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GiRiS VE AMAC

Kistik Fibroz, primer olarak solunum yollarinin kronik obstriiksiyonu ve
sindirim bozuklugu ile karakterize, g¢ocuk ve geng erigkinlerin multisistem
kalitimsal bir hastalididir(73). Salg: yapan epitelin koyu kivaml salg: 6zelligine
atfen "Mukovizidozis" ve pankreatik kanallarin bu salgi ile ttkanmasini takiben
olusan kistik yapilara bagh olarak da "Pankreasin Fibrokistik Hastali§i" olarak
da isimlendirilmigtir(98,106).

Ayri bir hastalik tablosu olarak ilk detayl klinik tanimlamasinin 1938
yiinda yapilmis olmasi ve hemen bunu takiben otozomal resesif kalitim
ozelliginin gobsterilmis olmasina ragmen hastalijin etyopatogenezinin buyik
6lgtide aydinlatiimasi igin yaklagik yarim ylzyil gegmistir(80).

Molekiler genetik y®ntemlerinin tip alaninda yaygin bir sekilde
uygulamaya sokulmasi ile birgok hastaliin etyolojisi artik bir sir olmaktan
clkmigtir. Kistik Fibroz, Huntington Koresi, Duchenne tipi Kas Distrofisi,
Norofibromatozis ve Retinablastoma gibi uzun yillardir bilinen fakat
etyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamig hastaliklarda, genlerin klonlanmasi
ve mutasyonlarin tanimlanmasi, bu tir hastaliklarin daha iyi anlagiimasinda
yeni ufuklar agiimasina olanak saglamistir(27).

Kistik Fibroz'un beyaz irkda gériilen en sik tek gen hastalijli olmasi ve
erken dénemde fatal olarak seyretmesi hastalifa olan ilgiyi artirmigtir(52).
Yagam slresini sinirlayan en 6nemli etken akcier hastaliyi ve araya giren
enfeksiyonlardir. Son yillarda tedavideki gelismeler sonucu ortalama yagam

slresi 10 yildan , 30 yila kadar ytkselmistir(63,105,108).



Kistik Fibroz hastaliinda hasarli genin bulunmasi, bugiine kadar
bulunan diger genlerden ilging ve dnemli bir farklilik géstermektedir. Hem iyon
kanallarinin yapisi ve kontrold hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmamasi, hem
de klasik biyokimyasal yéntem ve gereglerle hasarli proteinin izole edilememesi,
arastirmacilarn alternatif bir yaklagima itmigtir. Pozisyonel klonlama adi verilen
bir metodla ilk kez, hasarli proteinden énce hasarl gen izole edilmis ve bu olay
molekiiler genetik acgisindan son yillarin en blylk zaferi olarak
degerlendirilmigtir (49,83,87,118).

Genin lokalizasyonunu takiben, drettii protein saptanmis ve bu
polipeptidin klorid iyonunun hiicre igine giris ve c¢ikisint kontrol eden bir
membran proteini oldugu gbsterilerek CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) adi verilmistir(83). Gen (zerinde yapilan g¢aligmalar
sonucu, genin 27 eksondan olustudu ve en sik gdézlenen mutasyona ise,
polipeptidin 508. pozisyonundaki fenilalanin aminoasidini kodlayan 3 baz ciftlik
delesyonun sebep olduju bulunmustur. Bu mutasyon AF508 olarak
isimlendirilmigtir(49,83,87).

1993 yilinda toplanan Kistik Fibroz Genetik Analiz Konsorsiyumu bugtine
kadar gen Uzerinde 384 mutasyon saptandiini belirlemigtir(19). Bu
mutasyonlarin biiyk bir kismi sadece izole ailelerde gdsteriimis olmasina
kargin, AF508 mutasyonunun sikli§i ortalama olarak %67 gibi gok yOksek bir
oranda saptanmigtir(109).

Turkiye'de de, tim Avrupa'da oldugu gibi, ézellikle en sik gozlenen
AF508 mutasyonunun sikhg Uzerine g¢aligmalar baglatilmigtir. Cukurova
Bélgesi'nin ylzyillar boyunca gesitli devletlerin hiikim strdugd bir bélge olmasi,

gb¢ ve istilalara maruz kalmasi sonucu, farkli etnik gruplan blnyesinde



barindiran heterojen bir toplum yapist olugsmustur. Bu heterojenite ise, farkh
kalitsal hastaliklann incelenmesine olanak tamimaktadir. Biz de bu galisma ile
ilk asamada AF508 mutasyonunun yéremizdeki sikligini saptamak ve hastaligin
genetik dlizeyde ifade edilmesi ile taniya yardimci olmayi daha sonra da
tasiyicilarin tesbit edilmesi, dogum &ncesi tani ve genetik danigmanlik gibi ileri

asamalar hedefledik.



GENEL BILGILER

1.Tarihge

'Das kind sterbt bald wieder, dessen Stirne beim Kussen salzig schmeckt
- Alni 6plldigunde agiza tuz tadi gelen gocuk bir siire sonra 6lecektir'. Roland
Busch, ¢ok eski yillardan beri séylenen bir Alman ¢ocuk sarkisinda gegen bu
misraya dikkat ¢ekmistir. Benzer ifadelere Fransiz, Alman ve Danimarka
folklorik sarki ve siirlerinde de rastiamak muimkinddr. Bu tir gocuklarin lanetli
oldugu ve vaftiz edilmemeleri gerektigini belirtir cimlelerle de kargilagiimigtir.
Buglinki bilgilerimizle dederlendirdigimizde, bu tur iki veya daha fazla gocuga
sahip ailelerde, bahsedilen gocuklarin Kistik Fibroz olduklarini diginmek
kehanet sayiimamalidir (98).

Kan gruplanni bulan Landsteiner, 1905 yilinda ilk kez mekonyum
ileusunu tanimlamisg ancak bunun Kistik Fibroz ile iligkisini bilememistir. 1910
yilinda, Archibald Garrod, bir Ingiliz ailesinde, steatoresi olup
bronkopnémoniden 6len bir grup gocuk tanimlamig ve 'dojumsal metabolizma
bozuklugu' tanimini yapmugtir. Ayrica muhtemel bir otozomal resesif gecis
saptamasinda bulunmustur(98).

1936 yilinda, Fanconi, Isvigre'de yayinladigi bir makalesinde, bilinen
klasik Colyak hastaligindan degisik ozellikler gdsteren ve pankreatik
degisikliklerle seyreden farkl bir Célyak Sendromu tanimlamigtir. Bundan iki yil
sonra, 1938'de, Dorothy Anderson, Kistik Fibroz hastaliini son derece dogru
ve detayli bir sekilde tartismig ve hastaifin mekonyum ileusu ile iligkisini,

tedavi yaklasimlarini ve pankreatik enzim uygulamasini agiklamigtir.



Anderson'un tek yanilgisi, hastali@ vitamin A eksikligi ile ilgili bir bozukluk
zannetmesi olmustur(98). 1950 yilinda ise Farber, koyu kivamli salgilardan yola
¢ikarak ilk kez 'Mukovizidozis' tanimlamasin! kullanmigtir ve bu terim hala tip
dinyasinda hastalhidin diger bir ismi olarak gegmektedir.

Kistik Fibroz h_astallgmln anlagiimasinda en 6nemli yillardan birisi de
1951 yil olmustur. Bu tarihte New York'da korkung bir sicak dalgasi olmus ve
Dr. Paul Di Sant'Agnese, Kistik Fibrozlu g¢ocuklarin terlerinde sodyum ve klorid
fazialigini saptayip hastaligin tanisi igin 6nemini agiklamistir. Bu énemli kesif
Gibson ve Crook isimli iki arastiriclyt harekete gegirmis ve buglin hala Kistik
Fibroz tanisinda en 86nemli tani metodlarindan biri sayilan ter testi igin pilokarpin
iyontoforez ile ter toplama teknigini gelistirmiglerdir(15).

Quinton'un, klorid reabzorbsiyonundaki spesifik defekti géstermesi Kistik
Fibroz aragtirmalarinda ¢ok énemli bir basamagi olugturmaktadir(116). Frizel ve
Welsh'in hiicre kiiltiir galigmalari gok degerli in vitro modeller olusturmussa da,
laboratuvar hayvan modellerinin olugturulamamasi Kistik Fibroz ¢alismalarini
yavaslatmistir(116).

Kistik Fibroz hastalhi§inin genetik alandaki geligmeleri olduk¢a heyecan
vericidir. Kistik Fibroz'a neden olan defektif genin bulunmasi ile, hastaliga kesin
tani konmasi, temel hiicresel defektin aydinlatilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistiriimesinde 6nemli adimlar atilmigtir(46).

Kistik Fibroz'un otozomal resesif karakterli herediter bir hastalik oldugu
ilk kez 1952 yilinda Carter tarafindan belirtiimigtir. Yapilan uzun galigmalar
sonucunda, 1985'de, Lap-Chee Tsui, Kistik Fibroz'a neden olan defektif genin
7. kromozomda lokalize oldugunu géstermistir. Aynt ¢aligmaci, John Riordan ile

birlikte, 1989 yilinda, genin yapisini ve en sik gézlenen mutasyon tipi olan Ug



baz ¢iftlik delesyonu gdstermeyi bagsarmiglardir(49,83,87). Riordan genin
darettii polipeptide CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) ve en sik goézledikleri mutasyona ise AF508 adini vermigtir. Bu
sinonim, 1480 amino asitten olusan proteinin 508. pozisyonundaki fenilalanin
rezidindn delesyonuna atfen kullaniimigtir(49).

Bu tarihden itibaren gen (Uzerindeki c¢ahsmalar Ozellikle yeni
mutasyonlarin saptanmasi ve yeni tedavi yéntemleri gelistiriimesi Uzerine
yodunlasgtinimigtir. Bugine kadar 300'Gn (zerinde mutasyon tanimlanmistir.
Genin izolasyonu ve major mutasyonunun belirlenmesi Uzerine yaptiklari
calismalardan dolay! Tsui, Riordan ve Collins, 1989'da Kuzey Amerika Kistik

Fibroz Toplantisinda Paul Di Sant'‘Agnese 6ddliine layik gérilmuslerdir(98).

2. Kistik Fibrozun Klinik Tablosu

2.1.Genel Bulgular:

Yagamin ilk gilnlerinde ve erken g¢ocukluk ¢aginda, hastaliyin ortaya
cikig! Ug degisik sekilde veya bunlarin kombinasyonu geklinde olabilir. Birinci ve
en tipik olan, koyu kivamli ve tikag seklini almig mekonyuma bagh olarak
gelisen, kusma ve abdominal sigkinlik ile seyreden mekonyum ileus tablosudur.
Ikincisi, yeterli gida almasina kargin kilo alamama ve blylime geriligi
saptanmasidir. Yagh gaita; malabsorbsiyon ve pankreatik yetmezligin bir
gostergesi olarak degerlendirilmelidir. Ugtincli ortaya ¢ikig sekli ise, tekrarlayan
solunum yolu enfeksiyonlandir. Daha nadir gériinGmler arasinda rektal

prolapsus, neonatal sarilik ve hiponatremi tablosu sayilabilir(73,114).



2.2.Solunum Sistemi:

Pulmoner tutulumun en belirgin semptomu Oksuruktar. Oksurik
baglangigta kuru ve balgamsiz iken, daha sonralari yumugak ve balgamli bir
hal alir. Cikarlan mukus genellikle purulandir. Hastalar uzun sure
asemptomatik olabilecegi gibi, yagsamin ilk haftalarindan itibaren kronik éksurik
geligmesi ve sik pnémoni ataklar gegirmeleri de olasidir. Akciger hastalig
ilerledikge, wheezing, egzersize toleransin bozulmasi, nefes darl§i ve
buytimede yavaglama geligir. Son olarak da kor pulmonale, solunum yetmezligi
ve 6lum meydana gelir. Enfeksiyon etkenleri arasinda en sik rastlananiari
Stafilokokkus aereus ve Pseudomonas aeruginosa'dir. Pseudomonas
suglarindan P.cepacia, antibiyotik resistansindan dolayi ¢ok tehlikelidir(105).

Nazal obstriksiyon ve rinore siktir. Nazal poliplerin de sik¢a gelistigi

bildirilmistir(73).

2.3.Gastrointestinal Sistem:

Kistik Fibroz'un en belirgin gastrointestinal bulgusu pankreatik
yetmezlige bagli gelisen malabsorbsiyondur. Hastalarin ancak %15'inde higbir
pankreatik yetmeziik bulgusuna rastlanmazken, geri kalan %85'inde ise
ekzokrin pankreatik yetmezlige bagli sindirim bozuklugu gézlenir(15). Sik, bol
hacimli ve yagli digki olugur. Yagl ishale bagl olarak, yadda eriyen vitaminlerin
eksiklikleriyle ilintili bulgular ortaya g¢ikar. Vitamin K eksiklidine bagli geligsen
hipoprotrombinemi, kanama diyatezi ile sonuglanabilir. Vitamin A eksikligine
bagl gece koérltgu ve D vitamini eksikligine bagh olarak da kemik dansitesinde

azalma bildiriimigtir. Riketz ise nadirdir. Dier daha nadir gérulen intestinal



bozukluklar arasinda rektal prolapsus, volvulus ve distal intestinal tikanma

sendromu sayilabilir(114).

2.4.Karaciger:

Kistik Fibroz'da en sik goértlen karacifer bozuklugu yagh karaciger
tablosudur, fakat genellikle asemptomatiktir. Cok nadiren, erken gocukluk
déneminde masif hepatik steatoza neden olabilir. Intrahepatik safra
kanallarinin lipit ve safra pigmenti ile tikanmast sonucunda biliyer siroz gelisen
vakalar bildiritmigtir. Siroz geligimine bagh ikter, asit, ¢safagiyal varisler ve
kanamalar olugabilir. Safra yollarinda, anormal lipid kompozisyonu sonucunda

kolelitiyazis vakalari bildirilmigtir (88).

2.5.Endokrin Pankreas:

Kistik Fibrozlu hastalarin yagsam slresi uzadikga, diyabet ve
komplikasyonlari daha blyUk bir problem tegkil etmeye baglamistir. Yaklagik %
8-10 Kistik Fibroz'lu hastada Diabetes Mellitus gelistigi bildirilmistir. Buna bagli
olarak hiperglisemi, glukozlri ve politri olugur. Birgok vakada Diyabetik
ketoasidoz geligmez, ancak géz, bobrek ve diger vaskuler komplikasyonlar,
hipergliseminin baglangicindan sonra 10 yil veya daha fazla yasayan

hastalarda bildirilmistir(73,114).

2.6.Genitolriner Sistem:

Erkek hastalarin yaklagik %90 infertildir. Kadin hastalarda da fertilite

orani azalmigtir ancak ¢ocuk sahibi olabilen birgok kadin Kistik Fibroz hastasi



bildiriimigtir. Pulmoner hastali§i olmayan Kistik Fibroz'lu kadinlar gebeligi iyi

tolere etmektedirler(114).

2.7.Ter Bezleri:

Ter ile cok fazla tuz kaybi, gocuklarda, ézellikle gastroenterit ile birlikte
olduunda veya ¢ok sicak havalarda, tuz eksikligine neden olabilir. Bu
gocuklarda hipokloremik alkaloz geligebilir. Anneler, gocugun derisi Uzerinde
tuz pudralarinin olustugundan bahsederler(73).

Diger olusabilecek bozukluklar arasinda artropatiler, vaskdlitler ve

amiloidoz saylabilir(114).

3. Genetik Ozellikler

3.1. Genin izolasyonu ve yapisi:

Kistik Fibroz, tek gen mutasyonuna bagli gelisen otozomal resesif bir
hastaliktir(49,83,87). Hasta sgahislar, hasarli genin iki anormal kopyasini
tagirlar. Tagtyicilar ise bir normal bir de anormal gen versiyonu igerirler ve
asemptomatik olup herhangi bir hastalik igin artmig risk grubu olusturmaziar.
Ancak Kistik Fibroz tagiyicilarinin klor sekresyonu ile seyreden diyarelere kars!
direngli olduklari g6sterilmigtir(105). Kistik Fibroz fare modellerinde,
heterozigotlarin kolera toksinine direngli olduklari bildirilmigtir (30).

Hastaligin genetigi Uzerine yapilan galigmalar sonucunda, pozisyonel
klonlama teknigi ile Kistik Fibroz geni 7. kromozomun uzun kolunda band 31.1

bélgesinde izole edilmistir(Sekil 1)(23,50,83).
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Sekil 1. Kistik Fibroz lokusunun 7. Kromozomun uzun kolundaki

fiziksel yerlesimi.

Genin yapisi, genomik DNA dizi analizi ile, tim ekson ve intron gegis
alanlari da dahil olmak Gzere ¢aligiimig ve bu g¢alisma sonucunda uygun
oligonukleotid primerleri test edilmis ve belirlenmigtir(122).

Gen yaklagik 250 kilobaz (kb) uzunluundadir. 27 ekson ve bunlarin
aralarina yerlegmis ve kodlamaya katiimayan 26 introndan olusmustur. Haberci
ribontkleik asidin (MRNA) uzunlugu ise yaklagik 6.2 kb olup, 1480
aminoasitten olusan polipeptidi kodlamaktadir. Genin Uretti§i protein olan
CFTR, bir membran proteini olup klor transportundan sorumiudur (Sekil 2)

(39,486).
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—— 250kb ——p
| I 111 T T IL T T 1 GENOM

|
50 kb

TRANSKRIPSIYON

S5UT a—— 6.5kb ——— 3J'UT
SRR ] AAAAAA  MRNA

 I—
1kb

TRANSLASYON

NH, NN COOH  PROTEIN
CFTR

Sekil 2. Kistik fibroz geninin gematik gésterimi. Gen 250 kb uzunlugundadir.
Transkripsiyondan sonra olugan mRNA 6129 baz ¢ifti uzuniugunda olup, &' ve

3’ translasyona ugramayan bélgeler igerir (UT). Protein, posttransiasyonel

olarak 1480 aminoasitten olugmusgtur.

3.2. CFTR"in Yapis:

HlGcre membraninin gérevi i¢ ve dig ortamlar arasinda bir bariyer
olusturmaktir. Bu son derece 6zellegmis bir bariyer olup ortama ve gereksinime
gore gerekli maddelerin hucre igine alinmas! ve gerekmeyenlerin hlcre digina
atiimasina izin verici niteliktedir. Bu agidan bakildiginda epitel hicre
membranlari 6zel bir 6neme sahiptir; ¢guinkl dig dinya ile de iligki halindedir.
Membran yapisinda bu aligverigden sorumlu olan proteinler genel olarak

kanallar, iyon degistiriciler, kotransporterlar ve pompalar ‘olarak
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siniflandiniiabilir. CFTR polipeptidinin bir pompa mi yoksa kanal mi oldugu
sorusu, bu alanda calisanlarin karsisina ¢ikan énemli sorulardan birini
olusturmustur(39,80). CFTR'In yapisi incelendiginde, en karakteristik 6zelligi

birbiri ardina siralanan iki buytk motifden olugsmasidir (Sekil 3)(123).

N-linked
CHO

v PKC
A PKA
@® KRH
@ D.E

Sekil 3. CFTR'in yapisi. Silindirler membrana bagli pargalari, mavi renkli
kureler nikleotid baglayici pargalari ve ytikli aminoasitlerden olusan sari renkli
buyuk kire ise dizenleyici bélgeyi (R domain) géstermektedir. Aminoasitlerin
yukleri + veya - olarak isaretlenmistir. i¢ ve dis ylzeydeki net yUkler kareler
icinde belirtilmistir. Protein kinaz A veya C (PKA veya PKC) ile fosforilasyon
alanlari ve N-glikozilasyon (N-linked CHO) gésterilmistir.

( K=Lizin; R=Arginin; H=Histidin; D=Aspatik asit; E=Glutamik asit).
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Her bir motif, bir membrana gémulu parga ve bir de nlkleotid baglayici
pargadan olugmustur. Bu iki motifi birbirine baglayan bir difer bélime ise
dizenleyici bélge (Regulatuar Bolge- R domain) adi verilmistir. Cogunlugu
hidrofobik aminoasitlerden olugsan membrana gémuli parga, alti adet
transmembran segmentden (TM1-TM6) olusmaktadir(59). Proteinin 6zellikle
transmembran ve nukleotid baglayici pargalar, birgok transport proteini ile
ortak 6zellikler gosterdiginden dolayi, CFTR da bu grup proteinler ailesine danhil
edilmigtir. Bu aile iginde, multidrug resistans proteini, mayadaki o-faktor
feromon eksport sistemi, hemolizin B ve adenilil siklaz sayilabilir(59,82).
Transmembran ve nlkleotid badlayici pargalar ile bu proteinler arasinda
homoloji bulunmasina ragmen, CFTR'da bulunan duzenleyici parga, ailenin
diger Uyelerinde bulunmamaktadir(46). CFTR, &zellikle dlzenleyici bélgesinde
multipl fosforilasyon alanlari igerir. Bu da CFTR'In bir fosfoprotein oldugunu ve
cAMP bagimli protein kinaz igin substrat rold oynadi§ini gdstermektedir(46).
Protein in vivo olarak glikozillenmigtir ve SDS-poliakrilamid jelde molekuler
agirh@ 150 ile 180 kD arasinda saptanmigtir. Bu durum jel kosullarina ve
glikozilasyon durumuna baglt olarak degismektedir. Ancak CFTR'in fonksiyonu

icin glikozilasyona ihtiyaci olmadi§i gésterilmigtir(42).
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3.3. Mutasyonlar:
3.3.1. AF508 mutasyonu:

Kistik Fibroz geninde en sik rastlanan mutasyon, polipeptidin 508.
pozisyonundaki fenilalanin amino asidinin kodlanamamasina neden olan 3 baz

ciftlik bir delesyondur ($ekil 4)(87).

NORMAL CF
DNA 1 PROTEIN DNA [|PROTEIN
Y 507 AT 507
T—A || 1zoLosIN T-Ap=| zoLosIN
c-G 2
o
%
1 - 2 ||| 508 = X
-— Q e
T-A FENILALANIN =_A
G-¢ 509 ¢-C | so08
G-Cr™=|| GusIN G-C~ll GLsin
T~-A T-—A

Sekil 4. AF508 mutasyonu. $ematik olarak, 508. pozisyondaki

fenilalanin aminoasidinin kaybi ile sonuglanan 3 baz ¢iftlik delesyon

gosterilmigtir.

Kerem ve ark. Kanada'da yapti§i ilk orijinal galismada AF508 sikligini

%68 bulmugsa da, bunu takiben yapilan bir ¢aligmada Amerika'li beyaz irkda
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bu oran %75 olarak bulunmustur(106). 1990 yilinda toplanan ilk Kistik Fibroz
Genetik Analiz Toplantisinda bu mutasyonun dunyadaki beyaz irkdaki
prevalansi %70 olarak belirlenmigtir. Hastalarin yaklagik %50'si AF508 icin
homozigot, diger yarisi ise bilegik heterozigot (AF508/diger) olarak
saptanmigtir(93,101). Hem AF508 hem de diger mutasyonlarin sikhgi bolgelere
ve irklara gére de§ismektedir.Ornegin, Amerikali beyazlarda AF508 sikhigi %76
bulunmugken, yine Amerikall zenci populasyonda bu oran %37 olarak

saptanmistir(60). Ayrica, Kuzey Avrupa ulkelerinde, Glney ve Dogu Avrupa'ya

oranla daha yuksek oranda bulundugu bildirilmistir (Sekil 5)(586).

N AT
Q
45
o
o
ey
46
75
75 73
70 72
58 62 56 53
53¢ au 5 % 58
. 58 58 30
Sa N vl

Sekil 5. AF508 mutasyonunun Avrupa'daki siklig.

15



3.3.2.Diger mutasyonlar:

AF508 mutasyonundan bagka, 11/4/1993 tarihi itibariyle, bugtine kadar
384 mutasyon tanimlanmistir(19). Bu mutasyonlar; missense, nonsense,
frameshift ve splice site mutasyonlan seklindedir(21,34,89,94,117).

Missense mutasyonlar, bir baz degisimi sonucu olugan amino asit
substitusyonlaridir. Nonsense mutasyonlarda ise, baz degisimi sonucu bir stop
kodon olugur ve Uretilen polipeptid premattr kalir. Frameshift mutasyonlarinda
da bir veya daha fazla baz insersiyonu veya delesyonu oldugundan, mutasyon
sonrasindaki baz siralamasi ve dolayisiyla Uretilen polipeptid zincirindeki
amino asit dizilimi degigecektir. Frameshift mutasyoniarinda da prematur stop

kodonu olugabilmektedir(Sekil 6)(46).
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MUTASYONLAR

MISSENSE
DNA PROTEIN DNA PROTEIN
A-T A-T
C — G| || TREONIN C~G TREONIN
cC-G c-G
A-T A-T
G = C|* | ARGININ G —CH»1l ARGININ
A-T A-T
T-A T~A
C =G| sEriN A=T}e|| TiROZIN
C-G C -G
NONSENSE

DNA PROTEIN DNA PROTEIN
A-T A-T
C — G| TREONIN C - G}|| TREONIN
cC-G c -G
G — C|-+{| ARGININ G - clel| ARGiNIN
A-T A-T
T-A T-—-A
C — G| SERIN AT stop
A-T A-~T

FRAMESHIFT MUTASYONU
1BAZ C|FT | DELESYONU

DNA PROTEIN DNA PROTEIN
A-T C-G
C — G |-o|| TREONIN C — G| ArGiNIN
c-G A-T
A~T G ~C
G — C}-|| ARGININ A—Tlel cusin
AT T-A
T~A C~G
C — G| SERIN cC-G PROLIN
c-G A-T
A-T T-A
T — A | lzoLBsiN A~The STOP
A-T A~-T

Sekil 6. Missense, nonsense ve frameshift mutasyonlarinin gematik gésterimi.
ilk stGtunda normal, ikincide ise olusan mutasyon ve degisime ugrayan

aminoasitler gésterilmigtir.

17



Hem nonsense mutasyonlar, hem de frameshift mutasyonlar erken stop
kodonu olugturmak suretiyle unstabil ve prematir protein sentezine neden
olduklarindan, bu tur mutasyonlarin olduk¢a agir seyreden kistik fibroz
vakalarinda bulunmasi beklenirken, yapilan c¢alismalar bunun tam tersi
oldugunu gdstermektedir. Bu tlr mutasyonlar hafif seyreden olgularda
gosterilmistir(46). Bu bulgu, prematur proteinin bulunmasinin, hatta proteinin
hi¢ bulunmamasinin éldurtct olmadigini dastndirmektedir. Ayrica, proteinin
hic bulunmamasinin, yanls fonksiyon géren bir protein bulunmasina oranla
daha iyi oldugu sonucu da g¢ikmaktadir. Ancak nonsense mutasyonlarin
herzaman benign seyredeceginin bir kural olamayacad: Israilde yapilan bir
caligma sonucu ortaya gikmistir. Israil'deki Askenazi Yahudilerinde en sik
gorulen mutasyon, bir nonsense mutasyon olan W1282X mutasyonudur. Genin
20. eksonundaki 3978. bazinda G—A degdisimi sonucunda, proteinin 1282,
amino asidi olan triptofan (W) yerine prematir bir stop kodonu (X) gelmektedir
ve bu hastalarin son derece agir seyrettigi bildirilmigtir (94). Mutasyonlara
genel olarak bakildijinda %42'sinin missense, %21'inin nonsense, yaklasik
%10'unun splicing ve geri kalanlarinin da bir veya iki baz delesyonu veya
insersiyonu sonucu olusan frameshift mutasyonlarindan meydana geldigi

ortaya konmusgtur($ekil-7)(18).
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NI I I N
I I I I ”l " | l | I Varyasyon
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iimmUC J_100mm ]

Membrana bafjh bbige  ATP bagilayici Dlizenleylcl ~ Membrana bafjh bélge ATP bafjlayici
bdige boige bblge

Sekil 7. CFTR geni Uzerindeki mutasyonlarin dagilimi. Eksonlar, Ustte
numaralandiriimis kutular geklinde gésterilmigtir. Alt kisimdaki kutular, proteinin
fonksiyonel Unitelerini belitmektedir. Herbir vertikal ¢izgi mutasyonun yerini

isaret etmektedir. Benign aminoasit yer degigimleri, vasyasyon olarak ayri bir

grupta toplanmisgtir.

F508C (508. pozisyonda fenilalanin--sistein yer degisimi) ve 1506C (506.
pozisyonda izolésin--sistein yer deg_isimi) gibi benign seyirli mutasyonlar,
varyasyon olarak degerlendiriimiglerdir(51). Bugtne kadar bildirilen en buyuk
delesyon, duzenleyici béigeyi kodlayan 13. eksondaki 84 baz giftlik
delesyondur(18). Mutasyonlarin eksonlar Gzerindeki dagilimi incelendiginde,
yoguniugun daha ¢ok nukleotid baglayici bélgeleri kodlayan 9-12 ve 19-22

eksonlarda oldugu saptanmigtir. Ozellikle birinci nikleotid baglayici bélgeyi
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kodlayan 10. ve 11. eksonlar mutasyonlarin en sik gézlendigi alanlar

olusturmaktadir ( Sekil 8 )(18).

10 000

1000

|
) L, |

Ll LMJ__JI[ J“ | hh_. |

5' rl \Iﬂ ( 3
123 4 66ac6b7 89 10 1112 13 14a14b 16 16173 17b 18 19 20 2122 23 24

00 CC 3000 0 .3

Membrana bagh bdige  ATP bafjlayici Duzenleyicl Membrana badli bolge ATP bajlayici
bilge bolge béige

Kromozom Sayisi

Sekil 8. Kistik fibroz mutasyonlarinin sikli§l ve lokalizasyonu. Histogramda,

CFTR genindeki lokalizasyonlarina gére mutasyon sikliklari gésterilmigtir.

Bir gok mutasyonun, dinyada sadece tek bir ailede gtsterilebilmig
sporadik vakalar  olmasi tarama calismalarini son derece
zorlagtirmaktadir(39,67,78). C542X (542. pozisyondaki sistein stop kodonuna
dénugmusg), G551D (551. pozisyondaki glisin ile aspartik asit yer degistirmis),

R553X (553. pozisyondaki arginin stop kodonuna dénlgmus) ve N1303K
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(1303. pozisyondaki asparagin ile lizin yer dedistirmis) gibi bazt mutasyonlar
ise %1 ile %3 arasinda bir sikha sahip olup, tasiyici testlerinde 6nem

kazanmaktadir(Sekil 9)(18).

W\
Do
g

n 1038 508 761 600 470 95

Sekil 9. Sekiz farkli toplumda gézlenen mutasyonlarin rélatif sikliklari.

4.CFTR'In Gorevi:

Kistik Fibroz'un solunum yollari, pankreas ve ter bezlerini iceren bir
takim epitel htcrelerindeki yetersiz elektrolit transportuyla alakali oldugdu,
yaklasik 60 yil 6nce hastali§i sistematik bir gekilde tanimlayan Dorothy

Anderson'dan beri bilinmektedir(98). Pankreatik enzim yetmezli§i, terde ylksek
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tuz orani ve ekzokrin bezlerde olusan fibrotik morfolojik degisiklikler, Kistik
Fibroz'un tuz transportu yapan epitelde bozukluk yapti§i distncesini
pekistirmistir(4). Barsak ve ekzokrin bezler gibi salg! epitelinde sivi ve elektrolit
salgillanmasi, bazolateral membranda bulunan Na-K ATPaz'in yanisira, iyon

kanallari ve kotransporterlarla saglanir(Sekil 10)(29,52).

hiicreler

arasl
bogluk

limen § Hiicre
A “ —
————CI"
ci- K*
R K+
p——

K'l'

Na*

Na*

cl-
Na* g—

Sekil 10. NaCl absorbsiyonu (A) ve sekresyonu (B) yapan tipik bir hlcrenin

cl-

sematik modeli. Lumene bakan ytizi apikal, hicreler arasi bogluda bakan yizi
ise bazolateral membrandir. A: Bazolateral yerlegimli Na* - K ATPaz, ClI ve K"
kanali; Apikal yerlesimli olarak da Na'-CI" kotransporter'| gésterilmektedir. B:
Na’-Cl" kotransporter'' bazolateral membranda ve CI" kanali ise apikal

membranda yer almaktadir.
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Tipik bir salgi hiicresinde, bazolateral membranda bir K™ kanali, bir Na-
Cl kotransporteri ve ek olarak bir de Na-K' pompasi bulunur. Apikal
membranda ise, tuz ve suyun kandan barsak limenine salgilanmasina olanak
taniyan bir klor kanali bulunur.

Bir absorbtif hlicrede ise dizenlenme biraz farklidir. CI" kanali ile Na-Cl
kotransporteri yer degistirmigti;, boylece tuz absorbsiyonu bazolateral
membran boyunca saglanir. Bu durum gézénine alindidinda Kistik Fibroz'daki
defektin bu tuz ve sivi dizenleyici bélgede oldudu dusunutlmdasttr. Daha sonra
Kistik Fibroz'daki ana patolojinin etkilenen organlardaki epitelyal klorid
kanalinin adrenerjik stimulusa yanitsizligi oldugu gésterilmistir. Solunum yollar
epitelinde yapilan htcre kaltard calismalarinda, defektin apikal membranda

lokalize oldugu bulunmustur. CI" transportundaki benzer bozukluk, barsak ve

rektum epitelinde de tesbit edilmistir(61).

Hem normal hem de Kistik Fibroz'lu hastalarin solunum yolu epitelinde,
apikal membranda, klor kanallarinin var oldugu ve gelisimin intrauterin hayatin
29. haftasindan itibaren bagladidi saptanmistir(61). Béylece sorunun, proteinin
mislokalizasyonu veya tamamen yoklugu gibi problemlerden kaynaklanmadig§
anlagiimigtir. Yine, hem saglam hem de hasta grupta yapilan ¢aligmalarda, Cl
kanallarinin her iki grupta da Ca'? ve iyonofor A-23187'yve cevap verdidi de
gézlenmistir. Ancak Kistik Fibroz'lu hastalarin hicrelerinde Cl kanali aktivitesi
epinefrine yanitsiz kalmigtir. Hasta hicrelerde ne CAMP ne de cAMP agonisti
olan forskolin kanallan stimile edememistir. Yine ter bezlerinde yapilan bir
calismada da, B adrenerjik uyariya sekretuar yanitsizlik olugurken, kolinerjik

uyariya, normal kigilerdekinden ayirt edilemeyecek dlzeyde yanit olugsmustur.
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Bdylece ter bezi epitelinde de apikal klor kanallarinin varligi gésterilmis ancak
Kistik Fibrozlu hastalarin hicrelerinde, izoproterenol gibi P adrenerjik

agonistlerce regulasyonda bir bozukluk oldudu ortaya konmustur (Sekil

11)(33,115).

Kanal (Kapali)
=4:E membran Normal Hicre =4:D—_—_— CF Hacre

ca**a23 187 * forekolin, GAMP ++
h ca**A23187 ‘- forskolin, cAMP

i (o]
lonomI:m/ \ lonomy

Kanal agiliyor

=DID= =DID= =D1D= —{]

4
Kanal agiliyor k Kanal agilmiyor
cl cr N

Sekil 11. Ca™ ve adrenerjik ajanlarin apikal klor kanali tizerine etkisi. Normal
hticre hem Ca iyonoforlarina hem de cAMP’ye yanit vererek agilir. Kistik fibroz

epitel htcresi ise cCAMP agonistlerine yanitsiz kalmaktadir.

CFTR'daki spesifik bazi aminoasit rezidulerinin mutasyona ugramasi
sonucu, klor kanallarinin 6zelliklerinin de degistigi gosterilmistir. CFTR,
hidrofobik aminoasitlerden olusan membrana gémullu pargasi iginde alti tane
. yUkla aminoasit igerir. Bu yUkia aminoasit rezidllerinin tdrler arasinda
korunmus olmasi, fonksiyon agisindan gok énemli oldugunu géstermektedir. Bu
rezidulerden bazik Ozellik gbsteren dért aminoasit, asidik karakterli dort

aminoasit ile yer degistirdiginde, kanal yapisinda bozulmaya neden olmadigi,
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ancak anyon gegirgenliginde ve iletimin saglanmasinda degisiklikler oldugu

saptanmigtir(2).

Bunun diginda, AF508 mutasyonuna bagli olarak, proteinin B katlanmis

cwe

kagit yapisinin degistigi ve bu de@isim sonucu 1. NBB'nin adenin
ntkleotidlerine karst affinitesinin degismedidi ancak baglama kapasitesinin
azaldi§i saptanmigtir(103). Ayrica, Ure denatlrasyon galismalar ile proteinin in
vitro olarak dayaniklihdinin azaldidi da gésterilmistir(104).

Sonug olarak, CFTR'in bir klor kanali oldugunun ispatlanmasi, bagka
fonksiyonlari olmadi§i anlamina gelmez. CFTR'n bagka gobrevieri de
olabilecedi Uzerine yapilan tartigmalar iki temel gérise dayandiriimaktadir.
Bunlardan ilki, CFTR'In da bir Gyesi oldugu ATPaz/ABC (ATP Baglama Kaseti)
transport ailesi, membranda, bazI substratlanin aktif transportunu
gergeklestirmektedir. CFTR'iIn da henlz belirlenememis bir substratin aktif
transportunu gerceklestirebilecedi uzak bir ihtimal degildir. [Kincisi ise, kistik
fibrozlu hastalarin epitelinde, artmig sodyum reabsorbsiyonu, gliko-
konjugatlarin sulfatlanmasinda artma ve kanallarin anormal regulasyonu gibi
klor iletimi diginda bazi diger bozukluklarin fenotipik olarak saptanmasi,
proteinin baska birtakim gdérevlerinin de olabileceginin géstergesidir(84).

Baz ¢alismalarda, CFTR'In mambranda endositoz ve ekzositoz olayina
katkida bulunduguna iliskin veriler elde edilmistir. Yine, Gzerinde henlz yeterli
calisma yapilmamig olmasina karsin, endositik klatrin ile kapli veziklllerin
CFTR igermesi, proteinin hlcre membranindaki bu tlr olaylari da
etkileyebilecegdini géstermektedir(114).

CFTR klorGr kanallarinin  kontrolinin duzenlenmesi, fonksiyonu

agisindan gok dnemlidir. Bu kontrol iki temel mekanizma ile saglanmaktadir:
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fosforilasyon ve hcre igindeki nikleotidler(33). CFTR (izerinde bulunan
dlzenleyici bolge, fosforilasyon igin uygun alanlar igerir. lki adet bulunan
nikleotid baglayici parga da, ATP ile iligkive girebilecek bélgeler
bulundurur(29). Cl iletimi fazla olan ter kanali hiicrelerinde yapilan
caligmalarda, iletimin saglanabilmesi igin hicre igi ATP konsantrasyonunun

normal duzeylerde (yaklagik 5 mM) bulunmasi gerektigi gbsterilmigtir(79).

5.CFTR Fonksiyon Bozukiugunun Molekiiler Mekanizmas:

CFTR'da fonksiyon bozukluguna neden olan mutasyonlar 4 ana grupta

toplanmigtir (Sekil 12)(113):

Sinif 3
Hasarh

Regtilasyon

Sinif 1
Hasarh
Protein Uretimi

Sekil 12. Bir epitelyal hicrede CFTR'In biyosentezi ve fonksiyonu.
MSD: Membrana bagl parga; NBD: Nukleotid baglayici parga
ER: Endoplazmik Retikulum; PKA: Fosforilaz Kinaz A

Glikozilasyon alanlari dalli yapilar olarak gésterilmistir.
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1.Grup: Protein Sentez Bozuklugu

Splice site, frameshift veya nonsense mutasyonlar, prematir
sonlandirma sinyaline neden olurlar. R553X gibi bazi nonsense mutasyoniarda
unstabil mMRNA olusur ve protein tesbit edilemez. Bazi diger mutasyonlar
sonucu, olmasi gerekenden daha kisa veya yeni bir aminoasit dizilimine sahip
anormal proteinler olugur. Bu tir cok az veya hi¢ fonksiyon gérmeyen proteinler
de genellikle unstabildir ve hiicre igi mekanizmalar ile hizla yikilirlar. Genin

promotor bélgesinde henlz higbir mutasyon gdsterilememistir(113).

I.Grup: Proteinin Post-translasyonel islemlerinde Bozukluk

Bu tur bozukluga yol agan mutasyonlar, CFTR'In hiicre membranindaki
dogru lokalizasyonda bulunmasini engeller. En sik gértlen AF508 mutasyonu
da bu gruba dahildir. AF508 mutasyonu sonucu, CFTR'In glikozilasyonu tam
olarak gergeklesemez. Konuyla ilgili ilk ¢aligmalarda aksine bulgular saptanmis
oimasina kargin, AF508 mutasyonunda, CFTR'In solunum yoliari ve ter bezieri
epitel hucrelerinde yanhig lokalizasyon g&sterdigi ispatianmistir. Sébep olarak

da, mutasyon sonucu, proteinin uygun yere ybénlenmesi ic¢in gerekli

konformasyonunun engellenmesi gosterilmigtir(71).

.Grup: Regiilasyon Bozuklugu
CFTR klor kanalinin agilip kapanmasinin dizenlenmesinde, nikleotid
baglayici parga ile hicre igi ATP etkilegiminin gok énemli rolG vardir. G551D

gibi bazi mutasyonlarda kanalin fonksiyonun c¢ok azaldi§,, S1255P
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mutasyonunda ATP'nin uyarici etkisi daha az oldugu ve G551S, G1244E ve
G1349D gibi mutasyonlarda da yine kanal fonksiyonunda degigimler oldugu
gézlenmistir. Regulatuvar parcada da bazi missense mutasyonlar gésterilmis
olmasina karsin, bu siklik proteinin diger bélgelerine oranla ¢ok azdir ve

fonksiyonda belirgin kayba neden olmamaktadir(73,84).

IV.Grup: iletimin Bozulmasi

Membrana gémull pargalar por yapisini olustururlar ve bu bélgede de
bazi missense mutasyonlar oldugu gdsteriimistir. Ozellikle bu bélgede yer alan
arginin aminoasidinin mutasyonu sonucu normal proteine oranla iletimde
azalma tesbit edilmistir: Normal CFTR > R347P > R117H > R334W.

Bu siniflama, mutasyonlarin etki mekanizmalarinin anlagiimas! ve yeni
saptanacak mutasyonlarin ne tur sonuglarla ortaya cikabileceginin
belirlenmesinde son derece faydalidir. Ancak, |l. Grubun nikleotid baglayici
parca mutasyonlarini igerdidi belirtiimis olmasina kargin, mebrana gémull
par¢a ve regulatuvar pargada olusan bazi mutasyonlarin da mislokalizasyona
yol acgabilece§i akildan g¢ikariimamalidir. Bu durumda, vurgulanmasi gereken
nokta, bir mutasyonun birden fazla anomaliye neden olabilecegidir. AF508
mutasyonu hem mislokalizasyona hem de regllasyon bozukluguna neden

olabilmektedir(Grup Il ve H1)(113).
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6.Genotip-Fenotip lligkisi:

Genotip-fenotip  iligkisi  Uzerine yapillan ¢alismalar, CFTR'In
fonksiyonunun daha iyi anlagilmasi, taninin kolaylagmasi, prognoz tayini ve
tedavinin y6nlendirilmesi agisindan son derece faydalidir. Ancak bu hastaliga
ait bazi faktérlerden dolayi bir o kadar da gugtar. Bu faktérlerden ilki, hastaligin
bir ¢ok organ sistemini tutmasi ve semptomlarin hastalar arasinda pek ¢ok
farkliliklar sergilemesidir. lkincisi, belirli bir organ tutulumuyla seyreden
hastalarda bile, ¢evresel etkenlere badl olarak farkli seyirlerin gdézlenmesidir.
Ozellikle akciger tutulumu ile seyreden Kkistik fibroz hastalarinda degisik
derecelerde fonksiyon kaybi gézlenebilmektedir(106). Uglinci bir faktér, birgok
hastanin birlegik heterozigot olmasi sonucu, Kklinik prezentasyonun’ hangi
mutasyona bagh oldugunun saptanmasindaki gugluktar. Ayrica, bazi
hastalarda CFTR geni Uzerinde birden fazla mutasyon olugabilmektedir. Son
olarak da, baz tGr mutasyonlarin, bir diger mutasyon etkisini baskilamasidir.
Bir ¢alismada, R553M ve daha az oranda R553Q mutasyonlarinin AF508'in
mislokalizasyon ve fonksiyonel bozukluk etkilerini duzelttigi gésterilmigtir(113).

Almanya'da 346 kistik fibroz hastasindan elde edilen genetik ve
biyokimyasal verilere gére yapilan fenotip-genotip calismasinda iki dnemii
sonuca varimigtir.Bunlardan birincisi, hastalikta yagam suresinin = uzun
olmasi,en azindan bir hafif seyirli mutant alele sahip olmaklia mUmkanddr.
Ikincisi ise AF508 mutasyonu ile pankreatik yetmezlik arasinda siki bir iligki

gosterilmesidir(97).
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Tam bu olumsuzluklara kargin, yine de, organ tutulumuna bakilarak bir

siniflama yapmak mumkunddr:

Akciger Tutulumu: Pulmoner hastaliin siddeti ile mutasyon tipi
arasinda iliski saptayabilme calismalari genellikle olumsuz sonuglanmigtir.
AF508/AF508, AF508/dider ve dider/dijer seklindeki gruplar arasinda yapilan
korelasyon caligmalari, belirgin farkliik olmadi§i seklinde sonuglanmigtir.
Ancak, pankreatik fonksiyon gézénune alindi§inda, genellikle pankreatik
agidan vyeterlilik gésteren grubun, pulmoner hastalidinin da hafif seyir
gosterdi§i saptanmigtir. Bu duruma en guzel o6mek ise R117H
mutasyonudur(8). Bronkoskopi ile elde edilen brongiyal epitel htcrelerinde
yapilan bir ¢alismada, klinik olarak kistik fibroz duguntlmeyen ve ter testi
sonuglari normal sinirlarda olan 78 hastanin CFTR geninin mRNA transkriptleri
calisilmistir. Hastalarin 4'tinde, 9. eksonun gesitli oranlarda delesyona ugradig
ve buna ragmen kistik fibroz bulgusu vermedidi saptanmigtir(11). Beslenme
durumu ile akciger fonksiyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
gbzlenmemistir(28). Yine, ter testi < 40 mmol/L olan Alerjik Bronkopulmoner
Aspergilloz’lu (ABPA) 11 hastanin CFTR geni analizi sonucu, 1 hastanin
AF508/R347H birlesik heterozigot ve 5 hastanin ise heterozigot (4 tanesi
AF508 ve biri R117H) oldugu saptanmis ve AF508 mutasyonu ile ABPA

arasinda anlamli bir iligki saptanmistir(69).

Pankreatik Tutulum: Kistik fibroz'lu hastalarin yaklagik %715'inde

pankreatik fonksiyonlar normaldir. Pankreatik yeterlilik ile seyreden bu grup

N
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kistik fibroz hastalarinda, pulmoner fonksiyonlardaki bozukludun daha hafif
seyirli oldudu, ter elektrolit konsantrasyonlarinin daha dustk saptandi§ ve
yasam surelerinin pankreatik yetmezlikle seyredenlere oranla daha uzun
oldugu gdsterilmistir(107). 538 vakalik bir seride, hastalarin %87'sinde
pankreatik yetmezlik sonucu steatore gézlendi§i ve bu hasta grubunun
ortalama yasam sUresinin 16 yil oldugu gésterilmigtir. Hastalarin %13'Gnln
normal pankreatik fonksiyon gdsterdidi, bunlardan sadece birinin c¢aligma
snrasn.nda éldagu ve bu grupta ortalama yasam sdresinin 26 yil oldudu
bildirilmistir(53).

Genel bir kural olarak, nonsense, frameshift, splice site ve birgok
missense mutasyonlari, "siddetli" seyreden hastalik grubuna girmekte ve

fenotipik olarak pankreatik yetmezlikle seyretmektedir.

Mekonyum lleusu: Kuguk bir hasta serisinde yapilan bir ¢alismada,
G542X mutasyonu ile mekonyum ileusu arasinda pozitif bir korelasyon
saptanmistir(63). Ancak, bu daha genis bir seride yapilan bagka bir ¢alismada
onaylanmamigtir(101). Homozigot AF508 olgularda %14.5 ve AF508/G542X
birlegik heterozigotlarda ise %23.8 mekonyum ileusu tablosuna rastlanmistir.
Ayrica, mekonyum ileuslu do§an bebeklerde ileride pankreatik yetmezlik
gelisme riski ¢ok ytksektir. Mekonyum ileusunun, pankreatik yetmezligin
siddetli bir formu oldugu vurgulanmigtir(49). G551D/AF508 birlegik heterozigot
olgular ile AF508 homozigotlarin klinik seyirleri arasinda belirgin bir fark

bulunmamasina ragmen, ilk grupta mekonyum ileus riskinin ¢ok daha az oldugu

belirlenmigtir(37).
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Terde Kloriir Diizeyleri: Buglne kadar calisiimis mutasyonlarin hemen
hemen timunde ter testi yiksek bulunmustur. Genig bir seride yapilan
calismada, ter testi degerleri 100 mmol/L. Uzerinde saptanmistir(101).

Hastali§in bu 4 majér ortaya ¢ikis sekli diginda ayri bir éneme sahip bir
mutasyon da R117H mutasyonudur. Eder bir allelde R117H mutasyonu,
dijerinde de "siddetli* klinik tabloya neden olan bir mutasyon varsa, erkek
hastalarda fenotipik olarak konjenital bilateral vas deferens yoklugu, kiz
cocuklarda ise, ya tamamen normal ya da kronik sintzit fenotipi ortaya
¢lkmaktadir. Bu nedenle R117H mutasyonu saptandidinda, Ozellikle
erkeklerde infertilite agisindan énemli oldugundan, dikkatle de§eriendiriimesi
gerekmektedir(8).

Sonug olarak, fenotip-genotip ¢aligmalarinda, genotipik bilginin ézellikle

pankreatik fonksiyon agisindan prognostik énem tagidigi yorumu yapilabilir.

7.Tarama Galigmalan:

Avrupa koékenli beyaz irkta tagiyict sikhdi ortalama 1:25 (%4)
tir(35,70,96). Eger hem anne hem de baba tagiyiclysa, hasta gocuk dogma
olasiifi 1:4 tur. Tasiyicihlk oraninin bu kadar sik olmasi, hem genel
populasyonda hem de neonatal dénemde tarama yapllmasini gundeme
getirmistir. Ancak bugtine dek, gen Uzerinde 384 mutasyon saptanmig olmasi
ve bu rakamin her sene artig g6stermesi, tarama g¢alismalarinda en buyuk

zorlugu olugturmaktadir.
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AF508 ve diger sik mutasyonlarin incelenmesi ile tagiyici saptama oran
%90'lara yaklagmigsa da, Amerikan Insan Genetidi Dernedi, populasyonda
genel bir tarama yapiimasini tavsiye etmemis, fakat pilot galigsmalarin
yapilabilecegini belirtmigtir. Ayni dernek ve bazi diger arastirmacilar, tasiyici
testlerinin  kistik  fioroz aile  éykisi bulunanlara  uygulanmasini
6énermistir(31,96). Taslyici testlerinden énce populasyonda AF508 disinda sik
goérilen mutasyonlarin saptanmasi gerekmektedir. Bu arada hastalik hakkinda
toplumun bilinglendirilmesi, anketler dutzenlenmesi, bir tarama plani
hazirlanmasi, danigmanlik merkezlerinin kurulmasi ve programa dahil edilen
grupta olugmasi muhtemel psikolojik ve sosyal sonuglarin degerlendiriimesi
gerekmektedir(55,93,111,119). Tarama g¢aligmalarinda, ilk baslarda
immunoreaktif tripsinojen ve haplotip ¢alismalari yapiimakta iken, genin
izolasyonundan sonra, dogrudan mutasyon c¢alismalari yapiimaya
baglanmistir(40). Mutasyon saptanmasinda metod segimi de son derece
dnemlidir. Segilecek metodun gtivenilir, duyarl, spesifik ve ucuz olmas: tercih
edilir. Kistik fibroz mutasyon analizleri igin kullanilan standart metodiar
arasinda, PAGE ile delesyon tayini, PCR QGrdnunun restriksiyon enzimleri ile
kesilmesi, igsaretlenmig allel spesifik oligontkleotidler (ASO), ARMS ve Reverse
Dot Blot Hibridizaston sayilabilir (24,68,74,75,99,110). Denatlran gradiyent jel
elektroforezi (DGGE) ile, gen Uzerindeki mutasyonun hangi eksonda lokalize
oldugu saptanabilir ve bu yéntemle tiim gen taranabilir(67).

Tarama c¢alismalari genel populasyona yoénelik olmaktan bagka,
neonetal (43,81,95) ve prenatal (7,65,66) doénemde de yapilabilir.

Homozigotlarin, yenidogan déneminde teghis edilmis olmasinin prognozu nast!
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etkileyecegdi konusunda henlz yeterli sayida ¢aligma yoktur. Ancak, erken tani,
infeksiyonla miicadele ve beslenmede bagari sansini artiracaktir(43). Yine de
tarama g¢aligmasinin  olumlu ve olumsuz sonuglan ¢ok yi
degerlendiriimelidir(64). Taglyicilarin neonatal dénemde saptanmasinin diger
bir dnemi ise, aile igin uyarict 6zellik tasimasi ve béylece annenin sonraki

gebeliklerinde prenatal taniya imkan vermesidir(43).
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1.

GEREG VE YONTEMLER

Arag ve Geregler:

1.1. Cihazlar:

8.

9.

. Coulter Counter

. Sogutmalt masa (stl santrifij
. UV Spektrofotometre

. MikrosantrifQj

. Thermal Cycler

. Speed Vac Konsantratér

. Elektroforez Tanki

Derin Dondurucu

Kar Makinasi

10. Polaroid Kamera

11. Su Banyosu

12. Etlv

13. Analitik Terazi

14. pH metre

15. Otomatik pipet

Coulter T-890

Eppendorf centrifuge 5403
Shimadzu UV-120-02
Fisher 235 B

Perkin Elmer Cetus
Savant SVC 100H
Sigma-Aldrich Techware
Bosch

Scotsman AF-10

MP4 Land Camera

Mettler AJ 100
Beckman Century SS 1

Gilson 20,100,200,1000 pl



1.2. Kimyasal Maddeler:

1. Proteinaz K
. Deoksi Adenozin Trifosfat

. Deoksi Sitozin Trifosfat

HOWwDN

. Deoksi Guanozin Trifosfat
5. Deoksi Timidin Trifosfat

6. Tag Polimeraz

7. Spermina

8. Bovin Serum Albumin

9. Primerler

10. Akrilamid

11. Amonyum Persiilfat

12. Etidyum Bromid

13. TEMED

Diger tim kimyasal maddeler analar kalitesinda olup, Sigma ve Merck

firmalarindan temin edilmigtir.
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2. Ornek Toplama:

Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Metabolizma Poliklinigine
bagvurup, klinik bulgularn ve ter testi sonuglan ile kistik fibroz disuntlen
hastalardan EDTA'l tiplere 5 ml kan 6érnegi alindi. Orneklerin toplanmasi
sirasinda hasta ¢oguklarin ebeveynlerinin doldurmasi igin bir form hazirland:.
Bu formlarda hastanin adi, soyadi, cinsiyeti ve yas! gibi kimliklendirmeye ait
bilgilerin yanisira, klinik seyir ve ter testi sonuglari da yer almaktaydi. Pediatrik
Metabolizma Bélimiinden bagka, Kadin Dogum Servisinden de kan &rnekleri
gbnderildi. Kadin Dogum Servisine prenatal tani igin bagvuran iki giftin AF508
tasiyiciligi agisindan taramasi yapildi. Anabilim Dalimiza ulasan 6rneklerin
Coulter Counter ile hematolojik degerleri belirlendikten sonra 16kosit DNA'lari
izole edildi. Tarama galigmasi, Biyokimya Anabilim Dall tarafindan talasemi

taramasi igin toplanmig, hematolojik parametreleri normal sinirlarda olan kan

orneklerine uygulandi.

3. Analiz Yontemleri:
3.1. Coulter Sayimi:

Prensip:

Hucrelerin gegisi sirasinda olugan elektrik potansiyelindeki degisimleri
6lgmek suretiyle hiicre sayimi yapilir. Elektrik iletimine olanak saglayan bir sivi
icinde bulunan iki platin elektrod arasindan dizenli ve sabit bir akim geger.
Hucreler 6nce diliie edilir ve olugan slispansiyon sabit bir hizla emilir. Dar bir
hazneden teker teker gegebilen hlcreler potansiyel enerji farkini degistirir(6).

MCV (Mean Corpusculer Volume), hacim-yiikseklik 6l¢ciimu ile saptanir.
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Hematokrit, MCV ve kirmizi hiicre sayisindan hesaplanir:
% hematokrit = Kirmizi hiicre sayisi x MCV
MCH (mean corpusculer hemoglobin) v¢ MCHC (mean corpusculer

hemoglobin concentration) de hesaplanarak bulunur:

10 x Hb
MCH (pg) = ----eemr
Eritrosit Sayisi
100 x Hb
MCHC (g/dl) = ~—
Hematokrit

EDTA'l tiplerdeki kan birka¢ kez alt-Uist edilir. Coulter T-890 cihaz

otomatik olarak belirli bir miktar kani emer ve sonuglar bir yazici yardimiyla

kagida aktarilir.

3.2. Tam Kandan DNA Eldesi:

Prensip:

Tam kandaki eritrositler hipotonik lizis ¢ézeltisi ile patlatildiktan sonra
santrifllj edilerek |6kositler ayrigtirilir. Sodyum klorar-tris-EDTA (STE) ¢6zeltisi
ile 16kosit pelleti siispanse edilirek sodyum dodesil silfat (SDS) ve Proteinaz K
eklenmesiyle hticre zarlari ve proteinler hidroliz edilir. Bir gece inkilibasyondan
sonra proteinler ve hiicre artiklan fenol-kloroform ile uzaklagtiniarak DNA

purifiye edilir. Daha sonra soguk saf etanolde ¢oktlrlilmek suretiyle genomik

DNA elde edilir(121).

Ayiraglar:
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1. Retik Salin Cozeltisi

NaCl 4099

KCI 1.85¢

MgCI2.6H20 7.1 G

Distile su ile litreye tamamlanir.

2. Lizis Cozeltisi (Glnlik Hazirlanir):

131 mM NH4Cl  7.14 g/L

0.9 mM NH4HCO3  0.07 g/L

Distile su ile litreye tamamlanur.

3. STE Cozeltisi:

0.1 M NaCl 5.844 ¢

0.05 M Tris 6.057 g

1 mM EDTA 0.3722 g

Distile su ile litreye tamamianir. NaOH veya HCI kullanilarak pH 7.4'e
ayarlanir.

4. Proteinaz K Cozeltisi:

25 mg proteinaz K, pH'si 7.4 olan 10 mM'lik 2.5 ml Tris icerisinde ¢zillr
ve -20 °C'de saklanir.
5. Fenol:

Icinde %0.1 hidroksi kinolin igeren 200 mM Tris pH:8.5 tamponu
hazirlanir. 1000 g fenol 500 ml saf suda ¢6zlllr ve tris tamponu ile egit
hacimde karigtirilir. lyice galkalandiktan sonra fazlar ayrigincaya kadar bekletilir.
Tamponun pH'st élgulir. pH 8'in altinda ise tampon dokilerek yeni tampon
eklenir. Ayni isleme pH 8.0 oluncaya kadar devam edilir. Buzdolabinda saklanir.

6. Fenol/Kloroform : 1:1 hacimde
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7. TE Soldsyonu:
10 mM Tris 1.2114 g
1 mM EDTA 0.3722 ¢
pH:7.4'e ayarlanir.

Yéntem:

1. EDTA'l tipe 5 ml kan alinir.

2. 15 ml'lik tipe aktanlarak lizerine esit miktarda 1 x retik salin eklenir.

3. 2500 rpm'de 10 dakika 4°C'de santrifij edilir.

4. Supernatan aspire edilir. Beyaz kiire tabakasinin aspire edilmemesine
dikkat edilmelidir.

5. 1 x retik salin ile yikama iglemi (i¢ kez tekrar edilir.

6. Glnltk hazirlanmig lizis sollisyonu ile eritrositler patlatilir. Oda isisinda
5-10 dakika yavagca karigtirilir.

7. 4°C ve 2500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir.

8. Supernatan atilir ve lizis islemi ti¢ kez tekrar edilir.

9. Dipteki I6kosit pelleti, 5 ml STE igerisinde silspanse edilir ve
pargalanir. Igine 1/20 oraninda %20'lik SDS ve 100 pl proteinaz K eklenerek
37°C'de bir gece bekletilir.

10. Ertesi sabah sollsyon vizkéz bir hal alir. Eger Idkositler tam
pargalanmamigsa iki saat daha inkiibasyonda birakilir.

11. Esit hacimde fenol eklenir.

12. Yavas bir sekilde 10 dakika karigtirilir ve 10 dakika buzda bekletilir.

13. 4°C ve 2500 rpm'de 10 dakika santrif()j edilir.

14. Altta kalan vizk6z faz pastor pipetiyle atihr.
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15. 2.5 ml fenol ve 2.5 ml kloroform eklenir.

16. Yavas bir sekilde 10 dakika karistirihir ve 10 dakika buzda bekletilir.
4°C ve 2500 rpm'de 10 dakika santrifdij edilir.

17. Altta kalan vizk6z faz pastér pipetiyle atilir.

18. 5 ml kloroform eklenir. Yavag bir sekilde 10 dakika karistirilir ve 10
dakika buzda bekletilir. 4°C ve 2500 rpm'de 10 dakika santrifiij edilir.

19. Ustteki sivi faz %95'lik soguk etanol igine dékillr ve DNA'nin derhal
hava kabarciklar seklinde presipite oldugu gézlenir.

20. DNA %70'lik etanol igine aktarilarak yikanir. 2 dakika santrifiij edilir.

21. Alkol dokildr; icinde kalan az miktar ise speed vac'a konarak

ugurulur.

22. DNA pelleti Gzerine bir miktar TE eklenerek 37°C'de bir gece inkibe
edilir. DNA tamamen ¢bziiniince 10 pl'si 590 ml saf su ile kanstinlip 260
nm'deki absorbansi élgilerek konsantrasyonu hesaplanir.

0OD260 x Sulandirma orani (60) x 40 = pg/mi

Hazirlanan DNA'nin 280 nm'deki absorbansi da dlgiilerek,

0OD260/0D280 oranindan verimi kontrol edilir. Verimin 1.5 dan daha yiksek

olmasi istenir.
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3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR) lle Gen Amplifikasyonu:

3.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu:
Prensip:

Ydéntemin temeli, genomik DNA'da ¢odaltiimak istenen bélgenin iki ucuna
6zgl, bu bolgedeki baz dizilerine komplementer bir ¢ift sentetik primer
kullanarak, sinirfandirlan DNA dizisinin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanir. [lk agamada, DNA'nin iki zinciri yiksek 1sida birbirinden ayrilir. lkinci
agamada, sicaklik dasurtlerek primerlerin, DNA Uzerinde uygun alana
baglanmasi saglanir. Ugiincli agama da ise Taq Polimeraz enzimi ile, bu
primerlerden baglayarak yeni DNA zincirlerinin sentezlenmesi gergeklesir. Bu
islem 25-30 kez tekrarlandiginda, DNA'nin bu iki primer ile sinirlandiriian
bolgesi, yaklagik bir milyon kez c¢ogaltimis olur (2" n= déngl
sayis1)(Sekil13)(90,94).

3.3.2. 10 x PCR Tamponu :

Tris Hel pH 8.8 670 mM
Magnezyum Klortr (MgCl,) 40 mM
Amonyum Silfat (NHsSO,) 166 mM

B-Merkaptoetanol 100 mM
Bovin Serum Albumin 1 mg/ml
Steril redistile su iginde 10 ml
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1.DONGU

ACTTTITTIIIT,,

PRIMERLERIN ZINCIRLERE ‘
BAGLANMASI

A S [T11,
primer primer
B I l l I

—)
‘ DNA poli meraz
UZAYAN PRIMERLER
1 O A I
CTITTIATIIIAT,
2.D6NGU +
L .-
IIT, [TT1T,
I l [ ] I -0 -Q
{
n DONGU

Sekil 13. Polimeraz zincir reaksiyonu(PCR). Amplifiye edilmek istenen hedef
DNA bolgesi c¢ift sarmalli DNA olarak gosterilmigti: A zinciri ve ona
komplementer olan B zinciri. 1. dénglide, DNA denature edilir ve kisa
oligontkieotid primerlerin yapigmasi saglanir. Taq polimeraz, primerin
uzamasini saglar ve hedef DNA béblgesinin iki kopyas! olugur. 2.déngude, 1.
dongli sonucunda olugan DNA'lar denatiire olur ve 1. déngl tekrarlanir.
Boylece hedef DNA'nin 4 kopyas! olusturulmusg olur. n déngl sonucunda 2"

kadar DNA olusur.
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3.3.3. Primerler(122):

Tablo 1. Kistik fibroz 10. ekson amplifikasyonunda kullanilan primerlerin baz

dizisi
Primer Oligoniikleotid Dizisi
10i5 5' GCAGAGTACCTGAAACAGGA 3
10i3 3' CATTCACAGTAGCTTACCCA &'
3.3.4.Spermine + BSA:

0.5 mM Spermina

1 mg/ml BSA

3.3.5.Reversed dNTP:

A (Adenin) — 200 pm
C (Sitozin) — 200 pm
G (Guanin) — 200 pm

T (Timin) — 150 pm
3.3.6.Amplifikasyon Kogullar::

Her 6rnek igin 100 pl olacak gekilde, galigilacak érnek sayisina gore PCR
kartgim havuzu hazirlanir(Tablo 2)(102). Karigtirilip, kisa bir santrifdj isleminden

sonra her bir érnek tlipiine bu havuzdan 95 pl pipetlenir. Daha sonra tlplere
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S'er ul spermina + BSA, 0.3 pl Taq polimeraz ve 1 pg konsantrasyonda DNA
eklenir. Kangtinhp santrifllj edilir. Amplifikasyona baglamadan o&nce tup
igeriginin buharlagsmasini énlemek amaciyla 1'er damla mineral oil damiatilr.

Ardindan PCR programi uygulanarak amplifikasyon baglatilir.

Tablo 2. Amplifikasyon tilplerinin ¢gbzelti konsantrasyoniari.

Cozelti Miktar
10 x Cetus 10 pl
10i5 Primer 1 3ul
10i3 Primer 2 1.5 pl
Reverse dNTP 1l
Redistile su 80 ul

3.3.7. PCR Programi:

95°C de 7 dakika slreyle on denatiirasyon yapilir. Amplifikasyon

programinin bir dénglsiinde;

94°C de 30 saniye Denatlirasyon
55°C de 30 saniye Yapisma (Annealing)
72°C de 1 dakika Uzama (Extension)

asamalari bulunmaktadir. 30 doéngt tamamlandiktan sonra, amplifikasyon

arininin géruntilenmesi agamasina gegilir(122).
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3.4. Elektroforez ve Yorumlama:

Poliakrilamid jelde ydrdtilen érnekler, etidium bromid iginde 2-3 dakika
birakilir ve daha sonra distile su i¢ine konarak fazla boyanin gikmasi bekienir.
Ultraviyole lamba ile olusan bantlar izlenir. UV 1sik altinda polaroid kamera ile

deney sonucu gorintdlenir ve olugan bantlar dederlendirilir.

3.4.1. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

Prensip:

Akrilamid monomerleri, ¢apraz baglayicilar yardimiyla kovalent olarak
birbirine baglanip uzun zincirler olusturarak polimerize olurlar. En sik kullanilan
capraz baglayici N,N'-Metilen bisakrilamiddir. Poliakrilamidin polimerizasyonu
amonyum persulfat ile baglatilir ve N,N,N',N'-tetrametilendiamid (TEMED) ile

. katalize edilir.

Ayiracglar:
1. Akrilamid Stok Solusyon: 100g akrilamid ve 2.7g bisakrilamid bir
miktar saf suda ¢ézlllr ve 250 ml ye saf su ile tamamilanur.
2. Tris-Borat-EDTA (TBE x 10)Tamponu:
1 M Tris (baz) 121.1g
1 M Borik Asit 61.83g
0.1 M 200 ml EDTA
1 Litreye arik su ile tamamlanir ve pH=8.0'e ayarlanir.
3. Amonyum Persulfat (APS):
4. TEMED:
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Yontem:

Kahinigi 3mm, boyutlan 10x10 olan bir ¢ift cam, deterjan ile ¢ok iyi
yikandiktan sonra etil alkolden gegirilir. Camlardan yuvarlak kenarli olana ézel
lastik serit takilarak, iki cam kiskaglarla birbirine tutturulur. Camlarin arasina,
kenarlara gelecek sekilde, 0.5 mm kalinhgindaki “"spacer" lar yerlestirilir.
Camlarnn ust kisimlan farkli uzunlukta olup, jel dbékerken uzun olan kisim
zemine 45° agt olusturacak sekilde egilir ve hazirlanan jel ki cam arasina
dokiilerek doldurulur. Hava kabarcigi olugsmamasina dikkat edilir. Jel dokultr
dokilmez tarak yerlestirilir. Bir miktar jel, bir ependorf tipine alinarak donup -
donmadigi kontrol edilir. Jelin dondujundan emin olduktan sonra, iki cam
arasina sikigtiriimig olan lastik serit dikkatlice g¢ikartilir. Elektroforez tanki, 1 x
TBE tamponu ile doldurulur. Camlar tanka dikey olarak yerlestirilir ve tamponla

islanmasi saglanarak, kuyulari zedelemeden, tarak g¢ikartilir. Kuyular, tamponla

yikanarak jel artiklarindan temizlenir.

Jel Hazirlanmasi:
Jel, akrilamid konsantrasyonu %8 olacak sekilde hazirlanir(Tablo 3).

Tablo 3. %8'lik poliakrilamid jelin igerigi.

Cozelti Miktar
Arik Su 7ml
10 x TBE 1ml
Akrilamid Stok 2mi

Amonyum Persulfat 100 pl
TEMED 10 pl
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Her bir kuyuya amplifiye DNA'dan 20 pl ve 1.5 pl xylencyanol boyasi
karnstirilarak aplike edilir. 150 Volt'ta 1 saat ydratllir. Daha sonra, 2-3 dakika

etidyum bromid iginde ve 15 dakika saf suda bekletilerek, UV lamba altinda

olusan bantlar izlenir.
3.4.2. Heteroduplex Olugsumu:

Mutasyon taramasinda kullandigimiz heteroduplex analiz yéntemi ilk kez
1989 yiinda farelerde Y geni calismalan sirasinda ortaya konmus ve
delesyon/insersiyon mutasyonlarinin saptanmasinda son derece faydal oldugu
gosterilmistir(72). Rommens, yéntemi, AF508 mutasyonunu g6stermeye yodnelik
kullanmis ve 1990 yilinda yayinlamistir(86).

AF508 mutasyonunu igirie alan 100 baz ciftlik bir bélgenin ¢odaltiimasi,
homozigotlarda 97 baz iftlik bir parganin gogaltiimasi ile sonuglanir. Birbirinden
cok az farkli iki DNA pargasinin jel elektroforezi ile aynstinlmasi mimkin
degildir. Fakat normal ve AF508 homozigot olan drnekler birbirleriyle karigtinhp
tekrar amplifiye edilirlerse, tam uyusmayan baz giftleri iceren heterodupleksler
olugsmakta ve farkh bir elektroforetik dzellik géstermektedir. Normal érnek ve
homozigot oldugu dastndlen érnek karigtinlip, amplifiye edildikten sonra, PAG
tizerinde yurttulir. Tek bandin goérilmesi normal, ¢ift bandin varit ise
homozigot AF508 tasiyan Kkistik fibroz hastalifina igaret eder. Taglyic

durumunda ise, PCR drinii hem normal hem de AF508 tagiyan pargalarin
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olusumuna neden olacagindan dogrudan gift bant gbézlenir. Radyoaktivite

icermemesi ve kolay uygulanabilir olugu en 6nemli avantajidir(Sekil 14).

Sekil 14. Poliakrilamid jel'de heteroduplexlerin sematik gérinimd. 1. Normal
olgu; 2. Homozigot olgu; 3. Heterozigot olgu; 4. Homozigot DNA ile normal DNA

karigtinitarak olusan heteroduplex bantlar.
AF508/F508C birlegik heterozigot olgularda da, AF508 heterozigotiarda

oldugu gibi, heteroduplexlerin olugabildigi, fakat olugan bu bantlarin farkl

olduklari saptanmig ve ayirimin dikkatle yapilmas! gerekliligi vurgulanmigtir(57).
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3.5. Ter Testi:
Pilokarpin iyontoforez teknidi ile toplanan terde, klorir miktarinin
olglilmesi esasina dayanir. 35 mmol/l. Uzerindeki degerler ylksek kabul

“edilir(41).
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BULGULAR

Calisma suresince, toplam 101 kromozom (Uizerinde AF508 mutasyonu
tarandi. Incelenen 101 kromozomdan 43 tanesi, Cocuk Saglhg: ve Hastalll_darl
Anabilim Dali'nda klinik olarak Kistik Fibroz tanisi konmus g¢ocuklardan temin
edildi. 8 kromozom ise, daha evvel Kistik Fibroz nedeniyle gocuklan élmis olan
ve prenatal tani olanaklarini aragtiran 4 giftten elde edildi. Ayrica genel olarak
tastyicihk orani hakkinda fikir vermesi amaciyla, Kistik Fibroz hastaligi ile ilgili
herhangi bir gikayeti bulunmayan 50 cocuktan da kan &rnekleri toplanarak

AF508 mutasyonu tarandi(Tablo 4).

Tablo 4. Caligilan kan érneklerinin sayisi ve alindig: yerlere gére dagihimu.

Sayi (n) Kaynak
Kistik Fibroz Tanisi 43 Pediatrik Metabolizma
Konmug Olgular
Prenatal Tani Bagvurusu 8 Kadin-Dodum
Poliklinigi
Heterozigot Taramasi 50 Biyokimya Anabilim
Dali

Kistik Fibroz tanisi konmus gocuklarin yaglart 3 aylik ile 14 yag arasinda
degismekteydi. Hastaliin otozomal resesif kalitiimasindan dolay! ailelerin
akrabalik diizeyleri de incelendi. Hasta gocuklarin ailelerinde %32 oraninda

yakin ve uzak akrabalik saptandi(Tablo 5).
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Tablo 5. Kistik Fibroz hastalarinin yas, cinsiyet ve akrabalik oranlari.

n YAS AKRABALIK
Ortalama (SD) Dagilim n(%)
ERKEK 31 7.2 + 44 | 4ay-14yas 9(29)
KiZ 12 47 + 3.7 3ay-11yas 5(42)
TOPLAM 43 6.5 £ 43 3ay-14yas 14(32)

Klinije bagvuran hastalar Kistik Fibroz'un en sik gériilen semptomlari
olan sik akciger enfeksiyonu, buytime-gelisme geriligi ve malabsorbsiyon

tablosu ile gelmiglerdir. Bu semptomlarin bir veya birkagi

bulunabilmektedir(Tablo 6).

Tablo 6. Kistik Fibroz'lu hastalarin klinik géraniimleri.

n %

Sik Akciger Enfeksiyonu 20 46
Buyume-Gelisme Geriligi 11 26
Kronik Ishal 8 19
Sik Akciger Enfeksiyonu + 4 9

Kronik Ishal
: 43 100
TOPLAM
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Klinik olarak glphelenilen Kistik Fibroz hastalarina en az iki kere olmak
Uzere ter testi uygulanmistir. lyontoforetik stimulasyon ile elde edilen terde
élgilen klor degerinin referans araligi 5-35 mEqg/L dir. Kistik Fibroz'lu hastalarin
yaklagik %98'inde ylksek dederler elde edilmektedir(41). Hastalarin ter testi
sonuglarinin diagnostik olarak alt sinin 50 mEq/L olarak belirlenmigtir.
Hastalarin ter testi sonuglarinin, klinik prezentasyonlarina gére ortalama ve

standart sapmalari tabloda dzetlenmigtir(Tablo 7).

Tablo 7. Kistik Fibroz tanisi konmus hastalarin ter testi sonuglari.

KLINIK FORM TER TESTI SONUCU
x £ SD (mEqg/L)
Sik Akciger Enfeksiyonu 743+ 196
Buylme-Geligme Geriligi 72.1+£20.7
Kronik Ishal 72.8+18.5
Genel Ortalama 73.1+20.4

Bélimiimize gonderilen kanlann lékositlerinden DNA eldesi isleminden
énce rutin bir islem olarak Coulter Counter ile hematolojik parametreleri 8lglldd.

Sonuglar Tablo 8'de gdsterilmigtir. Referans araliklar o yag grubuna aittir.
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Tablo 8. Kistik Fibroz tanisi konmusg gocuklarin hematolojik dederlendirmeleri.

x+SD Min Max Referans Aralik
Hb (g/dI) 11.8+1.3 9.1 13.8 11-15
Rbcx 10" |4.45+0.65 4.03 5.18 3.9-5.1
Het % 38 + 3.8 31.1 48.5 31-43
MCV (fl) 83.3+7.1 71.3 100.2 68-90
MCH (pg) 25.9+2.9 19.6 32.6 24-32
MCHC (g/dl)  [31.1+2.0 27.2 34.4 32-37
WBC x 10" 8.1+25 4.7 17.0 4-13.5

Orneklerin DNA'larn fenol-kloroform ekstraksiyon yéntemi ile izole

edildikten sonra, 260 nm dalga boyunda DNA konsantrasyonu ve 280 nm dalga

boyunda ise protein konsantrasyonlar &lgtlerek DNA yodunludu ve verimi

Slgtilmusttr. Elde edilen bulgular tablo 9 da gosterilmistir.
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Tablo 9. DNA izolasyonu ile elde edilen konsantrasyonlar.

Hastalar 0.D.260 O.D.280 0.D260/0.D. 25 Konsantrasyon
(ng/ml)
1.H.T 0.238 0.125 1.90 286
2.0.A. 0.122 0.074 1.65 146
3.T.T 0.147 0.106 1.38 176
4.A.S 0.146 0.107 1.36 175
5.M.C. 0.132 0.100 1.32 158
6.A.K. 0.192 0.136 1.41 230
7.AK. 0.203 0.142 1.42 244
8.1.S. 0.176 0.095 1.85 211
9.M.A. 0.175 0.120 1.46 210
10.N.A. 0.125 0.089 1.40 150
11.M.0. 0.171 0.128 1.33 205
12.A.G.K. 0.173 0.106 1.63 208
13.B.C. 0.238 0.151 1.58 285
14.D.C. 0.172 0.112 1.54 206
15.M.C K. 0.174 0.109 1.59 208
16.1.Y. 0.238 0.159 1.50 286
17.A.S. 0.174 0.113 1.53 208
18.5.G. 0.225 0.153 1.47 270
19.H.T. 0.277 0.177 1.57 332
20.M.B. 0.397 0.246 1.61 476
21.M.E.K. 0.181 0.123 1.47 217
22.E.P. 0.225 0.149 1.51 270
23.AA. 0.260 0.153 1.70 313
24 H.T. 0.203 0.142 1.43 244
25.AK. 0.287 0.202 1.42 345
26.V.Y. 0.156 0.104 1.50 187
27.N.A. 0.266 0.191 1.39 319
28.AK, 0.240 0.170 1.41 288
29.E.Y. 0.350 0.262 1.34 420
30.M.A. 0.277 0.198 1.40 332
31.A.B. 0.268 0.178 1.51 322
32.M.B. 0.235 0.170 1.38 282
33.H.T. 0.566 0.402 1.41 679
34.A.E.B. 0.592 0.386 1.563 652
35.S.A. 0.156 0.115 1.48 187
36.M.0. 0.170 0.110 1.65 204
37.M.C. 0.117 0.072 1.62 141
38.0.K.A. 0.146 0.105 1.40 175
39.E.B. 0.120 0.073 1.64 144
40.7.0. 0.215 0.145 1.48 258
41.D.0. 0.132 0.112 1.30 158
42.V.A. 0.203 0.138 1.47 244
43.B.S. 0.207 0.147 1.41 248
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2 yil dnce, mekonyum ileuslu dodan ve 3 aylikken 6len gocuk éykisi
bulunan F.0.-K.O. ¢iftinin yapilan AF508 mutasyon taramasinda her ikisinin de

heterozigot oldugu tesbit edildi(Sekil 15).

Sekil 15. F.O.- K.O. giftinin AF508 mutasyon tarama sonucu. 1. Normal DNA

2. Homozigot kontrol DNA; 3. Heterozigot kontrol DNA; 4. F.O.; 5. K.O.

Sekil 15" de goraldiugu gibi, hem F.O. hem de K.O.'’niin amplifiye DNA'lari
poliakrilamid jelde yarituldiiginde, heterozigot olduklarini belirten heteroduplex
bantlara rastlanmigtir. Aileye , daha sonraki gebelikler icin prenatal tani

Snerilmistir.
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Pediatri polikliniinde klinik ve ter testi ile Kistik Fibroz tanisi konan iki
¢ocuk hastada ise, birer allellerinde AF508 mutasyonunu tasidiklari

belirlendi(Sekil 16).
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Sekil 16. ki kistik fibroz hastasinda heteroduplexierin gérinimdi.
1. Heterozigot kontrol; 2. A.S.; 3. M.C.; 4. M.C.+ Normal DNA

5,6,7 ve 8 AF508 mutasyonu igcermeyen olgular.

AS. ve MC. de heteroduplexlerin gorilmesi, AF508 tasiyicisi
oldukiarini belirtir. Ancak, klinik bulgulan géz énlne alindiginda, bu olgularin
birlegik heterozigot oldukiarini distinmek daha dodrudur. Tek bant veren
olgularin DNA’lar, daha sonra, normal oldugu bilinen bir DNA ile karistirilarak

tekrar yratiimis ve heteroduplexlerin olusmadigi gozlenmistir.
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Caligilan tim kromozomlar arasindaki tek AF508 homozigot olgu olan
S.G. nin DNA'si ilk 6nce tek bant vermis; normal bir DNA ile karnistinlip tekrar

yurattldigiinde ise heteroduplex olusum gézlenmigtir(Sekil 17).

Sekil 17. Normal DNA ile kanstirilarak elde edilen heteroduplexlerin gérinimd.
1. Heterozigot kontrol; 2. Homozigot kontrol; 3. Homozigot kontrol +

Normal DNA; 4,5,6 ve 8 Normal olgular; 7. Homozigot hasta
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Homozigot oldugu ispatlanan S.G. nin anne ve babasi da AF508
acisindan arastinldi ve her ikisinin de AF508 tasiyicisi oldugu gosterilerek tani

ispatlandi(Sekil 18).
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Sekil 18. Homozigot olgunun anne ve babasinda heteroduplexlerin gérintima.

1. Heterozigot kontrol; 2. Anne; 3. Baba; 4,5,6,7 ve 8 Normal olgular.
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43 gocuk ve 8 erigkinden elde edilen DNA'lar galisildidinda, sonug olarak

toplam 7 heterozigot ve 1 homozigot olgu saptandi. AF508 sikligi ¢alisilan 51

kromozomda % 15.7 olarak belirlendi(Tablo 10).

Tablo 10. Caligilan érneklerde AF508 mutasyonu sikli§t.

HETEROZIGOT HOMOZIGOT TOPLAM
n(%) n(%) n(%)
Pediatri Hastalarn 2(4.7) 1(2.3) 3(7.0)
n=43
Prenatal tani bagvurusu 5 (62.5) - 5 (62.5)
n=8
TOTAL 7 (13.7) 1(2.0) 8 (15.7)
n=51
Tarama amaciyla c¢aligtlan 50 kromozomun hi¢ birinde  AF508

mutasyonuna rastlanmadi.
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TARTISMA

Kistik Fibroz'un Avrupa ve Amerika'll beyaz irkda gézlenen en sik genetik
hastalik olmasi ve %4 gibi ylksek bir tagtyicilik sikligi gostermesi, hastalig,
Uzerinde en sik galisma yapilan genetik hastaliklardan birisi haline getirmigtir.
Ozellikle 1989 yilinda hastalia sebep olan hasarli membran proteinini
kodlayan genin bulunmasi ile, Avrupa'nin hemen hemen tim merkezlerinden
hastaligin sikh§ ve mutasyonlar hakkinda bilgiler yayinlanmaya baglamigtir.
Tum mutant kromozomlarin %67'sini olugturan AF508 mutasyonunun Avrupa
haritas! ¢ikariimigtir(100,102).

1990 yilinda Avrupa'nin 35 merkezinden gelen sonuglar Human Genetics
dergisinde 6zel bir say! olarak yayinlanmis ve bu mutasyonun dagilimi Gzerine
tartigmalar baglamistir. Turkiye'de Kistik Fibroz'un genetigi lzerine yapilan
calismalar son derece kisith oldugundan, Tark populasyonundaki AF508
sikligini saptamak (izere, Almanya'da yagayan Tirklerde bir ¢alisma yapilmig
ve siklik %27 olarak bulunmustur(44). Sonraki yillarda Bogazici Universitesi
Biyoloji Béluminin yapti§ c¢aligmada toplumumuzdaki AF508 sikhdi %15
olarak saptanmigtir(77). Bizim bulduumuz %15.7 orani da bu veriyi
desteklemektedir. Ancak Avrupa'daki siklik incelendijinde, AF508
mutasyonunun g¢ok daha ylksek olduju gbzlenmektedir. Her ne kadar
Avrupa'nin giiney-dogusuna dogru, siklikta bir azalma s8z konusu ise de, bize
en yakin komsu Ulkeler olan Yunanistan ve Bulgaristan'da siklik snraSIyla %54
ve %56'dir(3,47). AF508 sikiginin Avrupa'daki merkezlere gére dagilimi Tablo

11'de gbsterilmigtir.
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Tablo 11. Avrupa'nin gesitli merkezlerindeki AF508 sikligi ve taranan kromozom

sayilan(108).

MERKEZLER AF508 SIKLIGI(%) KROMOZOM SAYISI
Yunanistan 54.1 105
Belgika (Briiksel) 76.0 83
Ispanya (Madrid) 50.0 194
Fransa (Paris) 67.0 124
Giiney Fransa 64.0 235
Belgika (Liege) 78.0 107
italya (Milano) 53.4 175
Irlanda (Dublin) 76.0 88
Portekiz 52.0 46
Almanya (Eski Dogu) 62.0 194
Hollanda 77.0 190
ingiltere (Londra) 71.5 144
Almanya (Tiirk Pop.) 27.0 30
ispanya (Malorka) 66.0 75
Bulgaristan 56.0 96
Finlandiya 45.0 40
Sardinya 57.0 42
israil 32.0 46
Cek Cum. 67.0 167
Iskogya 73.0 108
italya (Verona) 42.0 424
Almanya (Frankfurt) 77.3 400
italya (Torino) 50.0 20
Rusya 45.0 29
ingiltere (Londra) 70.0 54
Hollanda (Amsterdam) 76.0 152
Danimarka 86.8 304
ingiltere-Manchester 78.5 214
Giiney italya 54.0 102
Fransa (Paris) 72.5 258
Yugoslavya 39.5 38
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Tablo incelendiinde, 9 ulkenin verilerinin 50'den az kromozom
calismasindan elde edilmig oldugu gdézlenmektedir. Bizim de caligmamizda
taradi§imiz 51 kromozom, siklik agisindan bir fikir vermektedir. Ormek sayisinin
artinimasinin siklik ylGzdesini ne sekilde etkileyece@i konusu tartismalidir.
Omegin, Londra'da iki farkl grup tarafindan yapilan galismalarda, bir grup, 54
kromozom caligarak AF508 sikhidint %70 olarak bulurken, diger grup, 144
kromozom calismig ve %71.5 bulmustur. lki grubun bulgular arasinda énemli
bir farklilik gdzlenmemektedir(38,91). Daha kuzeyde bulunan Iskogya'da ise
siklik %73'dur(62). Difer taraftan Ispanya'’nin iki farkli bélgesinde yapilan
calismalarda, Malorka grubu, 75 kromozomda %66 siklik saptarken, Madrid
grubu 194 kromozom galigmis ve sikhidi %50 olarak bulmustur(9,85). Aradaki
buyuk farkhlik, bélgesel ve etnik degiskenlie baglanirken, 6érnekleme sayisinin
da o6nemli olabilecegi vurgulanmistir(85). Bu bulguyu destekleyen bir diger
érnek ise, talya'da, Milano ve Verona arasindaki ¢aligilan kromozom sayisi ve
saptanan sikliklardaki farkliliklardir(16,76). Tum bu verilere ragmen farklarin,
caligilan 6rmek sayisindan daha g¢ok, bélgesel farklihga bagll oldugu gérist
agir basmaktadir(108).

AF508 mutasyonunun Avrupa'daki dagilimi incelendiginde, Kuzey ve
Orta Avrupa'da, sikhidin buyGk bir homojenlik gdsterdidi, Gliney ve Dogu
Avrupa'ya dogru ise bir azalma oldudu gézlenmektedir. Belgika'nin iki ayri
merkezinden birbirine gok yakin sonuglar gelirken, Guney ve Kuzey Fransa
arasinda da belirgin bir farklilik saptanmamigtir(5,10,12,14). Irlanda ve
Hollanda'da %77 oraninda bir siklik gdzlenirken, eski Dogu Almanya'da %62 ve
Portekizde %52 olarak bulunmustur(20,22,32,36). Avrupa genelinde sikli§in

ortalama %70 olusuna istisna olarak, siklifin ¢ok yUksek oldugu Danimarka
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(%86.8) ve sasirticic oranda disdk oldugu Finlandiya (%45)
verilebilir(48,92,102).

Israil 'de AF508 sikhigi bir calismada %32 (54), Askenazi Yahudilerinde
yapilan diger bir caligmada ise sadece %22 bulunurken, bir bagska mutasyon,
W1282X mutasyonu, %60 gibi ¢ok ylksek bir oranda saptanmistir(94). Bu
nedenle W1282X mutasyonu, Israil tipi mutasyon olarak tanimlanmaktadir.
Turkiye'de de AF508'in beklenenden daha az olmasi, Tirk tipi bir mutasyonun
da olabilecedi kuskusunu akla getirmektedir. Nitekim, Bogazigi grubunun
1677delTA mutasyonunu %6.25 bulmasi bu gériisti desteklemektedir(77).

Mutant CFTR allellerinin, yaklagik %90'inin pankreatik enzim yetmezIigi
ile seyrettigi, ancak %10'unun malabsorbsiyon sendromu géstermedigi fenotip-
genotip ¢alismalari sonucu belirlenmistir(101,109). Bu orant belirleyen, altta
yatan fnutasyon tipidir. Ornegin, R117H/AF508 birlesik heterozigot olgularda,
sadece %13 olgunun pankreatik yetmezlik gdsterdigi, %87'sinin ise normal
pankreatik enzim salgiladigr saptanmigken, dider higbir mutasyon tipinde
%6'dan fazia pankreatik yeterlilik gésterilememistir(101). Bizim ¢alismamizda
ise, hastalarin sadece %28'inde pankreatik yetmezlik bulgulan saptanmasi,
yine, hen(iz bilinmeyen bir Turk tipi mutasyonu isaret etmektedir.

Prenatal tani igin bagvuran ve AF508 mutasyonunu tasgidiklan tesbit
edilen iki ailenin, mekonyum ileusu tablosu ile 8imis cocuklarinin olmasi,
AF508 mutasyonu ve mekonyum ileusu arasindaki iligkiye dikkat cekmektedir.
Bu iliski baska ¢alismalarda da vurgulanmigtir(49,101). Mekonyum ileusu olan

genis bir hasta grubunda yapilacak genetik bir ¢aligma, bu konuya blylk

oranda igik tutacaktir.
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Hastaligin tanisinda kugkusuz ki en 8nemli kriterlerden birisi ter testinin
ylksekligidir.  Kistik Fibroz olgularinin  %98'inde ter testi ylUksek
saptanmaktadir(41). Ancak ter testi diger bazi hastaliklarda da yiksek

cikabilmektedir(Tablo 12).

Tablo 12. Ter testinin ylksek sonug verdigi diger hastaliklar.

Adrenal Yetmezlik

Familyal Hipoparatiroidizm
Ektodermal Displazi
Nérojenik Diabetes Insipidus
Hipotiroidism
Mukopolisakkaridozlar
Familyal Kolestaz

G6PD Eksikligi

Bazi Renal Hastaliklar

Bu nedenle, bir takim ¢aligmacilar Kistik Fibroz genetik galigmalar igin
ter testi alt sinirmi 70 mEq/L olarak alirken(58), diger bazi ¢alismacilar ise 60

mEg/L' yi sinir olarak kabul etmiglerdir(17).
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Birer allellerinde AF508 mutasyonu tasidigi saptanan 2 olguyuy,
heterozigot olarak belitmek yerine, klinik bulgular ve ter testleri sonuglarinin
isig1 altinda, birlesik heterozigot olarak degerlendirmek daha dogrudur.
AF508/Diger seklinde gosterilebilecegi gibi, diger allellerinde bilinmeyen bir
mutasyon tasiyor olmalar kuvvetle olasidir.

Tarama amagh segtifimiz 50 g¢ocugun higbirinde tasiyicilik
saptayamadik. Bunun en 6nemli sebeplerinden birisi tarama yapilan 6rnek
sayisinin yetersiz olmasidir. Saglikli bir sonug¢ alabilmek igin bu sayinin gok
daha fazla olmasi gerekmektedir. Hasta olgularda bile AF508 oraninin
Avrupa'ya oranla dusuk olmasi da bir dijer sebeptir. Calismamiz sonucunda,
AF508 digindaki mutasyonlarin da aragtiriimasi gerekliligi ortaya g¢ikmistir.
Israi'de, 5 mutasyon c¢alismasi ile, Kistik Fibroz kromozomlarinin %97'si
¢6zumlenmistir. 424 kisilik bir tarama grubunda, bu 5 mutasyonun taranmasi ile
heterozigot sikligi 1:29 (%3.5) bulunmustur(1). Buna kargin Fransa'da, 40 farkh
mutasyon c¢aligilarak, Kistik Fibroz kromozomlarinin ancak %91.2 si
¢6zimlenebilmistir(13).

Tarama galismalarinda segilecek hedef populasyon konusunda genel bir
gorlis birligi bulunmamaktadir. Ingiltere'de, genel pratisyenlere yoneltilen bir
ankette, tarama igin en uygun zaman sorulmusg; katiimcilarin %39'u
evlenmeden Once veya aile planlamasi sirasinda yanitini verirken, %33'0 ise
dogum sirasinda olmasi gerektigini belirtmistir(112). Yine Ingiltere'de yapilan bir
caligmada, antenatal klinige bagvuran 4348 kadina tarama testi uygulanmig ve

tagiyici sikhigi Israil'dekinin aynisi, 1:29 bulunmusgtur(66)..
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- AF508 mutasyonunu saptamak igin heteroduplex analiz yéntemi, rolatif
olarak kolay, hizli ve spesifik olmasi agisindan avantajlidir. Ancak, birden fazla
mutasyon taramasi igin en uygun yéntemin Reversed Dot Blot Hibridizasyon
yéntemi oldugu gésterilmistir(8). Basit, hizli, glivenilir, ucuz ve radyoaktif madde
icermiyor olmasi, tarama ¢aligmalarinda en ¢ok tercih edilen yéntem olmasini
saglamigtir. Reversed Dot Blot Hibridizasyon yéntemi ile 1 gin igerisinde 8
mutasyon birden taranabilmektedir. Diger ydntemlerle kiyaslandiginda, bu
yéntemin ¢ok hizli sonug verdidi agiktir. Yontemin kurulabilmesi i¢in taramast
disintlen DNA yérelerine 6zgl allel spesifik oligontkleotidler temin edilmelidir.
Ayrica, hibridizasyonun gerceklesecedi 6zel aktive edilmis membranlar
gerekmektedir. Taranan mutasyon sayisi ve birim fiyat hesaplandiginda, bu
yontemin digerlerine oranla daha ucuz oldugu go&sterilmistir(8). Biz de
bélimimiizde, bu yéntemi kurma c¢aligmalarini baglatmis bulunmaktayiz.
ARMS yodntemi de tarama ¢aligmalarinda kullanilabilmektedir(74).

Tarama g¢alismalarinin neonatal ddénemde vyapilmasi, erken tani
acisindan yararlidir. Hastalifin radikal bir tedavisinin olmamasi, erken taninin
nasil bir yarar sagliyacagt konusunda tartigmalar baglatmigsa da,
enfeksiyonlarla daha bilingli miicadele ve pankreas enzim replasmani ile yagam
slresi uzatilabilmektedir(43).

Genetik tarama testlerinden baska, kan ©6rnedi emdirilmis filtre
kagitlarinda, immunoreaktif tripsinojen testi de kullanilmaktadir. Ancak bu test
daha ¢ok bir 6n eleme testi olarak uygulanmaktadir. 106 000 yenidodani igeren
cok bilylik capli bir galigmada, immunoreaktif tripsinojen testinin %90 oraninda

yanlig pozitif sonug verdigi saptanmigtir(95).
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Standart tedavi yaklagimlari tamamen semptomatiktir; antibiyotikler,
gbdus fizyoterapisi ve egzersizleri, bronkodilatatérler, beslenmenin
dizenlenmesi ve komplikasyonlarin tedavisi bunlar arasinda sayilabilir. Cok
yeni tedavi ydntemleri arasinda da, akciger transplantasyonu, Pseudomonas
suslarina kargi pasif imminizasyon ve gen tedavisi bulunmaktadir(25,26,120).

Her ne kadar gen tedavisi ¢alismalarinda ¢ok énemli adimlar atimissa
da, hastalifin heniz radikal bir tedavisi yoktur. Transjenik farelerde yapilan
caligmalarda, vektdr olarak lipozomlar kullanilarak iyon transport defekti
duzeltilebiimigtir. Bu ¢ok 6nemli gelismeye ragmen, gen tedavisinin insanlar
zerinde uygulanmasi zaman alacaktir(45).

Gen Uzerinde bugiine kadar 384 mutasyon saptanmig olmasi prenatal
tani uygulamasint zorlagtirmaktadir. Ancak, anne ve babada bilinen
mutasyonlar saptanirsa, uygulama mimkin olur. Bize bagvuran bir ciftte
yaptigimiz calismada, babanin AF508 tasiyicisi olduunu géstermemize
ragmen, annedeki mutasyonu saptayamadik. Béyle bir durumda prenatal tani
uygulanir ve fetusun analizi sirasinda babadan kalitilan AF508 alleli saptanirsa,
cocugun %50 hasta, %50 de tasiyici olabilecedi sonucu g¢ikar ve karar verilmesi
imkansiz bir sonu¢ dogurur. AF508 mutasyonu saptanmaz ise g¢ocugun
dogmasinda sakinca yoktur. Henliz kesin tedavisi bilinmeyen bu ve benzeri
genetik hastaliklarda, topluma 6zgii mutasyonlann belirlenip, prenatal taninin
yayginiagtirimasi, hastallk prevalansinin azaltimasinda tek ¢8zlm olarak
gbérinmektedir.

Sonug olarak bu galigma ile AF508'in ydremizdeki sikligini belirlemekten

bagka, ilerideki galismalarimiza 1sik tutacak gok énemili bilgiler de edindik:
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1. AF508 digindaki mutasyonlarin arastinlarak Turk tipi mutasyonun
belirlenmesi gerekliligi;

2. Yeni yontemler kurarak birgok mutasyona birarada bakabilme
olanaginin saglanmasi;

3. Tastyici sikligini belirlemek igin érneklerin sayisinin artiriimasi;

4. Hastaligin topluma daha iyi duyurulmasi igin ¢alismalar baslatiimasi;

5. Kistik Fibroz igin baglatilan bu galigmanin, toplumumuzda sik goérilen
Fenilketonuri, Duchen Kas Distrofisi gibi diger genetik hastaliklara érnek teskil
ederek kisa zamanda bu hastaliklarin da genetik tanisina gidilmesi;

6. Hasta bireylere genetik danigmanlik verebilecek birimlerin kurulmast;

7.Prenatal tani merkezleri kurarak hasta dogacak cocuklarin

engellenmesi.
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SONUG

1. Topiam 101 kromozom AF508 mutasyonu agisindan incelenmistir.

2, Klinik olarak kistik fibroz tanisi konan 43 gocugun AF508 mutasyon taramasi
sonucunda 2 heterozigot ve 1 homozigot olgu tesbit edilmigtir.

3. Ailelerinde kistik fibroz 6yktst bulunan 4 ¢iftten elde edilen 8 kromozomun
AF508 mutasyon taramasi sonucunda 5 heterozigot olgu saptanmigtir.

4. AF508 mutasyon sikhgi %15.7 olarak bulunmusgtur.

5.Tasiyicilk sikhgini  saptamak Uzere, ailelerinde kistik fibroz 6yklsi
bulunmayan 50 g¢ocukta yapilan ¢aligmada ise AF508 mutasyonuna
rastlanmamistir.

6. Heteroduplex analiz yéntemi ile AF508 mutasyonunun saptanmasi rutine
sokulmustur.

7. Prenatal tani icin zemin hazirlanmistir.

8. Tarama caligmalari igin 6n ¢alisma yapilmigtir.

9. Kistik fibroz hastaliginin molekiler tanisi igin gerekli ileri yéntemlerin

kurulmasi ¢alismalari baglatiimigtir.
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OzET

Kistik Fibroz beyaz irkta en sik gézlenen, adir seyirli ve otozomal resesif
Ozellik gosteren kahtimsal bir hastaliktir. Kistik Fibroz'a neden olan gen, 7.
kromozomun uzun kolunda, 31.1 bélgesinde yerlegmigtir. Hastaligin esas
patalojik mekanizmasi, ekzokrin bezlerdeki fonksiyon bozukiugu olup ¢ok
degisken klinik bulgular ve komplikasyonlarla seyreder. Kistik Fibroz'a neden
olan AF508 mutasyonu tim mutasyonlarin yaklagik %70'inden sorumluysa da,
bugtine kadar gen Gizerinde 400'e yakin baz degigimieri saptanmistir.

Pediatri kliniinden elde edilen kanlarin hematolojik degerlendirmesi
Coulter Counter ile yapildi. Daha sonra, tam kandan izole edilen DNA'lar uygun
primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltildi ve rin,
poliakrilamid jel elektroforezinde yuritdldu. Jel, etidium bromidde boyandiktan
sonra olusan bantlar ultraviyole i1sik altinda gézlendi.

Klinik bulgular ve ter testi sonuglarina gére Kistik Fibroz tanisi konmus
hastalardan elde edilen toplam 51 kromozomda AF508 mutasyonu tarandi. 51
kromozomun 8' inde bu mutasyona rastlandi ve siklik %15.7 olarak belirlendi.

Ayrica, saglikli kisilerden elde edilen 50 kromozom (izerinde AF508
tasiyicihk sikhi@i arastinidi. Taranan hi¢ bir kromozomda AF508 tasiyicihgina

rastlanmadi.

Anahtar Sézciikler:
Kistik Fibroz, heteroduplex, PCR, AF508, tasiyicilik sikligi, poliakrilamid

jel elektroforezi.
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SUMMARY

Cystic fibrosis is a complex, inherited disorder and is the most common
severe autosomal recessive disease in white populations. The gene
responsible for cystic fibrosis is located on the long arm of human chromosome
7, region g31.1. Dysfunction of exocrine glands appear to be the major
pathogenic mechanism and is responsible for a wide and variable group of
clinical manifestations and complications. Although the major mutation causing
cystic fibrosis, AF508, accounts for almost 70% of mutant chromosomes
screened, almost 400 sequence alterations have so far been identified in the
gene.

Samples obtained from the Paediatrics Clinic, were analyzed
haematologically by Coulter Counter. Then, DNA extracted from the whole
blood were amplified by the polimerase chain reaction (PCR) using specific
primers and run in the polyacrilamide gel electrophoresis. The heteroduplexes
were stained by ethidium bromide and visualized under ultraviolet light.

A total of 51 chromosomes were screened for AF508 mutation who were
diagnosed as cystic fibrosis depending upon their clinical findings and sweat
test results. The AF508 deletion in the cystic fibrosis membrane conductance
regulator (CFTR) was found in 8 out of 561 chromosomes with a frequency of
15.7%. Also, 50 chromosomes obtained from healthy‘subjects were analized to
determine the carrier frequency. None of the chromosomes screened were
carrying the AF508 mutation.

Key Words: Cystic fibrosis, CFTR, AF508, heteroduplex, PCR and carrier

screening.
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