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Kistik fibroz (KF) otozomal c¢ekinik karekterde en ciddi kalitsal hastalikiardan
biridir.

Bu galismada Tuark kistik fibroz olgularinin goguniugunda rastlanan ve genin
10. eksonunda Ug¢ baz ¢iftlik bir delesyondan kaynakianan AF508 mutasyonu ile
genin yine 10. eksonunda iki baz giftlik bir delesyondan kaynakianan 1677delTA
mutasyonu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak heterodupleks
oiugum analizi ile incelendi.
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TURK KIiSTIK FiBROZ AILELERINDE AF508 VE 1677deiTA
MUTASYONLARININ TARANMASIH

Bu galismada 20 Turk kistik fibroz ailesinin birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan
36 kistik fibroz kromozomu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi kulianiiarak

Heterodupleks Olusum Analizi ile incelendi.

ABSTRACT

THE SCREENING OF AF508 AND 1677delTA MUTATIONS IN TURKISH
CYSTIC FIBROSIS FAMILIES.

In this study, 36 unrelated cystic fibrosis chromosomes in 20 Turkish cystic
fibrosis families were investigated by Heteroduplex Formation Analysis using
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique.



I. GIRIS

Kistik fibroz beyaz irkta siklikla rastlanan otozomal gekinik karekterde en ciddi
kalitsal hastaliklardan birisidir. Kistik fibroz tim etnik gruplarda ve cografik
bdigelerde gérulir. Kuzey Avrupa ve Kuzey Amerika popllasyonundaki insaniarda
daha sik oranda gértilmektedir. Bu populasyonlarda yakiasik her 2500 dogumda bir
kistik fibrozlu bebek dlunyaya gelmektedir. Bu, tasiyicilik frekansimin 20-25'te bir
olduju anlamina gelmektedir (THE CYSTIC FIBROSIS GENETIC ANALYSIS
CONSORTIUM, 1993). Kistik fibrozun goriime sikhigi Amerika'daki zencilerde
(1:17000) ve Asya toplumunda ( ( 1:100000) oldukga dugtktur (Mcintosh ve ark.,
1992). ‘
Kistik fibroz, dis salgl bezlerinde klor iyonu taginmasini dizenleyen ‘kistik
fiboroz hitcre zarindan gegisi ddzenleyen protein'i kodiayan gen bolgesindeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (TSUI, 1992). Literatirde simdiye kadar
400'den fazla kistik fibroza neden olan mutasyon yayinlanmistir (THE CYSTIC
FIBROSIS GENETIC ANALYSIS CONSORTIUM, 1993).

Kistik fibroz ile ilgili olarak ilk genis tarifi 1938'de Anderson yapmstir.
“Pankreasta kistik fibroz” terimini kullanarak hastaliin bir sonucu olan pankreatik
dis salgi fonksiyonundaki tahribe dikkati ¢ekmistir (ANDERSON, 1938). Bu ilk
tariften sonra kistik fibrozun en genel &idurtict otozomal cekinik karekterdeki
hastaliklardan biri oldugu kabul edilmigtir. 1938'deki bu ilk tariften sonra 1953'te Di
Sant' Agnese kistik fibrozlu gocukliarin terinde gok fazla miktarda tuz kaybi oldugunu
agiklamigtir (DI SANT'AGNESE ve ark., 1976). Bu bulgu, bir stire sonra kistik fibroz
hastaligi tarusinda terde Na®* ve CI” éigimierinin kullanilmasina olanak sagiamigtir.



Kistik fibroz hastalifinda belirtiler tim dis salgi bezlerinde gérilGr. Normalde
mukus Ureten dis salgi bezleri ince ve akiskan mukus salgisi Uretirier. Oysa kistik
fibrozlu hastalarda Gretilen mukus salgisi ¢ok yoJun ve yapiskandir.
(CUNNINGHAM, 1991). Kistik fibroz kronik akciger hastaligi, pankreatik dig saigi
yetersizligi ve anormal yulksek ter elektrolit degerleri Ggllst ile karakterize edilir
(DEAN ve ark., 1993). Hastaiigin Klinik belirtileri;

a) Kronik akciéer hastaligi: Alt solunum yolundaki boru ve borucuklar yogun ve
yapiskan mukus tabakasi ile tikandigi icin, alveolllerdeki O; ve CO, gaz degisimi ile
mikroorganizma ve toz partikdllerinin alt solunum yolundan uzaklagtiriimasi
engellenir. Yogun mukus tabakasi sebebiyle akciderler sik olarak Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas aeruginosa bakterileri ile enfekte olur. Enfeksiyon
sebebiyle mukus Uretimi daha da artar. Mukus Gretimi arttikga bakteri enfeksiyonu
devam eder. Bu déngli sebebiyle akcigerlerdeki hasar devamii olarak artar. Kronik
akciger hastaligi kistik fibrozlu olgularin hepsinde gortitr (CUNNINGHAM, 1991).

b) Pankreatik dis salgi yetersizligi: Kistik fibroz hastalarinin %85'inde pankreas
enzim salgisi normalin %1’'inden azdir (pankreas yetersizligi). Hastalarin %15'inde
ise pankreas yetersizligi goriimez (COLLINS, 1992). Pankreas yetersizligi olan
Kistik fibrozlu hastalarda pankreas dig salgi bezleri yogun ve yapiskan mukus saigisi
Gretidler. Bu mukus pankreas kanaiini tikar ve pankreas sindirim enzimieri
barsaklara ulagamaz. Sindirim enzimlerinin olmamasi sebebiyle barsaktaki besinler
¢ok zayif olarak sindirilir. Sonug olarak yiyeceklerdeki protein ve yaglar emilemez.
Bdylece viicutta protein ve yag eksikligi ortaya gikar (CUNNINGHAM, 1991).

c) Anormal ylksek ter elektrolit degerleri: Kistik fibrozda ter bezieri de etkiienir.
Salgilanan ter miktan normaidir. Fakat, ter elektrolit dederleri (Na* ve CI) normalin
yaklagik iki ile bes kati kadardir (ROSENSTEIN, 1987). Sekil 1'de cesitli sayida
kistik fibrozlu olmayan gocuk, normal yetigkin, akciger hastali§i olan yetigkin ve kistik
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fibrozlu ¢ocukta terdeki CI° konsantrasyonu dagiimi  verilmektedir (DI

SANT'AGNESE ve ark.. 1984).

a)
= b)
c)
d)
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Sekil 1. Terdeki CI" konsantrasyonunun dagiimi: a) 1094 kistik fibrozlu
olmayan cocuk; b) 355 normal yetigkin; c) 187 akciger hastaligi olan yetigkin; d) 213
kistik fibroziu gocuk.

d) Kistik fibroziu kisilerin yakiagik %2-5'inde karaciger rahatsizig
gorilmektedir (SANTIS ve ark., 1990).

e) Kistik fibrozlu erkekler uretkeniik bakimindan sterildir. Digiler ise Gretken
olabilir (COHEN ve ark., 1980). Normalde testislerde aretilen sperm vas deferens
tibinden prostat bezine geger. Kistik fibrozlu erkeklerde vas deferens ya yogun



mukus ile tikanmistir, ya da anormal olarak geligmigtir. Kistik fibroziu digilerin vajinal
ve servikal mukuslari yogun ve yapiskan olabilir. Bu sebeple hamile kalma sansiari
normal kisilere gére daha dastktar (CUNNINGHAM, 1991).

Kistik fibroz ile ilgili hastalik belirtileri, ciddiyet dereceleri ve hastaiigin tani
zamani kisiden kisiye gére degisir. Kistik fibrozlu hastalarin gogunda tani yaklasik ilk
(¢ yas icinde konulur (CUNNINGHAM, 1991). Kistik fibroz olgularinin %5-10'u
meconium ileus ile dogmaktadir (COLLINS, 1992). Barsak tikanmasinin bir tirt olan
meconium ileuslu dodan bebeklerde tani dogumdan birka¢ saat sonra
verilebilmektedir. Bazi kistik fibroziu hastalarda ise tani gocukluk veya ilk genglik
yillarinda konulmaktadir.

Kistik fibrozda temel ariza epitel hicrelerin apikal zarlarinda CI iyonunun
karsilikli taginmasindaki azalma ile ilgkilidir (WELSH, 1990). Bu anormallik ter
kanallarinda emilim ile alt solunum yolu ve pankreatik kanallarda salg: islemlerini
etkiler.

Kistik fibroz hastalarinda, ter bezlerinin B-adrenerjik ajanlara cevap
vermemesi, sorunun hiicre zarindaki cAMP ile diizenlenen CI” kanaliarinin islevlerini
yetersiz gbérmesi sebebiyle olduguna igaret etmektedir (QUINTON, 1990). Bu
buluglara ragmen, kistik fibrozdan sorumiu genin kionlanip dizi analizinin yapildigi
1989 yilina kadar kusurlu protein bilinmiyordu (ROMMENS ve ark., 1989; RIORDAN
ve ark., 1989; KEREM ve ark., 1989).

Kistik fibroz icin 6zel bir tedavinin var olmamasi sebebi ile bu &ldGricu
hastaligin dogum 6éncesi tanisi cok énemlidir. 1986'da kistik fibroziu dogum yapma
riski 1:4 olan 200 hamile kadinda dogum &6ncesi caligmalar yapilmigtir (BOUE ve
ark., 1986). Bu yontem, hamileligin ikinci G¢ aylik doneminde amniyotik sivida y-
glutamil transpeptidaz, aminopeptidaz M ve alkalen fosfatazin total enzim ve
izoenzimlerinin Olglimesini kapsamaktadir. DNA'ya bagh tant yoéntemlerinin



‘gelistiriimesi, daha kesin bir dogrulukla dogum &ncesi tani ve tasiyicilik tespitinin
yapilimasini mamkan kilmigtir (BARANOV ve ark., 1992).

Bugin, molekuier temele dayali kistik fibroz tedavilerinin geligtiriimesi iie ilgili
bazi galigmalar vardir. Gen tedavisi, eksik proteinin yerine yenisinin yerlegtiriimesi
ve ilag tedavisi olmak Gzere bu galigmaiar G¢ kategoriye ayriimaktadir (ROSENFELD
ve ark., 1992). Son 10 yili askin stredir devam eden tedavideki gelismelere ragmen
kistik fibrozlu Kisilerin yagama gans| 30 yasindan daha azdir (COLLINS, 1992).

Kistik fibrozdan sorumiu olan gen 1989 yilinda Lap Chee Tsui ve arkadaslari
tarafindan klonlanmistir (ROMMENS ve ark., 1989; RIORDAN ve ark., 1989; KEREM
ve ark., 1989). Bu gen, 7. kromozomun uzun kolunun q31-q32 bélgesinde lokalize
olmustur. 250 kilobaz uzuniugunda olan gen 27 ekson igerir ve 6.5 kilobaziik
mRNA'y1 sifreler (ZIELENSKI ve ark.,, 1991). Genin &' ucundaki promotér bélgesi
GC (guanin-sitozin) nikleotidleri agisindan yiksek bir zenginlik gésterir.  TATA
kutusu veya CAAT kutusu yoktur (CHOU ve ark., 1991). Basglama kodonu 1.
eksonun +72 pozisyonunda bulunmustur. En kigtk ekson, 38 baz gifit uzuniugndaki
14b eksonudur. En buytk ekson ise 724 baz cifti uzunlugundaki 13. eksondur.
Intronlarin uzunlugu da gesitlidir. Ugtncl intron 40 kilobaz ve 6a intronu 1.1 kilobaz
uzunlugundadir (ZIELENSKI ve ark., 1991). Sekil 2'de kistik fibroz geninin sematik
cizimi gosterilmektedir (ZIELENSKI ve ark., 1991).

Kistik fibroz geninin Grind olan protein 1480 amino asit icerir ve bu genin 6.5
kilobaziik mRNA’si tarafindan kodianir (RIORDAN ve ark., 1989; ROMMENS ve ark.,
1989). Bu protein, kistik ficroz hicre zarindan gegisi dizenleyen protein [cystic
fibrosis transmembrane conductance regulatory (CFTR) protein] olarak
adlandinimaktadir (RIORDAN ve ark., 1989). Bu protein cAMP ve protein kinaz A'ya
bagimii olarak c¢aligan bir CI” kanali gérevi yapmakta olan plazma zan proteinidir
(KOCH ve ark., 1993). Bu proteinin amino asitleri iki benzer motifte organize
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olmustur. Her bir motif alti adet hidrofobik transmembran segment v'e bir adet
nikleotid baglanma béigesi; NBB (nucleotide binding fold; NBF) icermektedir. ki
motif birbirinden duzenleyici béige (regulatory domain, R domain) ile ayrilmaktadir.
Bu bélge serin amino asidi agisindan zengin, hidrofilik bir bélgedir ve protein kinaz A
tarafindan fosforlanir (HYDE ve ark., 1990; RIORDAN ve ark., 1993). llk NBB 9, 10,
11 ve 12. eksonlarin nikleotid dizisi ile, ikinci NBB 20, 21 ve 22. eksonlarin
nukleotid dizisi ile kodlanir (ZIELENSKI ve ark., 1991). Sekil 3'te kistik fibroz htcre
zarindan gegisi duzenleyen proteinin modeli verilmektedir (RIORDAN, 1993).

Transmembian
bélge

dig

—— —

Transmembran

o

{ Cdzenleyici

Nukleotid bagidnma
béiges:

t

Mukleotid baglanma® bdige

bolgesi

Sekil 3. Kistik fibroz hicre zarindan gegisi dizenleyen (CFTR) protein
modeli.

Kistik fibroz geninin 10. eksonunda 1652 ve 1655 nikleotidleri arasinda (g baz

Giftiik (-CTT) delesyondan kaynaklanan ve polipeptidin 508. pozisyonunda yer alan



fenilalanin eksikligi ile sonuglanan AF508 mutasyonu diinya ¢apinda kistik fibroz
mutasyoniarinin yakiasik %70'ini olusturur (KEREM ve ark., 1989; LEMNA ve ark.,
1990). Bu mutasyonun farkli cografik bolgelerde dagilimi %30 ile %88 arasinda
degismektedir (CF GENETIC ANALYSIS CONSORTIUM, 1990). Avrupa'da bu
mutasyonun goértime sikhigi gineydogudan kuzeybatiya do§ru bir artis gdsterir
(EUROPEAN WORKING GROUP ON CF GENETICS, 1990). $ekil 4'te normai alel
ve AF508 alelinde nukleotid dizisi (KEREM ve ark., 1990) verilmektedir.

508. amine asid
(fenitalanin)
Normal ACCATTAAAGAAAATATCATCTTITGGTGTTTCC
AF508 ACCATTAAAGAAAATATCAT  TGGTGTTITCC
Sekil 4. Normal alel ve AF508 alelinde nikieotid dizisi.

AF508 icin homozigot olan bir kisinin tipik olarak klinik 6zellikleri pankreatik
yetersizlik, gocuklukta baslayan ve gittikge ilerleyen solunum ile ilgili problemier ile
hayatin 30'lu yillarinda meydana gelen 6lumdar. Hastaligi daha hafif olarak yasayan
kistik fibrozlu hastalarin ya ciddi bir mutasyonu iceren alel ile az siddetli mutasyonu
iceren aleli, ya da iki az siddetli mutasyonu igeren aleli tagidi§i géralar (KEREM ve
ark., 1989).

1677delTA, yine kistik fibroz geninin 10. eksonunda iki nlkleotidiik (-TA)
delesyondan kaynaklanan bir mutasyondur. Delesyonun bir sonucu olarak proteinin
okuma cergevesi kayar ve 515, pozisyonda bitig kodonu (TAG) meydana gelir
(IVASCHENKO ve ark., 1991). Bu mutasyonun dlnya gapinda gériime sikhi§i azdir.



Karadeniz béigesinde bulunan (ilkelerde (Gurcistan, Turkiye, Rusya, Buigaristan,
Yunanistan) géruime sikiigi ise ¢ok daha faziladir. 1677delTA mutasyonunun
Turkiye icin genel bir mutasyon oldugu bulunmugtur (ANGELICHEVA ve ark., 1994;
ONAY, 1994). 1677delTA mutasyonu icin homozigot olan kistik fibroziu hastalar,
yksek &lum sikhigi oraniyla iligkili ciddi bir fenotip gdsterir ve bu mutasyonun
meconium ileus riskinin artmasina sebep olma ihtimali vardir. Bebek &lamleri bu
mutasyonda sik gérilmektedir. Sad kalan 1677delTA homozigot hastalarda
pankreas yetersizligi ve akciger rahatsizli§i gérulmektedir (SANTIS ve ark., 1990).

Bu calismada AF508 ve 1677delTA mutasyonlar, Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PCR) kullaniidi§i heterodupieks olusum analizi teknigi ile
saptanmistir (ROMMENS ve ark., 1990). Polimeraz zincir reaksiyonu, nukleotid
dizisi bilinen bdlgenin, sentezlenmis bir ¢ift oligonikieotid (primer) kullanilarak ¢ok
sayida kopyasinin ¢ikartiimasi prensibine dayanir (SAIKI ve ark, 1988).
Tekrarlanan donguler halinde g farkli sicakiik derecesi uygulanir. Cift zincirli
DNA'nin denatirasyonunun saglanmasi igin 95°C, oligonikleotidierin DNA'ya
baglanmasi igin 55°C ve ortamda bulunan Taq DNA Polimeraz enziminin reaksiyonu
kataliz ederek hedef DNA bdlgelerini senteziemesi igin 72°C sicakhklan kullanilir
(GRAUL, 1989). PCR durunleri standart elektroforetik teknikierle kolaylikla
ayirtedilebilmekte ve ultraviyole (UV) 1sik aitinda gézlenebilmektedir.

Heterodupleks olugum analizi teknigi, AF508 ve 1677delTA mutasyonlan igin
heterozigot olan bireylerin kistik fibroz geninin 10. eksonunda bu mutasyoniarin da
bulundugu bdlgeyi iceren 98 baz ¢iftlik bir bélgenin PCR ile gogaltilan Grinlerinin, ~
normal bireylerin ayni bélge igin ¢ogaltilan trlnlerinden %12'lik poliakrilamid jel
elektroforezinde farkli bantiar gdstermesi esasina dayanir (ROMMENS ve ark.,
1990). Bu mutasyonlar icin homozigot olan hastalarin PCR GrUnleri ile normal
bireylerin PCR drunleri esit miktarda kanstiniir.  Bu karnigim kisa bir stre



denatlirasyon ve kisa bir slre renatlrasyona tabi tutularak heterodupleks olusum

analizi gergeklestirilir.
Bu galisma, Duzen Laboratuvarlar Grubu'nda kistik fibroz gtphesi ile ter testi
yaptiran ve test degeri 40 mEg/L ve Uzeri bulunan bebekler ve gocuklar ile onlarin

ailelerinde yapilmigtir.
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li. MATERYAL VE METOD

il. 1. Kistik Fibroz Tanisinda Terde Klior Tayini

Bu calismada, cesitli hastanelerden ter testi yaptinimasi amaci ile Duzen
Laboratuvarlar Grubu'na génderilen kistik fibroz siphesi olan bebekler ve gocukiara
ter testi yapildi. Duzen Laboratuvarlar Grubu'nda ter testi ‘The National Committe of
Clinical Laboratory Standards’ tarafindan standardize edilen, uygulanmasi kolay ve

rahat olan hatasiz, dogru ve guvenilir sonug veren bir metodia yapild:.

il. 1. 1. Terlemenin Uyanimasi

lyontoforez ile pilokorpin iyoniari lokal olarak ter bezierine transfer edilerek
optimum uyan sagladilar. lyontoforezi saglayan lastik bandaj sistemi gocudun én
kolunun i¢ yGzine sarnidi ve iyontoforez baslatildi. 1.5 mA akim 25 saniye araliklaria
5 dakika sure ile otomatik olarak verildi. Uygulama yerinde 2.5 cm caph
pembelegsme olugmasi iyontoforezin basarili oldugunu gésterdi. Bu pembelik 2-3

saat icinde kayboldu.
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fi. 1. 2. Ter Numunesinin Toplanmasi

Bir kez kullanilip atilabilir plastik bir alet olan macroduct ter toplama sistemi
lastik bandaj ile pilokarpin iyontoforezi ile terlemenin saglandi§i béigeye tatbik edildi.
Olusan ter, ylzeyi ¢ok az miktarda suda eriyen mavi renkli bir boya ile kaplt spiral
tlp icerisinde ilerledikge, olusan mavi renk sayesinde toplanan terin miktari gézle
goraldr hale geldi. 50 ul ter toplanmast, analizin yapilabilmesi igin yeterli sayildi.

ll. 1. 3. Toplanan Ter Orneginin Analizi

Toplanan ter émegi spiral tup araciigi ile direkt olarak ter konduktivitesi
analizatoriine transfer edildi. Olgum hacmi 10 ul idi. Terin elektriksel konduktivitesi

6lellda ve netice mEq klortr/L olarak verildi.

Il. 2. EDTA’li Kan Materyali

Ter testi de§eri 40 mEqg/L ve (zeri ¢ikan bebekler ile cocuklardan ve aile
bireylerinden en az 5 ml'lik EDTA'll kan materyali toplandi.



il. 2. 1. EDTA’I Kan Materyalinin Sakianmasi

Herbir bireyden alinan EDTA’lI kan materyali, genomik DNA izolasyonu 2-3
gun iginde yapilacaksa 4°C'de saklandi. Genomik DNA izolasyonu daha geg bir
stre iginde yaptlacaksa kan materyalleri -20°C’'de sakland..

li. 2. 2. Genomik DNA jzolasyonu

En az 5 ml'lik kan materyalleri KEDTA igeren 6zel vakumiu tuplere alindi. 5
~ ml'lik kan materyalieri 15 ml soguk eritrosit pargalama tamponu (Tablo 1) ile 50 mi'lik
tpler icerisinde iyice karistirildi ve 15 dakika 4°C'de bekietildi. Bu stre iginde
eritrositierin zarlari pargalandi. Ornekler 4°C’'de 5000 devir/dakika’da 10 dakika
santriftj (HERAEUS, HFA 13,50 rotor) edildi. Santriftj sonrasi Gst sivi atildi ve
iginde I6kositleri iceren ¢okelti 5 mil eritrosit pargalama tamponu ile iyice
vortekslenerek (NUVE, NM110) yikandi. Bu iglem sonrasinda érekler 4°C'de 5000
devir/dakika'da 10 dakika santriflj edildi. SantrifGj sonrasi Gst sivi atildi ve i6kositleri
iceren ¢okelti 1.5 ml hiicre ¢ekirdegi pargalama tamponu (Tablo 1) eklenerek iyice
vortekslendi. Vorteks sonrasi tiplere 200 ul steril destile su, 15 pl proteinaz K (20
mg/ml), ve 25 pl %10 SDS (w/v) (Tablo 1) ilave edildi. Ornekier 56°C'lik ettivde
(NUVE) 3 saat veya 37°C’lik ettivde (NUVE) batiin bir gece bekletilerek inkibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi kanigima 2.5 mi steril destile su ve 2.5 mi doymus NaCl (5 M)
eklenerek iyice karistinildi. Tupler 25°C'de 10000 devir/dakikada 20 dakika santrifu;
edildi. Santriflj sonrasi her bir tpteki Gst sivi yeni 50 ml'lik tuplere aktariidi.

13



Proteinleri igceren c¢okelti ise atildi.DNA'yi iceren Gst siviya iki hacim absolG etanol
ekienerek DNA'nin iplikgik halinde cékmesi sagdlandi. Coken DNA mikropipet ucu ile
steril 1.5 ml'lik tGplere transfer edildi. Her bireyin DNA'si tUplere transfer edilirken
pipet uglan degistirildi. Tuplerdeki alkolin ugmasi beklendikten sonra, DNA'lar 300

pl Tris-EDTA tamponunda (Tablo 1) ¢ézdtralda.

Tablo 1. Genomik DNA izolasyonunda kullaniian tamponlar.
Isim icerik Final Konsantrasyon

Eritrosit Pargalama NH,CI 155 mM
Tamponu KHCO; 10 mM
Na,EDTA 0.1 mM

Hiicre Cekirdegi Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
Parcalama Na,EDTA 2mM
Tamponu NaCl 400 mM

%10 SDS Sodyum Dodesil Suifat %0.14
Tris-EDTA Tris-HCI (pH 8.0) 10 mM
Tamponu NaEDTA 0.1 mM
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il. 3. lzole Edilen DNA’nin Kantitatif ve Kalitatif Miktar Tayini

izole edilen genomik DNA miktar tayinini kantitatif olarak spektrofotometrik

6lctmlerle ve kalitatif olarak mini jel metodu ile yapiidi.

Il. 3. 1. Spektrofotometrik Sigtim

Tris-EDTA  tamponu ile yapilan 1/150lik  sulandirmalarin  UV-
spektrofotometresinde (PHARMACIA, ULTRASPEC Ill) 260 nm daiga boyundaki
absorbsiyon degerlerine bakilarak ¢ift zincirli DNA molekuliniin konsantrasyonu
asagidaki formal (MANIATIS ve ark., 1982) kullanilarak hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu = ODzg x 50 x Sulandinm Orani

DNA molekuluntn saflidi, 260 nm dalga boyunda okunan absorbans de@erinin
280 nm dalga boyunda okunan absorbans de@erine oranindan (ODzs/ODze0)
hesaplandi (SAMBROOK ve ark., 1989).
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il. 3. 2. Mini Jel Metodu

DNA'nin kalitatif miktar tayini %1'lik agaroz (w/v) jelde yapildi. 1 gr agaroz
tartiip 100 mi 0.5 X TBE tamponunda (Tablo 2) isiticili magnetik karnistiricida
(IKAMAG, PCT) kaynatilarak iyice eritildi. Tampon sicaklidinin yaklagik 50-55°C'ye
kadar sogumasi beklendi ve DNA'nin UV 15181 altinda géralebilmesi i¢in 5 ul etidyum
bromid (10 mg/ml) eklenerek elektroforez kasedine dékaldi. 20-30 dakika sonra
donan jel, iginde 0.5 X TBE bulunan elektroforez tankina (GIBCO BRL, HORIZON
58) alindi. DNA'larin kuyulara ¢ékmesini saglamak icin her DNA émeginin 1 pl'si 9
ul 1 X elektroforez yUkleme tamponu (Tablo 2) ile karistirilarak 10 i olacak gekilde
jel kuyularina ytkleme yapildi. Jel 150 V'ta 15 dakika kosturuldu. UV isik aitinda
(FOTODYNE, FOTO/PREP) DNA miktari goézlendi ve kontrol DNA 6mé§i ile
karsilagtirilarak kalitatif olarak DNA miktari belirlendi.

Tablo 2. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponiar.
isim Icerik Final Konsantrasyon
Trizma baz 445 mM
TBE Tamponu (5 X) Borik asit 445 mM
Na;EDTA (pH 8.0) 10 mM
Elektroforez Yiikieme Bromofenol mavisi 2.5 mg/mi
" Tamponu (10 X) %10 SDS %1
Giiserol %87
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il. 4. PCR Teknigi Kullaniiarak Heterodupieks Olugum Analizi

20 Turk kistik fibroz (KF) ailesinden birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan 36 KF
kromozomuna polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tekni@i kullanilarak heterodupleks

olusum analizi yapildi.

il. 4. 1. Primerler

Calisma sirasinda BIOMETRA (Germany)da sentezienen heterodupleks
amplifikasyon primerleri (Tabio 3) kullanildi. Bu kullanilan primerierin stok

konsantrasyonu 100 pmol/ul idi.

Tabio 3. Heterodupleks amplifikasyon primerieri.
Isim Dizi (5".cceeenee 3’)
Primer 57 5-GTT GGC ATGCTT TGATGACGC TTC -3

Primer 58 5-GTTTTC CTG GAT TAT GCC TGG GCA C -3

Sekil 5'te kistik fibroz geninin 10. eksonunda bulunan, primer 58 ve primer
57'nin sinirladidi, AF508 ve 1677delTA mutasyonlarini iceren 98 baz ciftlik béige

gbsterilmektedir.
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10. ekson
ACTTCACTTCTAATGATGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAA
AATTAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTITITTCCTGGATTAG

Primer 58
CCTGGGCACATTAAAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATA

TAGATACAGAAGCGTCATCAAAGCATGCCAACTAGAAGAG
. Primer 57

Sekil 5. Primer 58 ve primer 57’nin sinirladidi, KF geninin 10. eksonunda
bulunan Ug¢ baz ciftlik delesyondan meydana gelen AF508 ve iki baz giftlik
delesyondan meydana gelen 1677delTA mutasyonlarinin bulundugu béige olan 98
baz ¢iftlik fragment.

iil. 4. 2. Enzim

Yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarinda, termofilik bakteri olan Thermus
aquaticus’'tan izole edilen yaklasik 75°C sicakiik ve pH 9.0'da en yiksek aktiviteyi
gosteren Taq DNA polimeraz enzimi (Bodazigi Universitesi Kimya Muhendisligi
Boluma, Biyoteknoloji Laboratuvarinda Gretilen enzim) kullanildi.
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il. 4. 3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo 3'de gosterilen primer cifti kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonlari agagida belirtilen bilesenlerin sirasiyla 0.2 ml'lik tiplere eklenmesi ve
tiplerin PERKIN-ELMER 9600 THERMAL CYCLER cihazina yerlesgtiriimesiyle

gerceklestirildi.

Sirasivia tiplere ekienen bilesenler:

e 18.3ul steril bidestile su

2.5 ul Taq Polimeraz inktibasyon tamponu, 10 X. [500 mM KCI, 100 mM
Tris-HCI (pH9.0, 25°C’de), %1 Triton X-100]. Final konsantrasyonu 1X
1.5 pl 25 mM MgCl,. Final konsantrasyonu 1.5 mM.

0.2 ul ANTP karigimi (25 mM dATP, 25 mM dTTP, 25 mM dGTP, 25 mM
dCTP). Final konsantrasyonu 200 mM.
e 0.1 pl primer 57 (25 pmol/ l).

o

¢ 0.1 ul primer 58 (25 pmol/ ul 1).
o 0.3 ul Taq Polimeraz enzimi (5 U/ pl).
e 2 pl genomik DNA (50 ng).

Her polimeraz zincir reaksiyonunda AF508 ve 1677delTA mutasyonian icin
heterozigot oldukian bilinen DNA &6rneklieri ile bu mutasyonlar igin normal oldukiari
bilinen DNA érnekleri kontrol olarak kullanildi. Son 0.2 mi'lik tipe DNA disinda tim
bilegenler eklendi. Bdylece polimeraz zincir reaksiyonunda kontaminasyon olup

olmadig: tespit edildi.
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Polimeraz zincir reaksiyonu PERKIN-ELMER 9600 THERMAL CYCLER
cihazinda belirtilen programda (Tablo 4) gergeklestirildi. Kontrol DNA dmekleri,
Bogazigi Universitesi Molekiler Biyoloji ve Genetik Bslumi'nde doktora 8grencisi

olan Tuncer Onay'dan temin edildi.

Tabio 4. Heterodupleks olugum analizi i¢in kullanilan PCR programi.
Meth# 102
Prog # Is1 (°C) Zaman
1 94 4
6 (30 déngu) 94 15"
60 1’
7 60 5
15 surekli

Polimeraz zincir reaksiyonu Granleri, analizleri yapilana kadar -20°C'de

saklandi.

il. 4. 4. Agaroz Jei Elektroforezi

Polimeraz zincir reaksiyonu Grtnleri, %2'lik agaroz jel kullanilarak analiz ediidi.
2 gr agaroz tartiip, 100 ml 0.5 X TBE tamponu (Tablo 2) iginde isiticii magnetik



kanigtiricida kaynatilarak iyice eritildi. Tamponun sicakliginin yaklagik 50-55°C'ye
dasmesi beklendi. DNA'nin UV isik altinda gézlenebilmesi igin 5 pul etidyum bromid
(10 mg/ml) ekienerek elekiroforez kasedine doklidi. Yaklagsik 30 dakika sonra
donan jel, icinde 0.5 X TBE tamponu bulunan elektroforez tankina alindi (GIBCO
BRL, HORIZON 58). Final hacimde 1 X olacak sekiide elektroforez yldkleme
tamponu (Tablo 2) eklenen 5 il polimeraz zincir reaksiyonu Grunleri jele uygulandi.
Ayni anda jele 1 ul markerVIll (Boehringer Mannheim, 250 mg/mi) (Tablo 5) yukiendi

ve Urunlerin 98 baz ¢ifti uzunlugunda olup olmadigi kontrol edildi.

Tablo 5. Marker VIIl.(%2'lik agaroz jelde gériien bant uzuniukiart).

1114
900
692
5017 |
Tek bir bant géraitr

489 |
404
320
242
190
147
124
110
67
37
34 (2X)
26
19

Tek bir bant gértlar




Elektroforez 150 V'ta 25 dakika yapidi. UV isik altinda (FOTODYNE,
FOTO/PREP) gézlenen polimeraz zincir reaksiyonu sonucu meydana gelen bantlar
fotograflandi. Resimler FOTODYNE CAMERA ile 667 poiaroid filmi Gzerinde gekildi.

DNA icermeyen polimeraz zincir reaksiyonu trtintinde bant varligi gérilmedigi
igin reaksiyonda kontaminasyon olmadigi tespit edildi.

li. 5. Heterodupleks Olusum Analizi

Polimeraz zincir reaksiyon Grtnlerinin heterodupleks olusum analizleri %12'lik
poliakrilamid jel elektroforezinde (%12 PAGE) (Tablo 6) degerlendiriidi.

Tablo 6. %12'iik PAGE hazirlanmasi.

igerik Miktar
%30 Stok Akrilamid
(%28.5 Akrilamid, %1.5 bis-akrilamid) 4mi
5 X TBE Tamponu 2ml
Destile su 3.75 mi
%10 Amdnyum Persdifat 0.25 ml
TEMED 6 ul

1S
(S8



Final hacimde 1 X olacak sekilde elektroforez yiikileme tamponu eklenen Kistik
fibrozlu c¢ocuklarin anne ve babalarinin DNA'larina ait 10 ul polimeraz zincir
reaksiyonu urtnleri %12'lik PAGE'e yukiendi ve 1 X TBE tamponunda 150 V'ta 100
dakika yuratulda. 100 dakika sonra elektroforez durduruldu ve jel UGzerindeki
bantlarin UV isik altinda gozienebilmesi igin poliakrilamid jeli 100 mi 1 X TBE
tamponunda 10 pl etidyum bromid (10 mg/ml) igeren bir kapta 20 dakika bekletildi.
UV isik altinda gézlenen bantlar fotograflandi. Resimler FOTODYNE CAMERA ile
667 polaroid filmi Gzerine ¢ekildi. AF508 veya 1677delTA mutasyonu igin homozigot
olan kistik fibroziu gocuklarin mutasyonlarinin %12'lik PAGE'de tespit edilmesi igin
heterodupleks olusum analizi yapildi. Hasta ve normal kigilerin polimeraz zincir
reaksiyonu Grtnleri toplam 10 pl olacak gekilde esit miktarda karigtiniidi (5 pi hasta
kiginin PCR Grtnd + 5 pl normal kiginin PCR Urind). Bu karigima ait Grlnler
denatiirasyon igin 94°C'de 5 dakika ve renattirasyon (yeniden birlesme) igin 65°C’de
5 dakika inkUbe edildi. Nomal ve mutant aleller arasindaki eslesme sonucu olugan
heterodupleksier %12'lik PAGE ile analiz edildi.



fli. BULGULAR

ili. 1. Heterodupleks Olugum Analizi ile AF508 ve 1677deiTA
Mutasyonlarnnmn Tespiti

En az bir hasta gocugu oldugu bilinen ve Dizen Laboratuvarlar Grubu'na
cesitli illerden gelen 20 Turk kistik fibroz ailesi galisma kapsamina alindi. Bu
ailelerden 4'Unde anne ve baba arasinda akrabalik iligkisi vardi. Diger 16 ailede
ise anne ve baba arasinda akrabalik iligkisi bulunmuyordu. Aralarinda akrabalik
iliskisi bulunan ailelerin kistik fibroz kromozomu tek, aralarinda akrabalik iligkisi
bulunmayan ailelerin ise kistik fibroz kromozomu ¢ift olarak hesapliandi. Toplam 20
kistik fibroz ailesinde birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan 36 kistik fibroz kromozomu
calisma kapsamina alindi.. AF508 ve 1677deiTA mutasyoniarinin bulundugu 98 baz
¢ifti uzunlugundaki béige PCR ile ¢ogaltilarak heterodupleks olugum analizi ile
incelendi. Toplam 20 aileden aitisinda ebeveynlerden birisinin veya her ikisinin
AF508 ya da 1677delTA mutasyonunu tagidigi tespit edildi. Tablo 7'de bu
mutasyonian tagiyan ebeveynier ve akrabalik iligkileri verilmistir.

Sekil 6'da Normal/Normai; AF508 /Normal, AF508 / AF508;
1677delTA/Normal; 1677delTA/? ve AF508 /1677delTA genotiplerihe sahip olan ve
caligma kapsaminda yer alan ¢esitli aile bireylerinden izole edilen DNA'larin, kistik
fibroz geninin 10. eksonunda 98 baz ciftlik bélgeyi sinirlayan primer 58 ve primer 57
ile yapilan PCR c¢alismalan sonucunda, %2’iik agaroz jelde, UV 1sik altinda gbrilen
¢ogaltiimis bantlar verilmigti. DNA igermeyen PCR karigiminin bant vermemesi
PCR igleminde kontaminasyon olmadidini géstermektedir. %2'lik agaroz



jelde 98,96 ve 95 baz ¢ifti uzuniugundaki bantlart birbirinden ayirt etmek mumkan
degildir. Bu sebeple, aile bireylerine ait PCR Urlnleri heterodupleks olugum analizi
yapildiktan sonra %12'lik PAGE’e ylkiendi.

Tabilo 7. 20 Turk Kkistik fibroz ailesinden AF508 ya da 1677delTA
mutasyonunu tasiyan ebeveynler ve birbiri ile olan akrabalik iligkileri.

?: Bu galismada yer almayan kistik fibroz mutasyonu

Aile numarasi Akrabalik iligkisi Ebeveynin mutasyonu
KF1 var Anne : AF508

Baba : AF508
KF4 yok Anne : AF508

Baba : AF508
KF6 yok Anne : ?

Baba : 1677deiTA
KF11 yok Anne : 1677delTA

Baba ;. AF508
?(F18 yok Anne:?

Baba : AF508
KF18 yok Anne . AF508

Baba: ?
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~ Marker VIO

2 3 4 5 6 7 8

Sekil 6. Normal/Normal, AF508 /Normal. AF508 / AF508, 1677delTA/Normal;
1677delTA/T ve AF508 /4677delTA genotiplerine sahip bireylere ait DNA'lann primer
57 ve primer 58 ile gogaltimi sonucu elde edilen PCR urunlerini (2-7) ve DNA
icermeyen PCR karigimini {8) gbsteren %2'lik agaroz jeli.
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Sekil 7’de KF1 ailesine ait soyadaci ve heterodupleks olusum analizi ile
AF508 mutasyonunun varligi gésterilmistir. Birinci dereceden akraba olan anne ve
babanin AF508 mutasyonu tastyicisi ve hasta gocugun bu mutasyon igin homozigot
oldugu bulundu. Hasta gocugun PCR Grin( heterodupleks analizi yapilmadan
0/\{)12’lik PAGE’e yuklendigi zaman tek bant varigi géruldid. Tek bant gériimesinin
sebebi, %12'lik PAGE'de , 95 baz cifti uzunlugundaki bantin(hasta ¢ocugun PCR
arin0) 98 baz cifti uzunlugundaki banttan (normal kontrol DNA’sina ait PCR Grtini)
ayirt edilememesidir. Hasta gocugun PCR urtnu ile normal kontrol DNA'sinin PCR
arunG  esit voliumde karistirihp heterodupleks analizi gerceklestirilince %12'lik
PAGE'de 4 bant varligi goérildi (AF508 mutasyonu igin tagiyici olan bireylerde de
heterodupleks yapidan dolay! 4 bant varligl gortldu). Hastanin bir kiz ve bir erkek
kardeginin AF508 mutasyonunu tasidigi ve bir kizkardesinin bu mutasyonu
tasimadi§i belirlendi.

KF6 ailesi 2 gunlik kistik fibrozlu bir bebege sahipti. Daha énceden iki 6lu
bebekieri diinyaya gelmis olan anne ve baba arasinda akrabalik iligkisi yoktu. Hasta
bebek iki gin boyunca mekonyum yapamamisti ve emme problemi vardi. Terde
klorir testi 75 mEqg/L olarak bulundu. Aile igin yapilan heterodupleks olusum analizi
sonucu babanin 1677deiTA mutasyonunu tasidigi bulundu Hastanin annesi ise
1677delTA ve AF508 mutasyonlarini tagimiyordu. Hastanin babadan 1677delTA
mutasyonuna sahip aleli aldigi tespit ediidi. BuylUk bir olasilik ile anneden bu
calisma kapsami diginda yer aian kistik fibroz mutasyonununu (7) alan bebegin
heterodupleks olugum analizi sonucu 1677delTA mutasyonunu tasidigi goraida.
Sekil 8'de KF6 ailesinin heterodupieks olusum analizi veriimigtir.



(a)

Iv

—-Heterodupleksler

98 Baz ¢ifti

Sekil 7. a) KF1 ailesine it soy agaci. b) AF508 mutasyonunun
heterodupieks olusum analizi ile tespiti (PCR Urinleri %12'lik PAGE'de 150 V'ta 100
dakika analiz edildi). 1: Anne; 2: Baba; 3: Hasta (heterodupleks analizi yapilmamig
PCR drund);, 4: Normal/Normal kontrol DNA, 5: AF508 tasiyicisi kiz kardes; 6:
AF508 mutasyonu tagiyicisi erkek kardes; 7: AF508 tasiyicisi olmayan kiz kardes;
8: Hasta+Normal kontrol DNA
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-3-Heterodupleksler

] -
95. 98 Baz cifti

Heterodupleksler

=
98 96

Sekil 8. KF6 ailesinin heteroduplieks olugum analizi.
1:1677delTA/Normal kontrol DNA; 2: Baba; 3: Anne; 4. Hasta; 5. Normal/Normal
kontrol DNA ; 6: AF508 /Normal kontrol DNA

KF11 ailesinde, aralarinda akrabalik iligkisi oimayan anne ve babanin 6
yasinda kistik fibroziu ve 9 yaginda saglikh iki kiz gocugu vardi. Solunum ve sindirim
sistemlerinde rahatsizii§! olan hasta gocugun terde kiorir testi >100 mEqg/L olarak
belirlendi.  Aile i¢in yapilan heterodupleks olusum analizi sonucu annenin
1677delTA mutasyonunu ve babanin AF508 mutasyonunu tasidi§i buiundu.
Hastanin anne ve babadan mutasyon tagtyan aielleri aldi§i, saglikli kiz kardesin ise

bu mutasyonlan tagimadi§i tespit edildi. Sekil 9'da ailenin heterodupleks olusum
analizi verilmistir.
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Heterodupleksler —] —-Heteroduplekster

=
95 98 Baz cifti

Sekil 9. KF11 ailesinin heterodupleks olusum analizi. 41: AF508 /Normal
kontrol DNA.; 2: Anne; 3. Baba; 4: Saglikh kizkardes; 5: Hasta; 6: Normal/Normal
kontrol DNA; 7: 1677delTA/Normal kontrol DNA.

iil. 2. Turk Kistik Fibroz Ailelerinde AF508 ve 1677deiTA Mutasyonlarinin
Frekansi

Bu calisma kapsaminda yer alan 20 Turk kistik fibroz ailesinden, birbiri ile
akrabalik iligkisi olmayan 6 kistik fibroz kromozomunda AF508 mutasyonu tespit
edildi. AF508 mutasyonunun frekansinin %16.6 (6/36) oldugu tespit edildi. 20 Tark
kistik fibroz ailesinden, birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan 2 kistik
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fibroz kromozomunda 1677delTA mutasyonu tespit edildi. 1677delTA mutasyonunun
frekansinin %5.5 (2/36) oldugu tespit ediidi (Tablo 8).

Tablo 8. 20 Turk kistik fibroz ailesinin heterodupleks olugum analizi.

n: Bu calismada yer alan ve birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan kistik fibroz
kromozom sayisi.

Mutasyon 20 Tiirk kistik ﬁb}oz ailesi Metod
n=236
AF508 6/36 (%16.6) Heterodupleks olugum analizi
1677delTA 2/36 (%5.5) Heterodupleks olusum analizi
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V. TARTISMA VE SONUG

Kistik fibroz, dig salgi bezlerinde klor iyonu taginimini diizenleyen ‘kistik fibroz
zar gegisini duzenleyen (CFTR) protein’i kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu
olusmaktadir. Tum populasyonu kapsayan mutasyon frekansi hakkinda bilgi sahibi
olmak, hentz etkili bir tedavisi olmayan bu hastaligin énlenmesi agisindan blyuk bir
6nem tagimaktadir.

Turk popuiasyonunda ne yaygin kistik fibroz mutasyonlar, ne de genetik
bozuklugun frekans: net olarak bilinmemektedir. Bugtne kadar tlke ¢apinda, kistik
fibrozdan etkilenen ancak birkag ylz aile rapor edilmigtir. Bu ¢alismada, Turk kistik
fioroz ailelerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilarak
heterodupleks olusum analizi ile AF508 ve 1677delTA mutasyonlarinin tespiti
yapildi.  Heterodupieks olugum analizi AF508 ve 1677delTA mutasyonlarinin
tespitinde kolay ve basit bir metoddur (ROMMENS ve ark., 1990).

Kistik fibroz geninin 10. eksonunda, ¢ogaltilan 98 baz ciftlik bdlgede, AF508
veya 1677delTA mutasyonlari igin heterozigot clan bireylerin PCR Urtnlerine %12’'lik
PAGE'de bakilinca 4 bant varlig1 gértldt. Bu 4 bantin birbirine olan uzakhi§i AF508
ve 1677delTA mutasyonlarinda farkli oldugu igin bu iki mutasyon birbirinden
kolaylikla ayirt edildi. Cogaltilan 98 baz giftlik béigede 3 baz giftlik (AF508) veya 2
baz ¢iftlik (1677delTA) delesyonu homozigot olarak tastyan kistik fibrozlu bir kiginin
polimeraz zincir reaksiyonuna ait banti ile bu bdigede herhangi bir delesyon
tagimayan normal bir kisinin polimeraz zincir reaksiyonuna ait banti arasindaki 2 baz
ciftlik veya 3 baz giftlik fark %12’'lik PAGE'de net olarak belli olmamaktadir. Bunlarin
arasindaki farki ortaya koymak igin heterodupleks olugum analizi yapildi. Homozigot

bireye ait PCR Urint ile normal bireye ait PCR UrtinG esit hacimde kanistirildi. Bu



kangima ait Grinler kisa bir stre denatlrasyon ve kisa bir slre renatlirasyon
(yeniden birlesme) iglemine tabi tutularak heterodupleksler olusturuidu. Normal ve
mutant alellerin olugturdugu heterodupleksler %12'lik PAGE ile analiz edildi.

Tarkiye'de kistik fibroz geninde en sik rastlanan AF508 mutasyonu, CFTR
proteininin birinci nlkieotid baglanma bdigesinde (NBF1) 508. pozisyonda yer alan
fenilalanin amino asidinin delesyonuna yol acan, genin 10. eksonundaki 1652 ve
1655. nukleotidleri arasindaki 3 baz giftlik (-CTT) delesyondan kaynaklanmaktadir
(KEREM ve ark., 1989). Bu aragtirmada, 20 Turk kistik fibroz ailesinde birbiri ile
akrabalik iligkisi olmayan 36 kistik fibroz kromozomu Uzerindeki calismalar, bu
mutasyonun frekansinin %16.6 oldugunu gésterdi. Diger calismalarda Turk
populasyonunda AF508 mutasyonunun frekansi ortalama %30 (OZGUGC, 1994); %15
(ONAY, 1994); ve %15.5 (AKARSUBASI, 1995) olarak rapor edilmigtir. Frekans
ylzdelerindeki farkin sebebi ya boéigesel farkliliklar ya da calismalarda az sayida
hastanin taranmasindan kaynakianmis olabilir.

Rapor edilen birka¢ calisma farkli populasyonlarda AF508 mutasyonunun
dagiimindaki  6nemli  farki  gOstermektedir. Bu mutasyonun frekansi
Danimarka'lilarda %87 (SHCWARDS ve ark., 1990); Ingilizierde %75-80
(MCINTOSH ve ark.,, 1990, SANTIS ve ark., 1990; SCHWARZ ve ark., 1990;
WATSON ve ark., 1990); Kuzey Amerika'lilarda %75 (KEREM ve ark., 1989; LEMNA
ve ark., 1990); ispanyol'larda %50 (ESTIVILL ve ark., 1989); Italyan’larda %45-55
(CREMONESI ve ark., 1990; NOVELLI ve ark., 1990); Eskenazi Yahudi'lerinde %30
(LEMNA ve ark., 1990) ve Almanya'daki Turk'lerde %27 (HUNDERIESER ve ark.,
1990) olarak rapor edilmigtir  Bu g¢aligmadaki bulgu, AF508 mutasyonunun
frekansinin dagiiminin  kuzeybatidan glineydoguya dogru azaldi§) hipotezini
desteklemektedir. Bu mutasyon en ¢ok Danimarka’da ve en az Turkiye'de
gbrulmektedir.

33



1677delTA, Klinik olarak agir bir fenotip gdsteren, genin 10. eksonunda 1677.
pozisyonda 2 nukieotidlik (-TA) delesyondan kaynaklanan ve gergeve kaymasina
sebep olarak proteinin 515. pozisyonunda sonlanma kodonu (TAG) clusumuna yol
acan bir mutasyondur (IVASCHENKO ve ark., 1991). Bu mutasyon ilk olarak
Ivaschenko ve arkadaslari tarafindan birbiri ile akrabalik iligkisi olmayan 3 Gurcu
ailesinde bulunmustur.  Karadeniz bdlgesine 6zgli bu mutasyonun frekansi
Gurcistan Gzerinden Turkiye, Bulgaristan ve Kibris'a dogru yavasca azalmaktadir
(ANGELICHEVA ve ark., 1994)

Bu calismada 20 Turk kistik fibroz ailesinden birbiri ile akrabalik iligkisi
olmayan 36 kistik fibroz kromozomunda 1677deiTA mutasyonu frekansinin %5.5
oldugu bulundu. Tukiye ile ilgili daha nceki calismalarda kistik fibroz
kromozomiarinda 1677delTA mutasyonu frekanst %7.2 (ANGELICHEVA ve ark.,
1994); %5.5 (ONAY, 1994); ve %4.5 (AKARSUBASI, 1995) olarak rapor ediimistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma kapsaminda yer alan ve Turkiye'de en sik ratlanan
AF508 veya 1677delTA mutasyonlarina sahip Kkistik fibroz olgularinin aile
bireylerinde tasiyicihk tanisi ve gerektiginde dogum &ncesi tanisi verilmesi

mUmkindar.
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V. OZET

TURK KiSTIK FIBROZ AILELERINDE AF508 VE 1677deiTA
MUTASYONLARININ TARANMASI

Duzen Laboratuvarlar Grubu'na gelen 20 Turk kistik fibroz ailesinin birbiri ile
akrabalik iligkisi olmayan 36 kistik fiboroz kromozomu polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) teknigi kullanilarak heterodupleks olusum analizi ile incelendi. Hastaliga
neden olan mutasyonlarin, olgularin %16.6’sinda AF508 ve %5.5'inde 1677delTA
oldugu tespit edildi.

Bu galisma kapsaminda, heterodupleks olusum analizi ile gerektiginde 3 Turk
kistik fibroz ailesine %100 kesinlikle ve 3 Turk kistik fibroz ailesine %100 kesiniikle

fakat olgularin %50'sinde dogum éncesi tani verilebilecegi belirlendi.
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SUMMARY

THE SCREENING OF AF508 AND 1677delTA MUTATIONS IN TURKISH
CYSTIC FIBROSIS FAMILIES.

Heteroduplex Formation Analysis of 36 unrelated cystic fibrosis chromosomes
of 20 Turkish cystic fibrosis families who came to Dlzen Laboratories Group
revealed the presence of AF508 and 1677delTA mutations in 16.6 and 5.5 percent of
cases respectively by using Polymerase Chain Reaction (PCR) technique.

Our results indicated that in 3 CF families examined in this study upon
request, prenatal diagnosis can be offered with 100% accuracy. In other 3 families,
since only one CF allele was known prenatal diagnosis could only be offered in 50%

cases by exclusion analysis.
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