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OZET

Amag: Norofibromatozis Tip 1 (NF1), gesitli fenotiplere sahip, sik goriilen otozomal
dominant genetik bir hastaliktir. NF1 hastalarmn klinik gesitliliginin genetik nedeni
sorgulanmaktadir. DNA onarim genleri DNA’daki hatalarin onarimimdan sorumludur.
Bu calismada DNA onarim genlerinin ekspresyonunu ve onlarin NF1 hastalarindaki
klinik 6nemini norofibrom, hamartomatdz lezyon, diger timorler ya da ailesel NF1
varligr ile karsilastirarak analiz etmek ve gen ekspresyonlar: ile klinik bulgular
arasinda iligki olup olmadigin belirlemek amaclandi.

Yontemler: NF1'li hastalar ve NF1 ile birlikte malignitesi olan hastalar calismaya
alind1. Kontrol grubu olarak da benzer yas grubundaki her hangi bir hastalig1 olmayan
cocuklar ve NF1 ile ilgisi olmayan maligniteli olgular olusturdu. Calisma toplam 46
olgu icermekteydi: 36 NF1 hastas1 (30 cocuk; 6 ebeveyn), hi¢ bir hastalig1 olmayan 8
kontrol olgusu, rabdomiyosarkomlu NF1 olmayan 2 kontrol olgusu calismaya alindi.
Her bir hasta ve kontrol grubundan periferik kandan monontikleer hiicre izolasyonu
yapildi. RNA izolasyonu ve cDNA déniisiimiinden sonra, her bir olguda Real-Time
PCR ile DNA onarimu ile iligkili 84 genin ekspresyonu (standart array, SABiosciences)
belirlendi. Ekspresyonlarin kontrol grubuna gore 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 iliskisi olmayan maligniteli olgu (rabdomiyosarkom) olusturmaktadir.
8 kontrol olgusunun yas ortalamast 17 = 7,03 (10-30 yas) (ortanca 13 yas) idi. NF1
olgularmin 17’si kadin 19'u erkekti. NF1'li olgularimiz icin tan1 anindaki yas ortalamasi
10,08 + 8,86 (9 ay- 38 yas) (ortanca 8 yas) iken hastalarimizin g¢alismaya alman
ebeveynlerinin yas ortalamasi 40,50 * 1,22 (39-42 yas) (ortanca 40 yas) idi. 36 hastanin,
17’si norofibromlu, 17’si hamartomat6z lezyonluydu. 1 hastada rabdomiyosarkom
(RMS) gozlenmis, 1 hasta meme kanseri ve 4 hasta da optik gliomluydu. NF1
olgularinda, PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 ve XRCC5 genlerinin ekspresyonu
kontrol grup ile karsilastirildiginda azaldi (p<0,05, T test). Norofibromlu NF 1 olgula-
rinda, nérofibromsuz NF 1 olgulariyla karsilastirildiginda POLB ekspresyonu artarken;
ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2, PRKDC, RAD51B, RAD52,
RPA3, SMUGI, TREX1, UNG ekspresyonu azaldi. RAD18 ailesel NF 1 varhiginda
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ekspresyonu azalmis ve istatistiksel olarak onemli oldugu saptandi. Malign tiimor ol-
gularinda NF1'li ya da NF1’siz gruplar karsilastirildiginda gen ekspresyonunda kat
degisiklikleri vardi. Maligniteli olgularda DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG ve XPA
ekspresyonlar1 artti. NF1'li RMS olgusu ile NF1’siz RMS olgular1 karsilastirildiginda
DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG ve XPA olmak {iizere 6 genin ekspresyonu 10
kattan fazla artmis saptandi.

Sonug: Bulgularimiz NF1 olgularindaki klinik bulgulardan tiimor gelisimini 6ngérmek
icin DNA onarim sistemi iliskili gen ekspresyon degisikliklerinin rolii olabilecegini
gostermistir. POLB nérofibrom varhig belirteci, DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG,
XPA malign tiimor gozlenme belirteci olmaya aday genler olarak saptandi. Bu genlerin
ekspresyonlarinin daha genis seri NF1'li ve maligniteli olgularda calisilmasi uygundur.
Anahtar sozciikler: Norofibromatozis Tip 1, DNA onarim genleri, klinik iligki
SUMMARY

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.

Methods: NF1 patients and malignancy with NF1 pateints were included in this study.
In the control gruop children that they are in the similar age group and they have no
disease and no malignacy group were included. This study included total 46 cases. 36
NF1 patients (30 children; 6 parents), 8 control cases without any disease, two control
cases with rhabdomyosarcoma without NF1 were included in this study. The mean age
of control group was 17 = 7.03 (10-30 age) (median 13 age). In the NF1 pateints gruop
17 of them are female, and 19 are male. The mean age at diagnosis is 10.08 + 8.86 (9
months- 38 age)(median age 8) for children and 40.50 + 1.22 (39-42 age) (median age 40)
for parents. Among 36 patients, 17 had neurofibromas, 17 had hamartomatous lesions.
Rhabdomyosarcoma (RMS) was observed in one patient, breast cancer in one patient
and four patients suffered optic glioma. Peripheral blood was obtained from each cases
and mononuclear cells were separated. After RNA isolation and cDNA converting,
expressions of 84 genes related with DNA Repair in standard array (SABiosciences)
were determined by Real-Time PCR for each case. Fold changes and p values
compared with control groups and fold changes evaluated with T test and p value in
the comperative groups.

Results: 36 NF1 patients, 8 healthy children as a control and 2 cases no NF1
relationship with malignancy (rhabdomyosarcoma) were included in the study group.
In NF1 cases PNKP, RAD18, XAB2, XRCC3, XRCC4 and XRCC5 genes were down-
regulated compared with control group. In NF1 cases having neurofibromas, POLB
was over expressed; while ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG, MSH6, PARP2,
PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUGI1, TREX1, UNG were downregulated
compared with the NF1 cases without neurofibromas (p<0.05, T test). RAD18 is the
downregulated and statistical significant gene for existence 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

Norofibromatozis Tip 1 (NF1), cesitli fenotiplere sahip,  biri farkli gen bozuklugu sonucunda olusur. NF tip 1

stk goriilen otozomal dominant genetik bir hastaliktir ~ (NF1) von Recklinghausen hastaligi olarak bilinir. Top-

(1,2). Norofibromatozis aslinda iki ayr1 hastaliktir ve her ~ lumda en sik rastlanan norokutanoz sendromdur ve 17.
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kromozomda meydana gelen bir mutasyonla olusur (3-5).
NF tip 2 (NF2) 22. kromozomda meydana gelen mutas-
yonla olusur (6).

NF1 olgularinda norofibromlarin yani sira losemi,
yumusak doku tiimorleri, beyin tiimorleri, néroblastom
gibi malign tiimorler de gelisebilmektedir (7-10). Kanserin
olusmasinda en Onemli nedenlerden biri de DNA’da
meydana gelmis olan hatanin diizeltilememesidir (11-15).
Bu durum DNA tamir genlerinin dogru ¢alismamasindan
kaynaklanir (16,17).

Bu calismada; NF1 hastalarinin klinik gesitliliginin ge-
netik nedeni sorgulanmasi amaclandi. Bu nedenle de
farkl alt gruplar olusturularak, gen ekspresyonlarinda ki
benzer artis ve azalislar analiz ederek klinik bulgularla
iligkisi degerlendirildi.

GEREC VE YONTEM

Etik kurul onay1 alindiktan sonra NF-1 tanisinda ge-
gerli olan klinik kriterlere gére NF-1 tanis1 almis ve izlen-
mekte olan olgular bu ¢alismaya alindi. Hastalarin ailele-
rine goniillii olur formlar1 imzalatilarak onamlar1 alindik-
tan sonra hastalardan rutin iglemler sirasinda kan alim
islemi esnasinda steril EDTA’li hemogram tiiplerine 3 ml
kan alindi. Kontrol olgular benzer yas ve cinsiyet da-
giliminda saglam bireylerden alindi. Kan 6rnekleri hasta-

lar zaten rutin incelemeler i¢in kan verdigi sirada alinmis

Tablo. DNA tamir genleri

olup ayrica bir girisim uygulanmamuistir. Periferik Kandan
Mononiikleer Hiicre izolasyonu (PBMC) taze tam kan
orneklerinden bekletilmeden histopaque ayirma solus-
yonu ile yogunluk gradient santrifiigasyonu yontemiyle
izole edildi. Izole edilen PBMC'ler hemen azotta -196°C 5
dakika kadar kisa bir siire soklandi. Buradaki temel amag;
elde

edilecek olan RNAnin verimliligini arttirmaktir. Soklama

hiicre duvarlarimin parcalanmasmni saglayarak
isleminin ardindan hiicreler -80°C de saklandi. Daha sonra
bu hiicrelerden RNA izolasyonu yapilarak RNA miktar:
ve saflig1 spektrofotometrik olarak olgiildii. Ardindan
cDNA c¢evrimi gergeklestirilerek insan PAHS-042 array
kullanilarak ABI cihaz ile Real Time PCR dizi analizi ile 84
tane DNA tamir geninin ekspresyonlarindaki artis ve aza-

lislar degerlendirildi (Tablo).
Istatistiksel Analiz

Analizler SA Bioscience’in data analysis expression
sayfasinda yapildi. Bu sitenin kullanimi {icretsizdir. Heat
map ve clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri des-
teklendi. T test tabanli p degerli bu sitede degerlendirildi.
data

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysi

SA Bioscience’in analysis expression

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

Sinifi Genler

Baz Eksizyon Tamiri (BER):

APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH, NEIL1, NEIL2, NEIL3, NTHL1,

OGGI1, PARP1, PARP2, PARP3, POLB, SMUGI, TDG, UNG, XRCC1

Niikleotit Eksizyon Tamiri (NER):

ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDB1, DDB2, ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4,

ERCC5, ERCC6, ERCCS, LIG1, MMS19, PNKP, POLL, RAD23A, RAD23B, RPA1,
RPA3, SLK, XAB2, XPA, XPC

Yanlis Eslesme Tamiri (MMR):

Cift Zincir Kiriklar: (DSB) Tamiri:

MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, PMS1, PMS2, POLD3, TREX1

BRCA1, BRCA2, DMCI1, FENI1, LIG4, MRE11A, PRKDC, RAD21, RAD50, RAD51,

RAD51C, RAD51B, RAD51D, RAD52, RAD54L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, XRCC5,

XRCC6

DNA Tamiri ile iligkili Diger Genler:

ATM, ATR, EXO1, MGMT, RAD18, RFC1, TOP3A, TOP3B, XRCC6BP1
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BULGULAR

Calisma toplam 46 olgu igermekteydi: 36 NF1 hastas1
(30 ¢ocuk; 6 ebeveyn), hi¢ bir hastalig1 olmayan 8 kontrol
olgusu, rabdomiyosarkomlu NF1 olmayan 2 kontrol ol-
gusuydu. 8 kontrol olgusunun yas ortalamas1 17 + 7,03
(10-30 yas) (ortanca 13 yas) idi. NF1 olgularinin 17’si kadin
19" u erkekti. NF1'li olgularimiz igin tani anindaki yas
ortalamasi 10,08 + 8,86 (9 ay- 38 yas) (ortanca 8 yas) iken
hastalarimizin ¢alismaya alinan ebeveynlerinin yas orta-
lamas1 40,50 + 1,22 (39-42 yas) (ortanca 40 yas) idi. 36 has-
tanmn, 17’si norofibromlu, 17’si hamartomat6z lezyon-
luydu. 1 hastada rabdomiyosarkom gozlenmis, 1 hasta

meme kanseri ve 4 hasta da optik gliomluydu.

Norofibromu olan NF1 hastalar1 ile nérofibromu ol-
mayan NF1 hastalar1 karsilastirildiginda (Resim1); noro-
fibromu olan Norofibromatozis tip 1 hastalar1 POLB eks-
presyonu artarken; ERCC3, LIG1, MGMT, MRE11A, MPG,
MSHS6, PARP2, PRKDC, RAD51B, RAD52, RPA3, SMUG],
TREX1 ve UNG ekspresyonu azaldi (p<0,05, T test) (Resim
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2). Bu degerlendirme icin optik gliomlu, meme kanserli ve

rabdomiyosarkomlu hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

LIG1, MPG, MRE11A, PARP2, PRKDC, RAD51B ve
TREX1 genlerinin ekspresyonunda meydana gelen yari-
dan fazla azalmalar noérofibrom varlig; ile istatistiksel ola-
rak anlamli bulundu (p<0,05, T test) (Resim 3). Calistigimiz
84 gende ERCCI1 (p:0,015) ve TREX1 (p:0,026) genleri ebe-
veynlerde c¢ocuklara gore istatistiksel anlamli olarak eks-
presyonunun azaldig1 saptandi. (Mann-Whitney U Test).

RMS ve meme kanseri gelisen NF1'li 2 olgu ile NF1’siz
RMS olgulan karsilastirildiginda; ATM, CDK7, DDB2,
ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH, POLB, RAD52, RPA3, SLK
ve XPA gen ekspresyonlarinda artis gozlendi. BRCAI,
BRCA2, ERCC2, ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMSI,
RADS50, XAB2, XRCC3 ve XRCC6 genlerinin ekspresyo-
nunda azalma gozlendi (p<0,05, T test) (Resim 4). NF 1'li
RMS olgusu ile NF 1’siz RMS olgular1 karsilastirildiginda
DDB2, MGMT, MLH1, POLB, UNG ve XPA genlerinin
ekspresyonunda artis gézlendi (Resim 5).
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Norofibromu olan NF1 hastalar: ile ndrofibromu olmayan NF1 hastalarin DNA onarim gen ekspresyonlarinin karsi-



Norofibromatozis Tip 1 olgularinda DNA tamir genlerinin ekspresyonunun klinik énemi 19
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Resim 2. Norofibrom varliginda (Grup 1: NF var) ekspresyonu degisen genler
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Resim 3. Norofibrom varliginda (Grup 1) ekspresyonu azalan genler
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Resim 4. NF1’ li rabdomiyosarkom/ meme kanserli olgular ile NF1’ siz rabdomiyosarkom olgularinin karsilastiriimasi
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Resim 5. NF1’siz rabdomiyosarkom olgulari ile NF1’ li rabdomiyosarkom olgularinin karsilastirilmasi
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TARTISMA

Bu calismada amag; NF1 hastaliginin bireyden bireye,
aileden aileye farkli klinik gidisatini; yani farkli fenotip
ekspresyon gostermesindeki genetik nedeni sorgulamakt.
Bu dogrultuda NF1 hastalarindaki klinik cesitliliginin ge-
netik nedenini sorgularken, DNA tamir genlerindeki eks-
presyon artis ve azalislari farkli alt gruplar olusturarak
degerlendirildi. Buradaki amac; kanserin DNA onari-
minda meydana gelen hatalardan kaynaklandigini ve eger
biz bu onarim genlerinde meydana gelen ekspresyon de-
gisikliklerinden anlamli sonuglar ¢ikarabilirsek farkli kli-
nik gidisatlara sahip hastalardaki bulgular1 éngérmek icin
yararli bir ¢alisma yapilmis oldugu gercegiydi (4,5,18).

Genetik temelli bir hastalikta izlemde farkli klinik gi-
disinin nedeninin agiklanmaya ¢alisilmasi temeline daya-
nan bu g¢alismada, oncelikle izlemde malign timor ge-
lisme riskini 6ngoriicii bir ya da birkag prediktif gen eks-
presyonu saptamak hedef alinmisti. Ancak NF1’de benign
bir tiimor olan nérofibrom gelisme oran1 %48 iken, malign
timor gelisen olgularimizin sayisi az oldugu igin calis-
mada ATM, CDK7, DDB2, ERCC5, LIG3, MLH1, MUTYH,
POLB, RAD52, RPA3, SLK, XPA, BRCA1, BRCA2, ERCC2,
ERCC8, MPG, NEIL2, NTHL1, PMS1, RAD50, XAB2,
XRCC3 ve XRCC6 gen ekspresyonu NF1’de izlemde RMS
gelismesini ongoriiliidiir ya da meme kanserinde ise ATR,
CCNO, MLHI, NEIL1, NTHL1, RAD18, RAD 51, XRCC1,
XRCC3, ATM, BRCAI1, BRCA2, ERCC4, EXOI1, FENI,
LIG1, LIG3, MPG, MRE11A, MSH2, NEIL2, PMSI,
POLD3, RFC1, SMUGI1, TDG ve TOP3B genlerinin
ekspresyonu izlemde ongoriiliidiir seklinde istatistiksel
olarak p degeri ile desteklenen bir sonuca ulasamadik.
Bunun nedeni malign timor

gelisen kontrol olgu

sayisindaki azliktir.

NF1 hastalarinda ERCC3 geninin norofibrom olusma-
sinda koruyucu etkiye sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu
¢alismada ERCC3 geninin ekspresyonunda artis olmayan
hastalarda, norofibrom gelistigi gozlendi. NF1 hastala-
rinda POLB geninin ekspresyon artistnin oldugu saptan-
mistir. POLB genindeki ekspresyon artisinin 2,7 nin {ize-
rinde oldugu durumlarda POLB geni norofibrom belirle-
yicisi oldugu bulundu. MGMT ve UNG genlerinin eks-

presyonlarinda meydana gelen artisin ndrofibrom gelisme

riskinin artmasima sebep oldugu diisiiniildii. RAD 52 ve
MSH 6 gen ekspresyonlarinin fazla oldugu durumlarda

ise NF1 hastalarinda nérofibrom gelismedigi gozlendi.

Ailede NF1 hastaliga sahip olan olgular (ailesel NF1)
ile ailesinde NF1 hastaligi bulunmayan olgular arasinda
yapilan analizlerde; NF1 grubunda, CCNO,
RADI18, XAB2, XRCC3, XRCC4, XRCC5, XRCC6 ve BP1
gen ekspresyonlarinda azalma goriildii. Ailesinde NF1
hastas1 bulunmayan grupta ise; MGMT, POLB, PRKDC,
RAD51C, RAD51B, XAP2, XPA ve XRCC5 gen ekspres-
yonlarinda degisiklik gozlenmistir. Bu genlerden MGMT,
POLB ve XPA gen ekspresyonlar: artarken; PRKDC,
RAD51C, RAD51B, XAB2 ve XRCC5 genlerinin ekspres-

yonlarinda azalma oldu. Bu analizle; XAB2 geni ile

ailesel

XRCC5 genleri hem ailesel hem de ailesel olmayan grupta
azaldig1 icin bu genlerinin NF1 hastaliginin herediter ya
da spontan olarak gelismesinde belirleyici olmadig:
hipotezini desteklemistir. Ekspresyon azalist NF1 hasta-
Iigina o6zgii bir bulgu olabilir. Bu genlerden RAD18 ve
XAB2 genleri her iki grupta da ekspresyon degisikligine
neden oldugu igin hamarto-matdz lezyonla iliskisinin
dogrudan olmadigr ancak kontrol gruplarina gore
gostermis oldugu ekspresyon degisikliklerinden dolay1
NF1 hastalig; ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Burada
bircok genin ekspresyonunda hafif diizeyde azalma
saptanmustir ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Bu yiizden saptanan bu ekspresyon
azalmalar1 hamartomatéz lezyona sahip hastalar ile
hamartomatozsiiz grup arasinda ayirt edici degildir.
Hamartomatdz lezyona sahip hastalar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DNA onarim genlerinin ekspresyonun
azaladig1 ancak hamartomatéz lezyona sahip olmayan
hastalar ile kontrol grubu karsilastirildiginda genlerin
ekspresyonunun artigi saptandi. Iki grup birbiri ile
karsilastirildiginda; hamartomatdz lezyona sahip olan
hastalarda hamartomatéz lezyonlu hastalara gore gen
ekspresyonunun ¢ok daha fazla arttifi heat map lerle
desteklenmistir. Bu genlerin ekspresyon artis miktar

hamartamat6z lezyon olup olmadigini belirleyici olabilir.

NF1 hastaliginda gen ekspresyon degisikliklerini temel
olarak norofibrom varligi ile belirlendi. Optik gliom goz-
lenen hastalarda norofibromlu hastalar gibi benzer eks-

presyon paterni gosterdi. Optik gliomun ve noérofibromun
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benign natiirii bu bulgularimizin benzerligini agiklayabi-
lir. Norofibromu olan hamartomattz lezyonlu ailesel NF1
hastalar1 farkli alt gruplara boliiniip karsilastirildiginda
benzer ekspresyon oOzellikleri gosterdikleri saptanda.
Norofibromu olmayan hastalarda kendi alt gruplarinda
birbirlerine ve kontrol grubuna benzer 6zellikte gen eks-

presyonu gostermektedirler.

NF 1 olgularinda nérofibromlarin yani sira lsemi,
yumusak doku tiimorleri, beyin tiimorleri, néroblastom
gibi malign tiimorler de gelisebilmektedir (19,20). Kanse-
rin olugmasinda en 6nemli nedenlerden biri de DNA’da
meydana gelmis olan hatanin diizeltilememesidir (21,22).
Bu durum DNA tamir genlerinin dogru ¢alismamasindan
kaynaklanur. Eslik eden tiimorlerde cesitlilik, tiimor igi
heterojenite, mutasyonlardaki ¢esitlilik bu hastalik ve tii-

mor iliskisini giincel kilmaktadir (23).

Bu amag dogrultusunda DNA tamir genlerindeki eks-
presyon artis ve azaliglarini karsilagtirarak analiz etmeyi
amagladik. Bunun sonucunda da; NF 1’e eslik eden kanser
olgularini belirlemede DNA onarim iligkili genlerin artis
ya da azalislarinin prediktif olabilecegi ve bu olgularin
takibinde klinisyenlerle birlikte temel onkoloji arastirma
ekiplerinin yer almasimnin yararli olabilecegi sonucuna

varildi.

Bulgularimiz NF 1 olgularindaki klinik bulgulardan
tiimor gelisimini dngdrmek igin DNA onarim sistemi ilis-
kili gen ekspresyon degisikliklerinin rolii olabilecegini
gosterdi. POLB norofibrom varligr belirteci, DDB2,
MGMT, MLHI1, POLB UNG ve XPA malign tiimor goz-
lenme belirteci olmaya aday genler olarak saptandi. Bu
genlerin ekspresyonlarinin daha genis seri NF1'li ve

maligniteli olgularda caligilmas: uygundur.

Bu calisma; Dokuz Eyliil Universitesi Bilimsel Aragtirma
Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 2012 KB SAG
019 no.lu proje iledesteklenmistir.
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