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ABSTRACT

Purpose: Cystic fibrosis is the most common autosomal recessive inherited disorder seen in the white populations. It
develops in result of mutations of cystic fibrosis transmembrane regulator (CFTR) gene. Rate of these mutations vary in
different geographical regions. In this study, we aimed to determine the frequency of CFTR gene mutations in
Cukurova region.

Material and Methods: DNA samples of 63 subjects who were diagnosed as cystic fibrosis at Balcali Hospital of
Cukurova University, were studied for 19 different CFTR mutations by the strip assay method which is based on
reverse hybridization.

Results: In cystic fibrosis diagnosed patients, 19 mutations were observed of which 9 were homozygous and 10 were
heterozygous. AF508 frequency was found as 11.9%, and rate of homozygous was found as 66.7%. Mutation
frequencies of W1282X and N1303K were found as 2.40% and 4.80% respectively and rate of homozygous was 50%
for both. 1148T mutation frequency was found as 3.20% and all were heterozygous. For the whole 19 mutations,
frequency of mutation in 63 subjects was 22.3%.

Conclusion: Detection of CFTR gene mutations by the strip assay method by reverse hybridization is an easy, fast
and informative method. However, due to improvability of the common mutations in probable cystic fibrosis patients
because of heterogenity in Cukurova region, it is still a major problem and does not exclude cystic fibrosis diagnosis.
But this problematic issue can be overcome by evaluating the whole exons of CFTR mutations by advanced molecular
tecniques.
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OZET

Girig: Kistik fibrozis beyaz irkta en sik gézlenen otozomal resesif 6zellik gosteren kalitimsal bir hastaliktir. Bu hastalik
kistik fibrozis transmembran regulator (CFTR) genindeki mutasyonlara bagh olarak gelisir. Mutasyonlardaki dagilim
oranlari degisik Ulke ve bolgelere gore farklilik gostermektedir. Bu galisma ile Cukurova yoéresinde CFTR geni
mutasyonlarinin degerlendiriimesi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali hastanesinin farkli kliniklerinden kistik
fibrozis tanisi alan 63 hastanin DNA o6rnekleri 19 farkhh CFTR mutasyonu agisindan ters hibridizasyona dayali “strip
assay” yontemi ile incelenmistir.

Bulgular: Kistik fibrozis tanisi almis hastalarin 9'unda homozigot ve 10’unda heterozigot mutasyon olmak tizere toplam
19 hastada mutasyon saptanmistir. AF508 siklid1 %11.90, homozigotluk orani ise %66.7 olarak bulunmustur. W1282X
mutasyon sikhgr %2.40 ve N1303K mutasyon sikhgi %4.80 bulunmus olup homozigotluk oranlarn %50’ dir. 1148T
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mutasyonu %3.20 olarak saptanmistir ve hepsi heterozigottur. Taradagimiz 19 mutasyon igin hastalarin toplam

mutasyon orani ise % 22.3 olarak bulunmustur.

Sonug¢: CFTR geni mutasyonlarinin rutin laboratuarlarda saptanabilmesi icin ters hibridizasyona dayali “strip assay”
teknigi hizli, kolay ve bilgi verici bir yontemdir. Bununla birlikte, Cukurova yoresinde sonuglarin heterojen olmasi
nedeniyle sipheli bir kistik fibrozis vakasinda, yaygin bulunan mutasyonlarin kanittanamamasi durumu, halen
potansiyel bir sorun olarak kalmaya devam etmektedir ve bu durum taniyi dislamamaktadir. Bu sorun CFTR
mutasyonunun bulundudu ekzonlarin tamaminin daha ileri molekdler teknikler ile incelenmesiyle ortadan kaldirilabilir.
Anahtar Kelimeler: CFTR, kistik fibrozis, molekdler tani, ters hibridizasyon

GIRIS

Kistik fibrozis, tim sistemlerdeki dis salgi
bezlerini etkileyen, beyaz irktaki en yaygin 6limcil
kalitsal hastaliktir. Otozomal resesif olarak kalitilir
ve cinsiyet baskinhgi yokturl'z. Kistik fibrozisin
Avrupa’daki insidansi 1/2500 ve tasiyicilik frekansi
1/25 gibi  oldukca yiksek iken  Asya
populasyonunda ve siyah irkta oldukgca nadir
gorilmektedir®*>®. Ulkemizde yapilan
calismalarda 1/3000 oldugu
belirtiimesine kargin, akraba evliliginin ¢ok sik
oldugu g6z 6niine alininca bu oranin daha ylksek
oldugu saniimaktadir’. Kistik fibrozis hastaliginda
belirtiler tim salgl bezlerinde goérilir. Normalde
mukus Ureten dis salgi bezleri ince ve akigkan
mukus salgisi dretirler. Uretilen mukus salgisi ¢ok
yogun ve yapiskandir. Bu hastalar, siklikla 30-35
yas civarinda akciger patolojileri nedeni ile
hayatlarini kaybederlers'g. Hastaligin, mortalite
oraninin yiksekligine ve yasam kalitesini diistrme
Ozelligine ragmen, son yillarda yeni ve etkin tedavi

insidansin

olanaklar ile Kkistik fibrozisli hastalarin yasam
suresi ve kalitesinde belirgin iyilegsmeler
olmustur®.

Kistik fibrozis, kistik fibrozis transmembran
regulator (CFTR) genindeki mutasyonlara bagl
olarak geli§ir”. CFTR Geni; 1989 yilinda
Rommens ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis,
izole edilmis ve klonlanm|§t|r12. Gen yaklasik
250.000 bp ve 27 ekzon iceren bir genomik
bolgeden olusur****. 7. kromozomun uzun kolunun
g31-32 bandinda yer alir, 6,5 kb’ llk mRNA
sentezler ve 250 kb’ lik CFTR proteinini kodlar.
Yapilan molekiler ve baglanti analizleri tim genin
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7. kromozomdaki CFTR lokusuna ait oldugunu ve
baska bir gende olmadigini goéstermistir. Klinik
heterojenite allellik heterojeniteye baglidir™.

Kistik fibrozis geninin Grinid olan CFTR proteini,
1480 aminoasit icerir. Bu protein klor kanali olarak

islev yapan glikozillenmis transmembran
proteinidir ve ekzokrin dokularin  (akciger,
pankreas, ter bezleri, vas deferens) epitel

hiicrelerinde ifadelenir'®. Hiicre zarindan gegcisi
diizenleyen bu protein cAMP ve protein kinaz A'ya
bagimh olarak galisan bir CI' kanal olarak gérev
yapmakta olan plazma zari proteinidir”. Allelik
heterojenitenin yiksek oldugu kistik fibroziste
1700’den fazla mutasyon ve 200 civari polimorfizm
belirlenmistir'®***. Bu mutasyonlarin tespiti ve
hastalarda olusturdugu klinik tablo (genotip-fenaotip
iliskisi) ve genetik danisma agisindan
onemlidir’™?.  CFTR  genindeki  degisik
mutasyonlar hastaligin farkh tablolarla ortaya
cikmasina sebep olurlar. Mutasyonun gende
bulundugu konuma, mutasyonun tiriine, bélgenin
proteinin hangi kismini kodladigina  ve
mutasyonun protein sentezi Uzerindeki etkisine
bagli olarak; olusan mutasyonlarin bazilari agir
hastalik tablosuna neden olurken, bazilari daha
hafif tablolar olugturmakta, bazilar ise hastaligin
herhangi bir belirtisini gdstermemektedir. Bu
mutasyonlar; yanhs anlamli (missense) mutasyon
(1148T), anlamsiz (nonsense) mutasyon (G542X),
nikleotid kaybi (delesyon) mutasyonu (AF508),
cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonu
(3196del54), kirpiima bolgesi  (splice  site)
mutasyonu (621+1G-T) olarak karsimiza ¢ikarlar.
Bunlarin digsinda yine protein yapi ve islevinde
herhangi bir degisiklige neden olmayan koruyucu
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nitelikteki DNA
gozlenebilmektedir®.
Kistik fibrozisli vakalarin, %80’ine 5 yasindan 6nce
tani konulabilmekte iken, %10’una ergenlik ¢agina
kadar tani konulamamaktadir. Hastaligin hafif
oldugu bazi olgulara 40-50 yasina kadar tani
konulamamis olabilir**?*. Rutin molekiiler genetik
laboratuvarlarinda, CFTR genindeki mevcut
mutasyonlari  tanimlamak i¢cin  hibridizasyon
deneyleri, restriksiyon enzim analizi ya da dizi
analizi gibi molekuler tani yontemleri
kullaniimaktadir®®*’. Bu yéntemler, CFTR geninde
ayni anda birden fazla mutasyonu hizli ve seri bir
bicimde taranmasini mimkin kilmaktadir. Bu
calisma ile Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Balcali  Hastanesi Merkez  Laboratuvarina
basvuran Kkistik fibrosis tanisi ile takip edilen
hastalarin ters hibridizasyona dayali “strip assay”
yontemi ile galisilan 19 farkh CFTR geni mutasyon
sonuglarinin  retrospektif olarak incelenmesi
amaglanmistir.

dizi degisiklikleri de

MATERYAL VE METOD

Calisgmaya  Gukurova  Universitesi  Tip
Fakultesi Balcali Hastanesinde 2010 ve 2011
yillarinda kistik fibrozis tanisi alan 63 hasta 19
CFTR gen mutasyonu (AF508del, G542X, 1507del,
1717-1GA, G551D, R560T, R553X, W1282X,
N1303K, Q552X, 3905insT, CFTRdele2,3(21kb),
711+1G-T, 3272-26A-T, 1898+1G-A, 1148T,
3199del6, 3120+1G-A, S1251N) agisindan
incelenmis elde edilen sonuglar retrospektif olarak
degerlendiriimistir. ~ Calismaya  dahil  edilen
kisilerden alinan tam kan o&rneklerinden Magna
Pure LC DNA izolasyon kiti ile DNA izolasyonu
yapilmis ve izole edilen DNA'larin istenilen
bolgeleri termalcycler cihazinda (MyGenie 96
Bioneer) cogaltiimigtir. CFTR geninde mutasyon
taramasi Profiblot T48 (Tecan) cihazinda Inno-
Lipa CFTR 19 (kat no: 80560) mutasyon tarama
kiti kullanilarak striplerle ters hibridizasyon yontemi

204

Cukurova Medical Journal

ile cahsiimistir. Kit icerisinde bulunan striplere 37
adet prob hibridize olmustur (sekil 1). Stripte
mutasyonlarin  wild-type  (saglikh) bantlarinin
olmasiyla ilgili mutasyonun heterozigot veya
homozigot oldugu da anlagiimaktadir (Sekil 1).

i

n.

Sekil 1. 1148T heterozigot mutasyon saptanan ve
mutasyon saptanamayan hastalarin strip 6rneklerinin
Ornek skala tzerinden degerlendirilmesi

BULGULAR

Taranan 63 hastanin 19’unda 4 farkli mutasyon
saptanmisgtir. Bu hastalardan dokuzu AF508
mutasyonu tasimakta olup altisi homozigot Uglu
heterozigottur. W1282X'i tagiyan iki hastadan biri
heterozigot digeri homozigot iken; N1303K'yi
tasiyan dort hastadan ikisi homozigot, diger ikisi
heterozigottur. DOrt hasta ise 1148T heterozigottur
(Tablo 1). Saptanan CF mutasyonlarinin allel
frekanslari ise AF508 igin %11.90, N1303K igin
%4.80, 1148T icin %3.20 ve W1282X igin %2.40'tir
(sekil 2) ve homozigotluk oranlari sirasiyla %66.7 ,
%50, %0 ve %50 dir.
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Tablo 1: Saptanan mutasyon tipleri

CFTR Gene Mutations in Adana

Mutasyonlu hastalar Genotip Sayi
Homozigot AF508 6
N1303K 2
W1282X 1
Heterozigot F508 Del 3
N1303K 2
W1282X 1
1148T 4
Mutasyon saptanamayan hastalar 44
Toplam 63
12,00% -
10,00% -
=
<= 8,00% -
c
T
o 6,00% -
L
[V
2 4,00% -
<<
2!00% | ' '
0,00%
F508 Del N1303K 1148T W1282X
Saptanan CF mutasyonlan

Sekil 2. Saptanan kistik fibrosis mutasyonlarinin allel frekanslari.

TARTISMA
Kistik fibrozis beyaz irkta oldukga sik goézlenen
genetik hastaliklardan  biridir. 1989 yilinda

hastaliga sebep olan hasarli membran proteinini
kodlayan genin bulunmasi ile hastaligin sikligi ve
mutasyonlari hakkinda c¢aligmalar yapilmaya
ba§lanm|§t|r12'28'29. Yapilan bir ¢aligmada, 100’Un
Uzerinde orijinal makale derlenmis ve 80 farkh
bdlgeden elde edilen 72.431 kromozom analizi
sonucunda bodlgesel genis bir mutasyonel
heterojenite  oldugu belirlenmi§tir3°. Genotipik
heterojenitenin kaynadi mutasyonlarin ¢ogunun
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tek bir ailede goriilen 6zel mutasyonlar olmasidir.
Kistik fibrozis mutasyon bilgi bankasinda 1700
Uizerinde mutasyon Iistelenmi§tir31. Bazi
mutasyonlarda daha belirgin olmakla birlikte,
mutasyonlardaki dagilm oranlari degisik llke ve
bolgelere goére farklihk gdstermektedir. En sik
rastlanan mutasyon dinya genelinde %66 siklikla
rastianan AF508 olarak bildirilmistir®>. AF508
sikligr kuzeybatidan giineydoduya dereceli olarak
azalmaktadir. Ornegin Danimarka Faroe
adalarinda %100 iken Tirkiye'de % 24.5 'tir®.
Bolgesel analizler CFTR mutasyonunun gogler
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boyunca ve akraba topluluklarindaki dagilimini
belilemek amaciyla yapilmigtir. Bu, atalarin
genotip paterninin belirlenmesine ve CFTR c¢oklu
mutasyon tarama panelinin tasarlanmasina olanak
saglamistir’®.

AF508 mutasyon sikligi Kuzey Avrupa’da
%87 iken Asya’da %28, Orta Doguda ise dunya
ortalamasi olan %66 civarindadir'®. AF508
mutasyonunun Avrupa haritasi gikariimis®®?° ve bu
mutasyonun Avrupa’daki oranlarinin kuzeyden-
glineye dogru azalan bir sekilde %87 ve %17.9
oldugu biIdiriImi§tir34. Her ne kadar Avrupa’nin
glneydogusuna dogru, sikhkta bir azalma s6z
konusu ise de, bize en yakin komsu (lkeler olan
Yunanistan ve Bulgaristan’da siklik sirasiyla %54
ve %56'dir*>3. Almanya’da yasayan Turklerde bir
¢alisma yapilmis ve AF508 mutasyon sikhdi % 27
olarak bulunurken, bu oranin Tirkiye'de azalmis
oldugu bildirilmistir’”. Ulkemizdeki AF508 allel
frekansi cesitli yayinlarda %14-28.4 arasinda
gosterilmistir’®**. Ulgenalp A ve ark.’ larinin 2009
yilinda yaptigi bir galismada %14, yine Ulgenalp
A'nin “strip assay” teknigini kullanarak yaptidi
baska bir calismada AF508 mutasyon sikhigr %4
olarak bildirilmistir’®>. Ayni teknigi kullanarak 63
DNA 0rnegi ile yaptigimiz bu g¢alismada AF508
oranini %11.9 olarak saptadik. Ayni mutasyonun
homozigotluk oranini ise %66.7 olarak saptadik.
Ulke geneline baktigimizda AF508 mutasyonunun
Cukurova bdlgesi igin belirlenen orani %8.8 dir.
Cukurova bolgesinde daha &énce yapilan bir
calismada ise Kkistik fibrozis hastalarinda bizim
calismamizdan farkli olarak sadece AF508
mutasyonu taranmis ve frekansi %15.7 olarak
belirlenmistir’>. AF508 mutasyonu icin  bizim
buldugumuz %11.9 lik oran bdlgemizde daha
Once yapilan ¢alismalar ile uyumludur.

Calismamizda, W1282X mutasyonu sikhigi
%2.4 olarak belirlenmistir. Bu mutasyon israil'de
en sik gorilen mutasyon olup Ulkemizde oldukga
nadir gorilmektedir. W1282X mutasyonu Eskenazi
Yahudilerinden kdéken alan ve onlarin etkisinde
kalan Ulkelerde sik gorillen bir mutasyondur®.
Yine c¢alismamizda 4 olguda da [148T igin
heterozigot mutasyon saptanmistir. Ulkemizde
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nadir gorllen bu iki mutasyon benzer sekilde daha
once Mersin ilinde yapilan bir galismada ilk kez
saptanmistir’’. N1303K mutasyonu sikigi %4.8
bulunmus olup, Turkiye genelinde ise sikligi %3.7’
dir. N1303K mutasyonu, G542X mutasyonu ile
birlikte Fenikeliler'in god¢ii  boyunca Akdeniz
Ulkelerine yayllmis olan mutasyonlardandir. Bu
nedenle bu iki mutasyon Akdeniz'e sahili olan
tlkelerde dinya geneline oranla daha fazla
gorilmektedir®®.

Saptadigimiz mutasyonlarin toplam
frekanslar ise % 22.3 olarak bulunmustur.
Hastalarin % 77.77 sinin tasidigi  mutasyon

belirlenememigtir.  Bunun sebebinin Tirkiye'nin
eski ¢aglardan bu yana kitalar arasi gegcit islevi
gormesi nedeniyle bu bolgede hastaliga yol agan
ve henlz tanimlanmamis farkli mutasyonlarin
bulunmasi diye dij§ijnij|mektedir3°.

Sonu¢ olarak  bakildiginda ¢alismada
saptanan mutasyonlardan AF508 Cukurova
yoresinde, dinya ve Turkiye ortalamalarina gére
daha dislik seviyede saptanirken, bu bdlgede
yapillan daha ©6nceki c¢alismalar ile uyumlu
bulunmustur. W1282X ve [148T mutasyonlari ise
Turkiye de ilk kez Cukurova bdlgesinde yapilan
calismalarda saptanmistir. Bu veriler CFTR geni
mutasyonlarindaki dagilim oranlarinin bdlgesel
farklihga baglh  oldugunu bir kez daha
godstermektedir.

CFTR geni mutasyonlarinin rutin saptanmasi
acisindan “strip assay” yontemi hizli ve bilgi verici
olmasina ragmen tim ekzonlari taramayan bir
yontemdir. Supheli bir kistik fibrozis vakasinda
taranan belirli sayidaki mutasyon tani icin yeterli
olamamaktadir. Bu durum halen potansiyel bir
sorun olarak kalmaya devam etmektedir. Boyle
orneklere dizi analizi uygulanarak az siklikta
rastlanan  mutasyonlarin  veya daha 0&nce
tanimlanmamis mutasyonlarin ortaya c¢ikariimasi
olasidir. Bu hastalikta erken tani ve uygun
tedavinin direkt olarak hastanin yasam siresini ve
kalitesini arttirdigr  bilinmektedir. Bu amagla
molekiler-genetik alanindaki arastirmalarla,
hastaligin 6zgul tedavisine yoénelik gen tedavisi
yontemlerinin  gelistirimesine  calisiimaktadir.
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Ulkemizde

kistik fibrozis ile ilgili bilgi ve

deneyimlerinin artmasi bu hastalarin daha erken
dénemde tani ve tedavi almasini saglayacaktir.
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