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. OzET

Nérofibromatozis tip 1 (NF1) insan sinir sistemini etkileyen hastaliklar igerisinde, en sik gézlenen tek gen hastaligidir.
Otozomal dominant olarak kalitilir. Café au lait lekeleri, nérofibromlar ve Lisch nodiilleri ile karakterizedir. Bu hastalarda nérofib-
rosarkom sikhigi 9000 kat, I6semi sikligi 71 kat, santral sinir sistemi tiimérleri riski 46 kat artmigtir. NF1 geni 17q11.2 bélgesinde
olup 360 kb buylikliktedir. Su ana kadar gende uluslararasi konsorsiyum tarafindan tanimlanmis 246 mutasyon bulunmaktadr.
Gen gok buytik oldugu igin daha tanimlanmamig bircok mutasyon bulunmaktadir. Calismamizda Tiirk toplumundaki (Ege bélge-
si) NF1 geninde nispeten daha ¢ok mutasyonun yer aldidi 3 bélgenin (ekson 27a, ekson 37, ekson 4b) DNA dizi analizinin yapil-
masi amaglanmigtir. On alti NF1 hastasina ait DNA'lardan NF genine ait 3 bélge polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltil-
mig ve DNA dizi analizleri yapilmigtir. On alti NF1 hastasinda da dizi analizi yapilan bélgelerde mutasyon saptanmarmigtir. Tiirk
NF1 hastalarinda diger toplumlarda bu ekzonlarda gérilen mutasyonlarin olmadigi ya da ¢ok nadir oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Nérofibromatozis tip 1 (NF1), PCR, DNA dizi analizi.

SUMMARY

Neurofibromatosis type 1 (NF1) is the most common single gene disorder among the diseases affecting the human nervo-
us system. It is autosomal dominantly inherited. It is characterised by café au lait spots, neurofibromas and Lisch nodules. The
prevalence of neurofibrosarcoma has been raised 9.000 times, leukemia 71 times, CNS tumors 46 times in these patients. NF1
gene is located in 17q11.2 region and it has 360 kb of longevity. To date, 246 mutations have been identified in the gene by the
international concortium. There are many unidentified mutations since the gene is considerably large. In this study, it is aimed at
performing the DNA sequencing of 3 regions (exon 27a, exon 37, exon 4b of NF1 gene) which contain comparatively larger num-
ber of mutations in NF1 gene in the Turkish society (Aegean region). Three exons (exon 27a, exon 37, exon 4b of NF1 gene)
from the DNA of 16 NF1 patients were amplified by polymerase chain reaction (PCR) and DNA sequencing was performed by
ABI 310. No mutations were detected in related exons of 16 Turkish NF1 patients. It is concluded that the 16 Turkish NF1 pati-
ents did not have or very scarcely had the mutations, which were observed in exon 27a, exon 37, exon 4b in other societies.

Key Words: Neurofibromatosis type 1 (NF1), PCR, DNA sequencing.
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GiRiS

Norofibromatozis tip 1 (NF1: MIM % 162.200)
insan sinir sistemini etkileyen hastaliklar icerisinde en
sik gozlenen tek gen hastaligidir. Hastalik otozomal
dominant kalitilir ve kadin erkek orani esittir.
Prevelansi 1/3000 ile 1/5000 arasinda degismektedir
(1). insidans 2500 canli dogumda bir olarak saptan-
mistir (2). Penetrans tamdir, fakat ekspresyonu
oldukga farklidir. Ayni ailede farkli ekspresyon gérullr
bunun nedeni tam olarak bilinmemektedir (3).
Hastalik café au lait lekeleri, kutandz nérofibromlar ve
iris hamartomlari (Lisch nodlleri) ile karakterizedir.

Yetiskinlerde fizik muayene ile hastaliga kolayca
tani konulabilirken cocuklarda café au lait lekeleri
uzunca bir stire hastaligin tek bulgusu olarak kalabi-
lir. Semptomlar yasla birlikte ortaya cikmaktadir ve
penetrans 5 yasinda tamdir. Kutanéz nérofibromlar
bebeklik déneminde nadir iken puberte &6ncesi
dénemde ortaya ¢ikmaya baslamaktadir. Café au lait
lekeleri dogumda cok sayida bulunabilirler ya da 1
yasina kadar ortaya cikarlar. Bu lekelerin malign
timore dontsme riski yoktur. Pleksiform nérofibrom-
lar genellikle dogumda bulunmaktadir. Bunlar infiltre
edici timorlerdir ve malign transformasyon gdsterebi-
lirler. Lisch nodulleri yasla birlikte artan bir siklikta
gozlenir. Uzun kemik displazileri dogumda bulunur ve
gelisim sirasindaki deformasyonun saptanmasi ile
tani konulur. Hastalarin %6’sinda arteryel hipertansi-
yon bulunur. Hipertansiyon esansiyel olabilecegi gibi
renal arter stenozu, feokromasitoma ya da aort
koarktsayonuna sekonder de olabilir (2).

Bu hastalikta ortaya cikan timérlerin cogunlugu
benign karakterdedir (nérofibromlar). Malign tlmérler
nadirdir ve toplumdan topluma farkl bir dagihm gés-
termektedir. TUmorlerin yarisini santral sinir sistemi
timorleri (ependimom, astositom, medullablastom,
menejiom, gliom), Ugte birini optik gliomlar olustur-
maktadir. Hastalarda malign timoér gérdime sikhgi
genel olarak toplumun 16.3 katidir (4).

NF1 ilerleyici bir hastaliktir. Hamilelikte hastalik
daha hizli ilerler, café au lait lekelerinin sikligi ve buyik-
1tgu artar. Buna ragmen preeklampsi, prematlr eylem,
intrauterin gelisme geriligi, anormal perinatal 6lim riski
artmamigtir. Fakat sinir kdk nérofibromlari, pelvis ve
vertebra kemik anomalileri veya feokromasitoma gibi
nedenlerden dolayi sezaryen tercih edilmektedir (5).
Guntmizde hastaligin bir tedavisi bulunmamaktadir.

NF1 geni 1990 yilinda 17. kromozomun uzun
kolundaki perisentrik bélgeye (17q11.2) pozisyonel

klonlama yontemi ile lokalize edildi. NF1 geni, néro-
fibromin adli sitoplazmik proteini kodlamaktadir. Gen
360 kb biylkltgunde olup 60’in Uzerinde ekson iger-
mektedir. Bu protein 2818 aminoasitten olugsmakta
olup 369 aminoasitlik bir santral bélgesi bulunmakta-
dir [(ekson 21-ekson27): GAP ( GTPase activating
protein)-related domain (GRD)]. Bu bdélge GAP’In
katalitik bolgesi ile homoloji gdstermektedir ve RAS
yolunun inhibisyonunda gérev almaktadir. GAP,
GTPaz'i stimile ederek p21/Ras’in GTP bagh akiif
formunu inaktif forma gevirir. Bu nedenle timor sip-
resor gen olarak kabul ediimektedir (6-8).

Genin ¢ok blyuk ve fazla sayida homolog psédo-
geni olmasi gen lzerinde yapilan mutasyon calisma-
larini zorlastirmaktadir.1992 yilinda NF1 genindeki
mutasyon ve polimorfizmlere ait bilgilerin merkeziles-
tiriimesi amaciyla uluslararasi bir konsorsiyum kurul-
mustur (NNFF International Consortium- http://www.
nf.org). Mutasyonlarin parental kbkeni arastirildigin-
da bulylk delesyonlarin daha ¢ok maternal orijinli,
nokta mutasyonlarin ise %90 oraninda paternal ori-
jinli oldugu saptanmistir (9).

Mutasyonlarin tayin edilmesinde cesitli ydntemler
uygulanmaktadir. NF1 gen mutasyonlarinin %70’i
kisaltici mutasyonlar oldugdu i¢in bu tip mutasyonlara
Ozel olarak bakmak amaciyla protein kisaltici test
(PTT-protein truncating test) kullaniimaktadir (8). Bu
testin mutasyon tespit orani %47.1°dir. Bunun yanin-
da TGGE (temperature gradient gel electroforesis),
DGS (direct genomic sequencing), SSCP (single
strand conformational polymorphisim) gibi ydntemler-
le de mutasyon tayinleri yapilabilmektedir. Aile analiz-
leri icin ise indirekt olarak linkaj analizleri yapilabil-
mektedir. Mevcut testlerin saptanan mutasyonlari tes-
pit etme oranlari %30-70 arasinda degismektedir (9).
Bugtine kadar NF1 mutasyonlari ile fenotip arasinda
kisith sayida iligki bulunmustur. Sadece butin genin
delesyona ugradidi durumlarda dismorfik ylz, erken
ortaya c¢ikan cok sayida kitandéz ndrofibromlar ile
O6grenme gucligu velveya mental retardasyon gdz-
lenmektedir (10).

Sonug olarak, sinir sistemini en sik etkileyen tek
gen hastaligi olan NF1 ile ilgili olarak yapilan yogun
aragtirmalar devam etmektedir. NF1 geninin ¢ok
buytk olmasi nedeniyle her yapilan calismada yeni
mutasyonlar saptanmaktadir.

Bu calismada; NF1’e neden olan gen lizerinde en
cok mutasyonun saptandigi 3 eksonun (4b, 27a, 37)
DNA dizi analizinin 16 NF1 hastasinda yapilmasi
amagclanmigtir.
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NF kriterlerine gére tanisi konan 16 hasta bireyin
EDTA'l tlipe alinan periferik kan lenfositlerinden DNA
izole edilmistir. izolasyon islemi “thermo lab systems”
cihazinda King Fisher'in genomik DNA pdrifikasyon
kiti ile yapilmistir (Grtin no: 630 00 41). TUm bireyler
bilgilendirilip onaylar alinmistir.

Elde edilen DNA’ lardan Tablo 1’ de belirtilen pri-
merler ile polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapilmis
ve elde edilen PCR Urlinlerine DNA dizi analizi iglemi
yapilmistir (11). DNA dizi analizi igslemleri ABI Prism
310 cihazi kullanilarak BigD’ye Terminator V3.1 kiti ile
gerceklestirilmigtir.

TARTISMA

NF1 hastalarindaki germline mutasyonlarin anali-
zi birgok laboratuvar igin zorlayici bir galisma alanidir.
NF1 geninin tanimlanmasindan itibaren farkli yon-
temlerle hastaliga ait mutasyonlarin taranmasina
calisiimaktadir. Genin c¢ok blylk ve fazla sayida
homolog pstédogeni gen Uzerinde yapilan mutasyon
calismalarini zorlastirmaktadir. NF1 geninin mutas-
yon hizi 1 x 10"%/gamet/jenerasyondur ve mutasyon
hizi en yiksek timérlerden biridir. Olgularin yaklasik
%50’si de novo mutasyondur ve hastaliga neden olan
mutasyonlar ¢ogunlukla kisiye 6zgldlr. NF1 genine
ait mutasyonlarin %22.4’Unu kiglk delesyonlar,
%17.5’'ini nonsense mutasyonlar, % 15.5'ini birden
fazla eksonun delesyona ugramasi, %10.2 sini “spli-
cing” mutasyonlari, %11.8’ini “missense” mutasyonlar
olusturmaktadir. Olgularin %7.2’ sinde NF1 geninin
tamaminin delesyonu varken, hastalik %1.6 siklikla
kromozomal anomaliler nedeniyle olugsmaktadir. NF1
timorogenezi Knudson’in ¢ift vurus hipotezine
uymaktadir (12). NF1 hastalifinin molekiler temelle-
ri ile ilgili olarak mutasyon hizi disinda énemli olan bir
diger nokta da degisken ekspresyonudur. Ayni
mutasyonu tasiyan aile bireylerinde dahi klinik farkli
olabilmektedir (12-13).

Tablo 1. Nérofibromim geninin DNA dizi analizinde kul-
lanilan primer dizileri.

Exondb-Forward 5-CTG TCC CCT AAT ACT TAATT -3’
Exon4b-Reverse 5-AATACT AGT TTT TGA CCC AGT-3’
Exon27a-Forward 5-TGT GTA GTG CTAAAT GTG -3
Exon27a-Reverse 5- AAG CAAACT CTC CTT CTC AAC-3’
Exon37-Forward 5-TCC GAG ATT CAG TTT AGG AGT-3’
Exon37-Reverse 5-AAT GCA CTC ATT TTC TAT ACA GTA -3’

Sonlandirict mutasyonlarin yogunlugu NF1’e ait
karakteristik 6zelliklerdendir. Mutasyonlarin yarisi
direkt ya da indirekt olarak “stop” kodon olusturmak-
tadir (9). Mutasyonlarin tayin edilmesinde gesitli yén-
temler uygulanmaktadir. NF1 gen mutasyonlarinin
%70’i kisalticl mutasyonlar oldugu i¢in bu tip mutas-
yonlara ¢zel olarak bakmak amaciyla PTT kullanil-
maktadir (8). Bu testin mutasyon tespit orani
%47.1°dir (9). Bunun yaninda TGGE, DGS, SSCP
gibi yéntemlerle de mutasyon tayinleri yapilabilmek-
tedir. Aile analizleri i¢in ise indirekt olarak linkaj ana-
lizleri yapilabilmektedir. Mevcut testlerin saptanan
mutasyonlari tespit etme oranlari %30-70 arasinda-
dir. Messiaen ve arkadaglari 2001 yilinda NF1 hasta-
larindaki mutasyon taramasini daha etkili yapabilmek
icin bir algoritm dnermislerdir (14). Buna gore:

1. Oncelikle PTT yapilmalidir. Bazi laboratuvarlar-
da bu test tek basina %80 sonug¢ verebilmektedir.

2. Eger sonlanmis protein saptanirsa buna neden
olan sekans bozuklugu hem cDNA hem de genomik
DNA diizeyinde dizi analizi ile gésterilmelidir.

3. Eger mutasyon bulunamazsa tim gen delesyo-
nu icin FISH analizi yapiimalidir.

4. Sonug alinamazsa PTT’ den kagan mutasyon-
lar ve missense mutasyonlar icin kodlayici bélgenin
tamaminin direkt dizi analizi yapiimalidir.

5. intragenik delesyonlar icin “southern blot” uygu-
lanmalidir.

6. Blytk dizeyde yeniden dizenlenmeler igin
sitogenetik ¢alisma yapilmalidir.

Bugline kadar yapilan calismalarda mutasyonlar
icin herhangi bir sicak noktaya rastlaniimamasina kar-
silik bazi bodlgelerde mutasyonlarin daha sik olarak
gozlendigi saptanmistir. Bunlar arasinda ekson 4b,
ekson 27a ve ekson 37 6ne ¢ikmaktadir (9). Toliat ve
arkadaglari TGGE ydntemi ile NF1 genini taramisglar ve
ekson 4b’ deki mutasyon sikliginin ylksek oldugunu
saptamislardir (15). Fahsold ve arkadaslari NF1 geni-
nin tamamini tarayarak yaptiklari calismada ekson
27a'daki R1513X mutasyonunu 7 hastada saptamis-
lardir. Ayni calismada ekson 37 mutasyonlari 5 hasta-
da tespit edilmistir. Bugline kadar yapilan ¢alismalarda
ekson 9b, 19b, 233, 38, 48 ve 49’da mutasyona rast-
lanmamistir. Fahsold ve arkadaslari elde ettikleri
sonuglar neticesinde ekson 4b, 27 a ve ekson 37’ nin
mindr sicak noktalar olabilecegini belirtmektedir (9).

Calismamizda NF1 genine ait ekson 4b, ekson 27a
ve ekson 37 dizi analizi yéntemi ile NF1 hastalarinda
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Sekil 1. 1 nolu NF1 hastasina ait DNA dizi analizi sonucu.

aragtirilmistir. Bu amagla 16 NF1 hastasina ait DNA’
dan 3 eksona ait bolgeler PCR ile gogaltiimis ve dizi
analizi yapilmistir (Sekil 1). Yapilan 48 boélgeye ait DNA
dizi analizlerinde 16 Turk NF1 hastasinda gene ait
mutasyona rastlanmamigtir. Tirk NF1 hastalarinda
diger toplumlarda bu eksonlarda gérllen mutasyonlarin
olmadigi ya da ¢ok nadir oldugu sonucuna variimistir.

NF1 mutasyonu farkliliklar kisiye 6zeldir. Bati
Anadolu popllasyonunda NF ekson 27a, 37 ve 4b
sekans calismasi ilk kez yapilimistir ve literattirde en
yogun mutasyon bolgesi olarak tanimlanan 3 ekson-
da mutasyon saptanmamistir. Bu asamadan sonra
calismanin devam edebilecedi 2 yol vardir.

1. Mutasyonun yogun olarak goérildigt eksonlar
sirayla DNA dizi analizi ile karsilagtiniabilir.

2. DNA hasarindaki diizeltmelerde gorevli olan
DNA tamir enzimlerindeki mutasyonlar arastirilabilir.

Bu projenin devaminda; biz ikinci yol olan DNA
tamir enzimlerindeki mutasyonlari arastirarak bu has-
talik Uzerinde galismalarimiza devam etmeyi planla-
maktayiz.
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