icin hesaplanan miktardaki RNA lar eklendi.

Birkag¢ saniye ufak bir spin islemi gerceklestirildi.

Spin isleminden sonra 42°C 5 dakika ya ayarlanmis olan SAcDNA 1 programi
calistirildi.

SAcDNA 1 programi tamamlandiktan sonra en az 1 dakika kadar buzda
bekletildi.

Bu sirada cDNA nin olusmasinda ceviri kisminda gérev alan master mix

toplam hacim 10 pl olacak sekilde hazirlandi. Bunun igin;
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Tablo 4: cDNA master mix hazirlama protokolu

1 HASTA igin
Buffer BC3 4 ul
Control P2 1 ul

RE3 Reverse Transkriptaz | 2 pl

master mix

RNase free water 3 ul

e Ornekler buzdan raka (+4°C) alindi ve hazirlanmis olan master mix den her bir

6rnege 10 ul eklendi.
e Birkag saniyelik ufak bir spin yapildi.
e SAcDNA2 programi (NY-X Teknik ATC 401 model) calistirildi.

e SAcDNA2 programi tamamlandiktan sonra her bir 6rnek Gzerine 91 pl RNase
free su’ dan eklendi.

e Boylelikle cDNA sentezlenmis oldu.

3.6.5. RT-PCR Array Analizi
3.6.5.1. Genel ilke

Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (REAL - TIME PCR), DNA amplifikasyonu ile
es zamanh olarak artis gbsteren floresans sinyalin élctilmesi ile kantitatif sonug¢
verebilen bir PCR yéntemidir (Binnie CG,1997).

Real-time PCR dizi analizi yapilacak olan kit (QIAGEN PAHS-042A Lot:CB23.7-R1)
insan kokenli olup DNA tamir enzimlerini kodlayan genler i¢in hazirlanmis standart bir
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ticari kittir. Yapilmig olan data analizinde Tablo 1’ de belirtilen genlerin ekspresyonlari
hakkinda bilgi edinilmistir.

3.6.5.2. Uygulama Basamaklari

Elde edilen RNA’ lar cDNA’ ya ¢evrilmigtir. cDNA’ lar uygun PCR karigimlarina DNA
kontaminasyonundan 6zenle kaginilarak eklenmigtir.
Her bir kuyucuga koymamiz gereken RNase free su, cDNA ve master mix den olusan

karisim hazirlandi. Bunun igin;

1248 yl RNase free water 5 ml’ lik steril tipe aktarildi.
e 102 pl cDNA eklendi.
e SYBR Green Rox qPCR mastermix den 1,35 ml konulup pipetaj yapildi.

e RT? profiller PCR Array Human DNA repair (Qiagen PAHS-042A Lot:DH26-10)

array inde her bir kuyucuga 25 ul bu karisimdan eklendi.
e Kuyucuklar tek tek kontrol edildi ve Ustleri strip ile kapatild..

e Ceperde kalanlarin dairesel hareketler cizecek sekilde sallanarak asagiya

inmeleri saglandi.

e AB Applied Biosystem 7000 Sequence Detection System cihazi ve bilgisayar
cahstiniidi.

e Bilgisayardan 7000 System Software Programi agildi.
e Assay: Absolute Quantification (standart curve)
Countainer: 96-well clear
Template: Blank Documents
Operator: XP

Secildikten sonra ileri tuguyla devam edildi.
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e Dedector name—GADPH
Reporter — SYBR
!

Add

!

ileri
e |nstruments ;

v’ Stage 3 silindi.

v' Stage 1 Stage 2
Reps : 1 Reps: 40
95:00 95:00
10:00 00:15

!
Add step
l
60
1:00

v' Sample volume :25

!

Start secilerek cihaz ¢alistirildi.

e PCR tamamlandiktan sonra sonuglar kaydedildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Projenin ilk 3 ayi:

Deneylerin plani
Malzeme temini

Kan 6rneklerinin toplanmasi

3-6 aylik dénem:

RNA izolasyonu
cDNA ¢evrim

RT-PCR

6-9 aylik dénem:

Veri analizi
Yazma

LiteratGr gincelleme

9-12 aylik dénem:

Yayina dénustirme, sunma

Bitirme raporu
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3.8.

3.9.

Verilerin Degerlendirilmesi

Dokuz hasta grubundan elde edilen periferik kandan beyaz kan htcrelerinin gen
ekspresyonuna gére her kosulun ekspresyonunun artisi ya da azalisi kat
degisimleri (fold change) hesaplanmistir. Bu analizler SA Bioscience’in data
analysis expression sayfasinda yapilmigtir. Bu sitenin kullanimi Ucretsizdir.
Heat map ve clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri desteklenmistir. T test
tabanli p degerli bu sitede degerlendirilmigtir. SA Bioscience’'in data analysis

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

sayfasinda yer alan 2’ Average delta CT degerleri kullanilarak SPSS’de (15.0
SPSS Programi) Mann-Whitney test yapildi. ACT degerleri icin cut-of olarak 40

alindi.

Arastirmanin Sinirliliklari
Olgu sayisi az oldugu icin randomizasyona gerek olmadigi distndlerek hastalar
kontrole gelen olgu sirasi ile alinmistir. Ozel bir segim yapiimamistir. Alt grup
analizlerinin yapilabilmesi icin gruplara disen olgu sayisinin az olmasi bu
calismanin kisithliklarindan olup olgu sayisinin  arttirllarak  ¢alismanin

genigletilmesi ve verilerin tekrar degerlendirilmesi uygun olacaktir.

3.10. Etik Kurul Onayi

Bu calisma; 11.08.2011 tarihli 2011/27-06 karar numarasina sahip, Dokuz Eylil
Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurul Raporu ile yiriitiilerek

hasta ve saglikli kisilerden onam formu imzalatilarak érnekler toplanmistir.
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4.0. BULGULAR

Noérofiboromu olan NF1 hastalari ile nérofiboromu olmayan NF1 hastalari
karsilastirildiginda; nérofibromu olan Norofibromatozis tip 1 hastalarr POLB
ekspersyonu artmis iken; ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2,
PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG1, TREX1, UNG ekspresyonu azalmistir
(p<0.05, T test). Bu degerlendirme icin optik gliomlu, meme kanserli ve
rabdomiyosarkomlu hastalar calisma digi birakilmistir.

Resim 1. Norofibromu olan NF1 hastalarn ile nérofiboromu olamayan NF1
hastalarinin karsilastirilmasi

V1SYH "FE
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VL1SYH 'tF
RIS
eIsRY L |
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BISEL[G
TR |
V1SYH kT
elseIrg
RIS |
LIRS |
RISRIIZ T
BISRIr)T
eIseIrg |
BISRIrEY
BISeIrY |
BISRIT 7
eISRIrS |
BISRILG |
BlSRY ")
V1SYH '6E

o
=
B
o
&

UNG
RFAZ
MGMT
FOLB
PRKDC
MPG
TREX1
61
M5HG
ERCC3
MRE11A
SMUGL
FARF2
RADS2

Magnitude of gene expression

min avg max
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Resim 2. Norofibrom varliginda ekspresyonu degisen genler

Fold Change

k&

WERCCE mLUGCY 9 MCGMT [OMPG mMRELL1A 1 M5HE [ PARF2 mPOLE m PEKDC m RADS 1B
mERADSZ WRPAZ mEMUCL mTREX]L mUNG

LIG1, MPG, MRE11A, PARP2, PRKDC, RAD51B, TREX1 genlerinin
ekspresyonunda meydana gelen yaridan fazla azalmalar nérofiborom varhdi ile

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05, T test).
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Resim 3. Norofibrom varliginda ekspresyonu azalan genler

2.50
2.25
2.00
1.75
1.50
1.25

1.00

Fold Change

0.75

0.50

0.25

0.00

|lLIGl mMFC 0 MEEL1A [PARP2 m PREDC 0 RADS 1B ITRE){1|
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Resim 4. Norofibromlari olan hastalar ile kontrol grubunu heat map

analizi
Visualization of log2(Fold Change)
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Magnitude of log2{Fold Change)
-2.595 0 2,595

Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

APEX1 APEX2 ATM ATR ATXMZ BRCAL BRCAZ BRIP1 CCNH CCNO CDK7 DDE1L
A -2.36 -2.28 -1.97 -1.21 -3.41 -1.32 1.30 -2.25 -1.23 1.03 2.08 -4.16

B B B B BE = = = = A = B

DDE2 DMC1 ERCC1 | ERCCZ | ERCC3 | ERCC4 | ERCCS5 | ERCC6H ERCCS EXO1 FEM1 LIG1

B 1.43 -1.54 -2.06 -1.15 1.12 -3.97 -1.37 -2.93 -4.38 -2.29 -1.83 -3.35
B B B B BE B B B ORAY B B B
LIG3 LIG4 MGMT MLH1 MLHZ MMZ18 | MPG MRE11A | MSHZ MSH3 MSH4 MSHS

C -2.62 1.62 1.90 2.65 1.88 -1.91 -1.84 -2.69 1.48 -2.22 -1.94 -3.39
E B CORAY B B = QkAY = = = = B

MSHEG MUTYH MEILL MEIL2 MNEILZ MTHL1 0GG1 PARP1 PARPZ PARFP3 PMS1 PM52

D 1.05 -2.19 -2.62 -1.80 -1.15 -1.92 -2.76 -4.18 -1.90 -3.16 -1.70 -2.36
B B B B BE B B B B B B ORAY
PNEP FOLE POLD3 POLL FREKDC | RAD1S | RADZ21 | RAD23A | RAD23E | RADS0O | RADS1 | RADS1C
E -2.91 6.04 -1.79 -1.83 -2.80 -1.96 -1.89 -1.21 -2.39 -2.13 -1.65 -1.92
=] QkAY B B DAY = = = = = = QkAY
RADSIE | RADSID | RADSZ | RADS4L | RFCL RFAL RFAZ SLK SMUGL | TDG TCOP3A | TOP3E
F -5.86 -1.68 1.01 -1.86 4.13 -3.03 1.67 -2.55 -1.53 1.12 -3.17 -3.03
ORAY B B B ORAY B B B B B B ORAY
TREX1 UNG HKABZ HPA XPC ¥XRCOC1 | XRCCZ2 | XRCC3 ¥RCC4 ¥XRCCS | XRCCE | XRCCEBP1
G -1.99 1.91 -3.08 3.70 -1.81 -3.54 -2.26 -3.28 -2.09 -3.16 -1.95 -2.44
=] QkAY DAY B B = = = = QkAY = QkAY

45



Resim 5. Norofibromlari olmayan NF1 hastalari ile kontrol grubu ile heat map te

analizi
Visualization of log2(Fold Change)
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
A
E
C
D
E
F
G
Magnitude of log2{Fold Change})
-2225 1] 2225
Layout 01 02 03 04 03 06 07 08 09 10 11 12
AFPEX1 AFEXZ ATM ATR ATHNZ BRCAL BERCAZ ERIFL CCNH CCNO CDK7 DDB1
A -1.11 -1.05 1.89 -1.04 -1.14 2.19 2.47 -2.10 -1.42 -1.68 1.56 1.12
A B A B B B B B A A B A
DDE2 DMC1 ERCC1 ERIZCZ ERCC3 ERCC4 ERCCS ERCCBH ERCCE EXO1 FEM1 LIG1
B 3.32 -1.95 -1.11 1.59 4.43 1.59 -1.26 1.21 -1.45 -1.57 1.05 1.34
B B B B OKAY B A B B B B B
LIGZ LIG4 MGMT MLHL MLHZ MMS19 MPG MREL1A | MSH2 MSH2 MSH4 MSHS
C 1.83 2.32 1.27 2.17 3.97 i1.06 -1.01 2.09 1.82 -1.08 -1.30 1.12
B B A B OKAY B B B B B B B

MSHE MUTYH MEILL MEILZ MEIL3 MTHLL 0GG1 PARF1 PARP2 PARP3 PM51 PM52

D 1.74 1.17 -2.74 | 1.63 -1.65 | -2.67 | -1.25 | -1.09 | 2.46 -2.04 | 1.06 -1.67
A B B B OKAY | B B B B OKAY | B B
PHNKP | POLE POLD3 | POLL | PRKDC | RAD1S | RAD21 | RAD23A | RAD23B | RADS0 | RADSL | RADS1C
E -2.16 | 2.70 -1.76 | -1.02 | -1.22 |-2.49 | -1.58 | 1.67 -1.05 |-1.89 |-1.40 | -1.52
A B B B A A A A A B B OKAY
RADS1B | RADS1D | RADS2 | RADS4L RFCL | RPAL | RPA3 | 5LK SMUGL | TDG TOP3A | TOP3E
F -1.18 | -1.50 | 235 | -1.76 |4.61 | -1.24 -1.00 -1.98 | 1.22 2.22 -1.79 | -1.07
B B B B oKAY | A B A B A B B
TREX1 | UNG ¥ABZ | ®PA ¥PC ¥RCCL | XRCC2 | XRCC3 | XRCC4 | XRCCS | XRCC6 | XRCCEBPL
G 1.27 1.06 -2.22 | 4.68 1.11 | -1.71 | -1.17 -2.86  -2.69  -2.44 |-1.47 | -1.94
A B A A A B B oKAY | B OKAY | A B
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Resim 6. Norofibromlu hastalar nérofibromsuz hastalarla heat map analizi

Visualization of log2(Fold Change)

01 02 032 04 03 06 07 05 09 10 11 12

O =1 m O 0 @

Magnitude of log X {Fold Change)

-2.653 0 2.653
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
APEX1 | APEX2 | ATM ATR ATXN3 | BRCAL | BRCA2 |BRIPL | CCNH | CCNG | CDK7 | DDBL
A -2.13  -2.18 | -371 | -1.17 | -3.00 -2.90 | -1.89 -1.07 | 1.16 1.72 | 133 | -4.67
A B A £ B B B £ A OKAY | B A

DLBE2 DMC1 ERCC1 | ERCCZ2 | ERCC3 | ERCC4 | ERCCS | ERCCE ERCCE EXC1 FEN1 LIG1

B -2.32 1.26 -1.85 -1.82 -3.95 -6.29 -1.08 -3.54 -3.02 -1.46 -1.92 -4.48
B B B B OKAY B A B B B B CHAY
LIG3 LIG4 MGMT MLH1 MLHZ MMZ1% | MPG MREL1A | MSH2 MSH3 MSH4 MSHS

C -4.80 -1.43 1.49 1.22 -2.11 -2.03 -1.81 -5.60 -1.23 -2.06 -1.49 -3.79
B B A B B B CKAY OKAY B B B B

MSHEG MUTYH MEILL MEILZ MEILZ MNTHL1 0GGE1 PARP1 FARFZ PARP3 PM51 FM52

D -1.66 | -2.56 | 1.05  -2.92 143 | 139  -2.21 |-3.83 | -4.69 | -155  -179 | -1.41
A B E E B B B E oKAY | B B B
PNKP | POLB | POLD3 |POLL | PRKDC | RAD1S |RADZ1 | RAD23A | RAD2Z3E | RADSO | RADS1 | RADSIC
E -1.34 | 2.24 -1.02 | -1.80 | -2.29 |1.27 | -1.19 |-2.02 | -2.28 | -1.13 |-1.18 | -1.26
A oKAY | B B A A A A A B B B
RADS1B | RADSID | RADS2 | RADS4L | RFC1 | RPAL | RPA3 | SLK SMUGL |TDG | TOP3A | TOP3B
F -4.96 | -1.12 |-2.33 | -1.06 | -1.12 |-2.44 1.67 |-1.29 | -1.86 |-1.97 | -1.78 | -2.82
OKAY | B OKAY | B B A OKAY | A B A B B
TREX1 | UNG XAB2Z | XPA XPC XRCC1 | XRCC2 | XRCC3 | XRCC4 | XRCCS | XRCCE | XRCCSBPL
G -2.52 | 1.80 -1.38 | -1.26 | -2.01 | -2.08 -1.94 | -1.15 | 1.29  -1.29 | -1.33  -1.26
A oKAY | A A A B B B B OKAY | A B
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Resim 7. Ailesel NF1 hastalar ile ailede NF1 hastasi olmayan gruplarin
karsilastiriimasi

Average Delta Ct
i

nll
=
a\}

)
3! 4 &
ol o 5

mCCNO mMCGMT @ POLE T PREDC mRADLE [ RADS1C ¢ RADS1E mxAB2 mxPA mXRCC3
mXRCC4 mXRCCEEPL

RAD18 ailesel NF 1 varliginda ekspresyonu azalmis ve istatistiksel olarak 6nemlidir.

Optik glioma sahip NF1 hastalari, optik gliomsuz hastalarla karsilastirildiginda
BRCA2, MLH3, MSH3, RAD23A, XPA genlerinin ekspresyonunda artis gézlenmistir.

Hamartomat6z lezyona sahip NF1 hastalari ile hamartomatéz lezyonu bulunmayan
NF1 hastalar karsilastirildiginda; hamartomatéz lezyonlu grupta, DDB1, DDB2,
ERCCS8, MLH3, NTHL1 PARP1, PARP3, PNKP, RAD18, RAD50, RAD51C, RFC1,
SLK, TOP3A, XAB2, XPA, XRCC1, XRCC3, XRCC4, XRCC5 genlerinin

ekspresyonlarinda degisiklik gbzlenmigtir.

Burada 4 genin (DDB2, MLH3, RFC1, XPA) ekspresyonunun kontrol grubuna gore
her iki gruptada artig1 bulunmustur.
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Resim 8. DDB2, MLH3, RFC1, XPA gen ekspresyonunun kontrol grubuna gore
iki grupta artisi

45 8

4.0 FEEE

351
= 3.04
254
2.0

Fold Chan

1.5 B8
1.0 S
05+
0.0

mDDEl mDDB2 W ERCCS [ MLH3 mMNEILL ©"NTHL1 " PARF1 mPARPZ mPNKP mRAD1E
W RADS0 mRADS1C mRFC1 mSLK mXAB2 mXPA mXRCC3 mXRCC4 1 XRCC5 mXRCCGEPL
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Resim 9. Hamartamato6z lezyon yok vs Kontrol Fold Change Analizi

Layout

Visualization of log2(Fold Change)

01 02 03 04 05 06 O7F 08 09 10 11 12

@ m m O N = P

Magnitude of log 2{Fold Change})

-2.848 0 2.848

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
APEX1 | APEX2 |ATM | ATR ATXN3 | BRCAL | BRCAZ | BRIPL |CCNH |CCNO |CDK7 |DDBL
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Resim 10. Hamartomato6z lezyon var vs Kontrol Fold Change Analizi

Visualization of log2(Fold Change)
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Resim 11. Hamartamat6z lezyon var vs Hamartamat6z lezyon yok Fold Change

Analizi

Visualization of log2(Fold Change)

01 02 03 04 O5 06 O7 08 09 10 11 12

O M m O 0 =

Magnitude of log2{Fold Change)

-1.509 0 1.509

APEX APEXZ ATM ATR ATXN3 BRCALl | BRCAZ | BRIP1 CCNH CCNO CDK7 pDB1
A 1.14 1.39 1.21 -1.03 1.24 2.48 1.30 1.78 -1.12 1.08 1.20 .31
OKAY B B B B B B B A A = A
bDB2 CMC1 ERCC1 | ERCC2 | ERCC3 | ERCCa | ERCCS | ERCCSH ERCCS EXO1 FEN1 LIG1
B 1.93 1.37 1.51 1.33 1.74 1.77 -1.01 2.17 1.52 2.23 1.23 1.37
LIG3 LIG4 MGMT MLH1 MLH3 MMS1S | MPG MRE114A  MSH2 MSH3 MSH4 MSH5
C 1.68 -1.09 -1.13 1.27 1.27 1.51 1.23 2.12 1.03 1.42 2.85 1.47
MSH6 MUTYH MNEILL NEIL2 NEIL3 NTHLL 0GG1 PARP1 PARP2 PARP3 PMS1 PMS2
D 1.20 1.02 1.11 1.82 1.17 -1.20 1.78 1.57 2.14 1.52 1.33 1.79
PNKP POLE POLD3 POLL PRKDC AD18 | RAD21 | RAD23A | RAD23B RADS0 | RADS1 ADS1C

RADS1E | RADS1D | RADS2 | RADSAL | RFC1 RPAL RPAZ | SL SMUGL | TDG TOP3A | TOP3B
F 2.23 1.60 1.41 1.15 1.23  1.57 -1.24 as 1.47 -1.16 | 1.11 1.77
TREXL | UNG XAB2 | XPA *PC XRCC1 | XRCC2 | XRCC3 | XRCC4 | XRCCS | XRCCS | XRCCEEPL
G 1.88 1.03 1.27 1.18 1.21 1.34 1.68 1.07 -1.27  1.05 1.26 1.37
: z A A z : B ] B OKAY | A z



NF1 hastaligina sahip b0itin olgular ile higbir hastaligi olmayan kontrol grubu
karsilastirildiginda; CDK7, DDB2, ERCC3, MLH1, MLH3, POLB, RFC1, XPA
genlerinin ekspresyonunda artis g6zlenirken; ERCC8, NEIL1, PARP3, PNKP,
RAD18, RAD51B, TOP3A, XAB2, XRCC1, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6BP1
genlerinin ekspresyonunda azalma saptanmistir. Bunlardan PNKP, RAD18, XAB2,
XRCC3, XRCC4, XRCC5 genlerinde meydana gelen degisiklikler istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05 T test ).

Resim 12. P ye gore tiimolgular NFivar vs NF1yok Clustergram Analizi
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Fold change e gbre anlamli ¢ikan genler ile clustergram analizi;

Resim 13. NF1hastalari vs Kontrol clustergram analizi
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Resim 14. Tum grup NF1 var vs NF1 yok cluster gram analizi
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Cluster gram da degisik genlerde gruplara gére farkl siniflamalarin oldugu saptandi.
Yapiimig olan 11 alt gruplu siniflamada (NF1, NF1+ailesel, NF1+hamartomatdz,
NF1+hamartomatéz+ailesel, NF1+ndrofibrom, NF1+ndrofiborom+ailesel,
NF1+ndrofiorom+hamartomatdz, NF1+ndrofibrom+ailesel+hamartomatéz,
NF1+optikgliom, NF1+RMS/meme kanseri, NF1 olmayan RMS) nérofibrom varligi ya
da yoklugunun gen ekspresyon degisikliklerinde hamartomatéz lezyona sahip olma
ya da ailesel olup olmama kriterlerinden ¢cok daha énemli oldugu saptanmis ve

sekilde gOsterilmigtir:
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Resim 15. 11 alt grubun clustergram analizi
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NF1 hastaligina sahip RMS ya da meme kanserine sahip hastalar ile NF1 olmayan
RMS olgulan arasinda oldukca fazla farklanmalar gézlenmigtir. RMS ve meme
kanseri gelisen NF1’li 2 olgu ile NF1’siz RMS olgulari kargilastinidiginda; ATM,
CDK7, DDB2, ERCCS5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, RPA3, SLK, XPA gen
ekspresyonlarinda artis g6zlenmistir. BRCA1, BRCA2, ERCC2, ERCCS8, MPG,
NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCC3, XRCC6 genlerinin ekspresyonunda

azalma gézlenmigtir.

NF1’li meme kanseri gelisen olguda kansersiz NF1 olgularina gére ATR, CCNO,
MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, XRCC1, XRCC3 genlerinin ekspresyonunda
artis goézlenirken, ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG,
MRE11A, MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1, SMUG1, TDG, TOP3B genlerinin

ekspresyonunda azalma gdézlenmigtir.

NF 1’li RMS olgusu ve meme kanseri ile ile NF1’ siz RMS olgulari karsilastirildiginda
DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA genlerinin ekspresyonunda 10 kattan fazla
artis gbézlenmisgtir.

Malign timér olgularinda NF1’ |i ya da NF1’ siz gruplar karsilastirildiginda gen
ekspresyonunda katlanma degisiklikleri vardir. DDB2, MGMT, MLH1, POLB UNG,
XPA ekspresyonlari artmistir.

Cahstigimiz 84 gende ERCC1(p:0,015) ve TREX1(p:0,026) genleri ebeveynlerde
cocuklara goére istatistiksel anlaml olarak ekspresyonunun azaldigi saptanmistir
(Mann-Whitney Test).

*TREX1:cocuk: 0,142+ 0,108(0,078 -0,346)
* TREX1:ebeveyn: 0,062 F 0,026(0,015-0,090)
* ERCC1: ¢ocuk : 0,069 + 0,065(0,020-0,197)
* ERCC1:ebeveyn: 0,021+ 0,006(0,016-0,032)
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5.0.TARTISMA

Bu calismada amag; NF1 hastaliginin bireyden bireye, aileden aileye farkli klinik
gidisatini; yani farkh fenotip ekspresyon gdstermesindeki genetik nedeni
sorgulamakti. Bu dogrultuda NF1 hastalarindaki klinik cesitliliginin genetik nedenini
sorgularken, DNA tamir genlerindeki ekspresyon artis ve azalislar farkli alt gruplar
olusturarak degerlendirildi. Buradaki amac; kanserin DNA onariminda meydana
gelen hatalardan kaynaklandigini ve eger biz bu onarim genlerinde meydana gelen
ekspresyon degisikliklerinden anlamh sonuglar c¢ikarabilirsek farkli klinik gidisatlara
sahip hastalardaki bulgulari 6ngérmek icin yararli bir ¢alisma yapiimig oldugu

gercegiydi.

Genetik temelli bir hastalikta izlemde farkli klinik gidisinin nedeninin aciklanmaya
calisiimasi temeline dayanan bu tez ¢alismasinda, dncelikle izlemde malign timér
gelisme riskini 6ngdricl bir ya da birkag prediktif gen ekspresyonu saptamak hedef
alinmisti. Ancak NF1’ de benign bir tim&r olan nérofiorom gelisme orani % 48 iken,
malign timdr gelisen olgularimizin sayisi az oldugu igin ¢alismada ATM, CDK7,
DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, RPA3, SLK, XPA, BRCAT1,
BRCA2, ERCC2, ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCCS,
XRCC6 gen ekspresyonu NF1’ de izlemde RMS gelismesini éngéraladir ya da
meme kanserinde ise ATR, CCNO, MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, XRCC1,
XRCCS3, ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG, MRE11A,
MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1, SMUG1, TDG, TOP3B genlerinin ekspresyonu
izlemde 6ngo6rilidir seklinde istatistiksel olarak p degeri ile desteklenen bir sonuca
ulasamadik. Bunun nedeni malign timoér gelisen kontrol olgu sayisindaki azliktir.

Ekonomik nedenler bunda rol oynamigtir.

NF1 hastalarinda ERCC3 geninin nérofiborom olusmasinda koruyucu etkiye sahip
oldugu dusundlmektedir. Bu calismada ERCC3 geninin ekspresyonunda artig
olmayan hastalarda, ndérofiborom gelistigi gdzlenmistir. NF1 hastalarinda POLB
geninin ekspresyon artisinin oldugu saptanmistir. POLB genindeki ekspresyon
artisinin 2,7 nin GOzerinde oldugu durumlarda POLB geni nérofibrom belirleyicisi
oldugu bulunmustur. MGMT ve UNG genlerinin ekspresyonlarinda meydana gelen
artisin nérofiborom gelisme riskinin artmasina sebep oldugu dastntlmustir. RAD 52
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ve MSH 6 gen ekspresyonlarinin fazla oldugu durumlarda ise NF1 hastalarinda
nérofibrom gelismedigi gézlenmigtir.

Ailede NF1 hastalia sahip olan olgular (ailesel NF1) ile ailesinde NF1 hastaligi
bulunmayan olgular arasinda yapilan analizlerde; ailesel NF1 grubunda, CCNO,
RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6BP1 gen ekspresyonlarinda
azalma gortlmustir. Ailesinde NF1 hastasi bulunmayan grupta ise; MGMT, POLB,
PRKDC, RAD51C, RAD51B, XAP2, XPA, XRCC5 gen ekspresyonlarinda degisiklik
g6zlenmigtir. Bu genlerden MGMT, POLB ve XPA gen ekspresyonlari artarken;
PRKDC, RAD51C, RAD51B, XAB2 ve XRCC5 genlerinin ekspresyonlarinda azalma
olmustur. Bu analizle; XAB2 geni ile XRCC5 genleri hem ailesel hem de ailesel
olmayan grupta azaldigi i¢in bu genlerinin NF1 hastaliginin herediter ya da spontan
olarak gelismesinde belirleyici olmadigi hipotezini desteklemistir. Ekspresyon azalisi
NF1 hastaligina 6zgu bir bulgu olabilir.

Bu genlerden RAD18 ve XAB2 genleri her iki grupta da ekspresyon degisikligine
neden oldugu i¢in hamartomatdz lezyonla iligkisinin dogrudan olmadigi ancak kontrol
gruplarina gére goéstermis oldugu ekspresyon degisikliklerinden dolayr NF1 hastaligi
ile iligkili oldugu dusUnulmektedir. Burada birgok genin ekspresyonunda hafif
dizeyde azalma saptanmistir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmamigtir. Bu ylzden saptanan bu ekspresyon azalmalari hamartomatéz
lezyona sahip hastalar ile hamartomatdzsiiz grup arasinda ayirt edici dedgildir.
Hamartomatéz lezyona sahip hastalar kontrol grubu ile karsilastirildiginda DNA
onarim genlerinin ekspresyonun azaladigi ancak hamartomatéz lezyona sahip
olmayan hastalar ile kontrol grubu kargilastirildiginda genlerin ekspresyonunun artigi
saptanmistir. iki grup birbiri ile karsilastirildiginda; hamartomatdz lezyona sahip olan
hastalarda hamartomatéz lezyonlu hastalara gére gen ekspresyonunun ¢ok daha
fazla arttigi heat map lerle desteklenmistir. Bu genlerin ekspresyon artis miktari
hamartamat6z lezyon olup olmadigini belirleyici olabilir.

NF1 hastaliginda gen ekspresyon degisikliklerini temel olarak nérofibrom varligi ile
belirlenmistir. Optik gliom gdzlenen hastalarda nérofibromlu hastalar gibi benzer
ekspresyon paterni gostermigtir. Optik gliomun ve nérofioromun benign natlrd bu

bulgularimizin benzerligini aciklayabilir.
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Nérofibromu olan hamartomatdz lezyonlu ailesel NF1 hastalar farkli alt gruplara
boélintp karsilastinldiginda benzer ekspresyon 6zellikleri gbsterdikleri saptanmigtir.
Nérofibromu olmayan hastalarda kendi alt gruplarinda birbirlerine ve kontrol grubuna

benzer 6zellikte gen ekspresyonu gostermektedirler.

NF 1 olgularinda ndrofibromlarin yani sira I6semi, yumusak doku timorleri, beyin
timorleri, ndéroblastom gibi malign timbérler de gelisebilmektedir. Kanserin
olusmasinda en 6nemli nedenlerden biri de DNA’da meydana gelmis olan hatanin
dizeltlememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin dogru ¢alismamasindan
kaynaklanir. Bu amag¢ dogrultusunda DNA tamir genlerindeki ekspresyon artis ve
azaliglarini karsilastirarak analiz etmeyi amagladik. Bunun sonucunda da; NF 1’ e
eslik eden kanser olgularini belirlemede DNA onarim iligkili genlerin artis ya da
azalglarinin prediktif olabilecegi ve bu olgularin takibinde klinisyenlerle birlikte temel

onkoloji arastirma ekiplerinin yer almasinin yararh olabilecegi sonucuna varildi.
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6.0. SONUCLAR

Bu degerlendirme; NF1 olgularindaki klinik bulgulari éngérmek icin DNA onarim

sistemi iligkili gen ekspresyon degisikliklerinin roll olabilecegini ve NF1’ e eslik eden

kanser olgularini belirlemede DNA onarim iligkili genlerin artis ya da azalislarinin

prediktif olabildigini géstermistir.

NF1 hastaligina sahip bireylerde PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4,
XRCC5 genlerinin ekspresyonunda meydana gelen degiskliklerin  NF1
hastaligi ile iligkili oldugu istatistiksel olarak anlamli bulundu.

POLB, MGMT, UNG gen ekspresyon artisi NF1 hastaliginda nérofibrom
gelismesi ile iligkilidir.

POLB geninin ekspresyonunda meydana gelen 2,7 (Uzerindeki ekspresyon
artigi nérofibrom belirleyicisidir.

RAD52 VE MSH6 gen ekspresyon azaligi nérofibrom gelismesi ile iliskilidir.

NF1 hastalarinda ERCC3 geninin nérofibrom olusmasinda koruyucu etkiye
sahip oldugu ve ERCC3 geninin ekspresyonunda artis olmayan hastalarda,
nérofibrom gelistigi géralda.

BRCA2, MLH3, MSH3, RAD23A, XPA genleri NF1’ de optik gliom gelismesi ile
iligkilidir.

Bu calismada yer alan DNA tamir genlerinin ekspresyonu NF1 olgularina

hamartomat6z lezyon eglik etmesini 6ngorici dedgildir.
Ailesel NF1 olgularinda RAD18 geninin ekspresyon azalmasi anlamli bulundu.

Bu calismanin sonucunda; NF 1 hastalarinda yapmis oldugumuz analizlerde
84 tane DNA tamir geninin 63’ iinde ekspresyon degisiklikleri gdzlemlendi.

Bu calismadaki alt grup sayilarinin arttinlarak ¢alismaya devam edilmesi daha

belirgin sonuclarin ortaya konulmasi agisindan faydali olacaktir. Bu olgularin

takibinde klinisyenlerle birlikte temel onkoloji arastirma ekiplerinin yer almasinin

yararli olacagi sonucuna variimistir.
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NOROFIBROMATOZIS TiP 1 KANSER ILISKISINE
MOLEKULER YAKLASIM

MOLECULAR APPROACH TO NEUROFIBROMATOSIS TYPE | AND
CANCER RELATION

Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ergetin, Zekiye Altun ve Nur Olgun
Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitlisii izmir

GIRIS: Nérofibromatozis Tip 1 (NF 1), cesitli fenotiplere sahip, sik goérilen otozomal
dominant genetik bir hastaliktir. NF 1 olgularinda nérofibromlarin yani sira I6semi, yumusak
doku tUmérleri, beyin timérleri, néroblastom gibi malign timérler de gelisebilmektedir.
Kanserin olusmasinda en énemli nedenlerden biri de DNA’da meydana gelmis olan hatanin
dizeltilememesidir. Bu durum DNA tamir genlerinin dogru ¢alismamasindan kaynaklanir. Bu
amag¢ dogrultusunda DNA tamir genlerindeki ekspresyon artis ve azahglarini karsilasgtirarak
analiz etmeyi amagladik. Bu ¢alismada; NF 1 olgulari arasinda malignite gézlenen iki olguyu
(rabdomiyosarkom (RMS), meme kanseri) DNA tamir genleri ekspresyonu yéninden
malignite goérilmeyen NF 1 olgulari ve normal kontrol olgular ile NF 1 iligkili olmayan
rabdomiyosarkom olgularini kargilastirarak degerlendirdik.

MATERYAL VE METOD: Goéndlli olur formu imzalatilan her bir olgudan periferik kandan
mononUkleer hucre izolasyonu (PBMC) yapildi. Bu asamada alinan kanlar bekletiimeden
direkt olarak calisildi. Elde edilen mononUkleer hicreler Oncelikle azotta kisa bir slre
soklandiktan sonra -80 °C de saklandi. MononUkleer hlcrelerden RNA izolasyonu yapilp
RNA miktar 6lgtldd. Yeterli miktarda RNA izolasyonu yapildigi hesaplandiktan sonra cDNA
cevrimi gerceklestirildi. Bu asamadan sonra PAHS-042 array’i kullanilarak 84 tane DNA tamir
geninin ekspresyonu degerlendirildi. Bu degerlendirme cesitli alt gruplarda farkli ya da
benzer &zellikler gerceklestirilerek yapildi. Degerlendirme SA Bioscience’in data analysis
expression sayfasinda yapilip gen ekspresyon analizleri heat map ve clustergram ile
desteklendi. T test tabanli p degeri bu sitede degerlendirildi.

BULGULAR: RMS ve meme kanseri gelisen NF 1’li 2 olgu ile NF 1’siz RMS olgulari
karsilastirildiginda; ATM, CDK7, DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52,
RPA3, SLK, XPA gen ekspresyonlarinda artis g6zlenmistir. BRCA1, BRCA2, ERCC2,
ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2, XRCC3, XRCC6 genlerinin
ekspresyonunda azalma gézlenmistir (p<0.05, T test). NF 1’li RMS olgusu ile NF 1’ siz RMS
olgulani karsilastinldiginda DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG, XPA genlerinin
ekspresyonunda 10 kattan fazla artis g6zlenmistir. NF 1’li meme kanseri gelisen olguda
kansersiz NF 1 olgularina gére ATR, CCNO, MLH1, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51,
XRCC1, XRCC3 genlerinin ekspresyonunda artis gbézlenirken, ATM, BRCA1, BRCAZ2,
ERCC4, EXO1, FEN1, LIG1, LIG3, MPG, MRE11A, MSH2, NEIL2, PMS1, POLD3, RFC1,
SMUGH1, TDG, TOP3B genlerinin ekspresyonunda azalma gézlenmigtir.

SONUG: NF 1’ e eslik eden kanser olgularini belirlemede DNA onarim iligkili genlerin artis ya
da azalislan prediktif olabilir ve bu olgularin takibinde klinisyenlerle birlikte temel onkoloji
arastirma ekiplerinin yer almasinin yararl oldugu sonucuna variimistir.
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Clinical Significance of DNA Repair Genes Expressions in Neurofibromatosis Type 1
Cases Duygu Dursun, Safiye Aktas, Pinar Ergetin, Zekiye Altun, Dilek Ince, Kamer
Mutafoglu 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 neurofiboromas (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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Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Arastirmanin Adi : Nérofibromatozis Tip 1 Olgularinda DNA Tamir Genlerinin Ekspresyonunun Klinik

Onemi

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Bu calismaya katilmak (zere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu calismada yer
almay kabul etmeden énce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zglrce vermeniz gerekmektedir. Size Ozel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi lltfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik yanitlar
isteyiniz.

CALISMANIN AMACI NEDIR?

Bu calismanin amaci NF tip 1 de ailesel iliski ve beraberinde timor gorilmesinde DNA tamir gen
farkhliklarini sorgulamaktir. Bu calismadan elde edilebilecek bulgular ile NF tip 1 de timor olusma
riskini 6n gorebilecek genetik bulgulara ulasilabilecektir.

KATILMA KOSULLARI NEDIR?
Bu ¢alismaya dahil edilebilmeniz igin nérofibromatosis tip 1 tanisi almis olmaniz gerekir.
NASIL BiR UYGULAMA YAPILACAKTIR?

Sizden zaten tanisal amagh kan alinirken bir miktar ¢alisma igin ayrilacaktir. Ek bir girisim yoktur.
Alinan materyal taniniz i¢in gerekli islemleri etkilemeyecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?

Arastirma ile ilgili olarak sizin sorumluluklariniz yoktur.

KATILIMCI SAYISI NEDIR?

Arastirmada yer alacak goénullilerin sayisi 24 ‘dir.

KATILIMIM NE KADAR SURECEKTIR?

Bu arastirmada yer almaniz i¢in 6ngérulen sire yoktur. Bir kerelik kan alinacaktir.
CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI YARAR NEDIR?

Bu arastirmada sizin i¢in beklenen yararlar ya da zararlar yoktur. Bilime katki saglanabilecektir.
CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RiSKLER NEDIR?

Size bu arastirmada kan alma islemi uygulanacaktir. Bu uygulama zaten yapilacak islem sirasinda
yapilacaktir. Ek bir risk yoktur. Alinacak miktar 10 cc olup risk tesgil etmemektedir. Size ek bir tedavi
uygulamasi yoktur.

Kan alma iglemi ile ilgili riskler arasinda bayilma, agri ve/veya morarma sayilabilir. Ender durumlarda

igne deliginin yerinde enfeksiyon ya da kiiglk bir kan pihtisi olabilir. Olasi bir soruna karsi gerekli
tedbirler tarafimizdan alinacaktir.
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ARASTIRMA SURECINDE BIRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BILINEN
ILACLAR/BESINLER NELERDIR?

Calisma suresince birlikte kullaniminin sakincali oldugu ilag¢ ve besinler yoktur.

HANGi KOSULLARDA ARASTIRMA DISI BIRAKILABILIRIM?

Alinan materyal yetersiz oldugunda, taniniz degistiginde, doktorunuz sizin izniniz olmadan sizi
galismadan c¢ikarabilir.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIR?

Yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve diger arastirma masraflar size veya giivencesi altinda
bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir kurum veya kurulusa ddetilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMAM NEDENIYLE HERHANGI BiR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA NE YAPMAM GEREKIR?

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; reddetme veya vazge¢cme durumunuz
tedavi ve izleminizi etkilemeyecektir.

Arastirmanin sonuclari bilimsel amagla kullanilacaktir; ¢alismadan c¢ekilmeniz ya da arastirici
tarafindan c¢ikariimaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla
kullanilabilecektir.

KATILMAMA iLiSKIN BILGILER KONUSUNDA GIiZLILIK SAGLANABILECEK MIDiR?

Size ait tim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz

Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baglanmadan &nce gonllliye verilmesi gereken bilgileri
gbsteren 2 sayfalik metni okudum ve s6zli olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulari arastiriciya
sordum, yazili ve s6zIU olarak bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmay isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar
altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yUrGtlcitstne yetki veriyor ve sdz konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katihm davetini higbir
zorlama ve baski olmaksizin blyik bir génilllik igerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla
yerel yasalarin bana sagladigi haklari kaybetmeyecegimi biliyorum.
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Bu formun imzali ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN iMzASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH

ACIKLAMALARI YAPAN ARASTIRICININ imzAsI

ADI &
SOYADI

TARIH

RIZA ALMA iSLEMINE BASINDAN SONUNA KADAR TANIKLIK EDEN

KURULUS GOREVLISININ LLP2 s

ADI &
SOYADI

GOREVi

TARIH
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