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OZET

Amag: Turk Populasyonu’'ndaki CFTR gen mutasyonlarinin bildiriimesi.

Gere¢ ve yontem: Calisma da; 36 CFTR geni mutasyonunu tek bir ¢calismada
analiz eden Strip Assay Metodu ile, Kistik Fibrozis (KF)'li veya Konjenital olarak
bilateral vas deferens aplazisi (CBAVD) bulunan toplam 254 6rnek analiz edildi.
Bulgular: Calisilan 254 DNA 6rneginde on farkli mutasyon saptandi. delF508 sikhgi
%4, mutasyonlar acisindan genel olarak bilgi vericilik orani % 6,8 olarak bulundu.
Sonug: CFTR geni mutasyonlarinin rutin saptanmasi agisindan strip assay teknigi
hizli ve bilgi verici bulundu.

Anahtar sozciikler: Kistik fibroz, CFTR, Strip assay

SUMMARY

Objective: In order to determine the spectrum of CFTR gene mutations in the
Turkish population.

Material and method: In this study, a total of 254 samples with CF and CBAVD
were analyzed by Strip Assay Method that detects all 36 CFTR mutations in one step.
Results: Analysis of 254 DNA samples resulted in ten different mutations. delF508
mutation frequency was %4 .Ratio of informativeness ratio was % 6.8.

Conclusion: Strip Assay Method is suitible and informativness technic to analyze
CFTR gen mutations.
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Kistik fibrozis (KF) (CF; MIM# 219700) beyaz irkta oranin daha yuksek oldugu dusunidlmektedir. Hastaliktan
ozellikle de Kuzey Avrupa’da siklikla goriilen otozomal sorumlu olan gen 1989 yilinda klonlanmistir (2,3). 7931

resesif gecisli genetik bir hastaliktir. Hastaligin insidansi bélgesine haritalanan gen 250kb (kilobaz) uzunlugunda
yaklasik 1/2500 yeni dogan olup tasiyici frekansi 1/25'dir olup Cystic fibrozis transmembrane regulator (CFTR;
(1). Ulkemizde akraba evliliginin fazla olmasi nedeniyle bu MIM# 602421) olarak tanimlanan 1450 amino asitten olu-
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san bir proteini kodlamaktadir. Epitel hiicrelerde yerlesik
olan CFTR proteini, klor iyonlari igin kanal gorevi yapar
ayrica sodyum iyonlarinin kontroliinden de sorumlu olup
ATP baglayici proteinler ailesinin de bir Gyesidir. Allelik
heterojenitenin yiksek oldugdu kistik fibrozisde 1500 civari
mutasyon bildiriimigtir (4). En sik rastlanan mutasyon
delF508 (508. pozisyondaki fenil alanin amino asidinin
delesyonu) olup llkemizdeki en yiksek goérilme sikhgi
%28,4'tir (5,6). Mutasyonlarin ¢odu ailelere 6zgi mutas-
yonlardir. KF’'deki mutasyonlarin tespiti hastalarda olus-
turdugu kilinik tablo (genotip-fenotip iligkisi) ve genetik
danisma agisindan énemlidir.

KF'li erkeklerin %95'ten fazlasinda obstriktif azo-
spermik infertilite bulunmaktadir. Konjenital olarak Bila-
teral Vas Deferens Aplazisi (CBAVD) gérulen, KF ile ilgili
diger semptomlari olmayan (atipik KF) hastalarin %70’e
yakininda CFTR geni mutasyonlari bildirilmistir. infertil
erkeklerde Intrastoplazmik Sperm Injeksiyonu (ICSI) én-
cesinde genetik danigmanhkta CFTR mutasyonlarinin
taramasinin yapilmasi 6nerilmektedir (7-9).

Molekiiler genetik laboratuarlarinda rutin olarak CFTR
geni mutasyonlarini tanimlamaya yonelik cesitli teknikler
kullaniimaktadir. Son vyillarda CFTR geni igin piyasaya
cikarilan Strip Assay testlerle, ayni anda birden fazla bili-
nen mutasyonu daha hizli ve seri bir bigimde taramak
mumkin olmaktadir. CFTR Strip testi, PCR ile ¢ogdaltiimis
DNA drlnlerinin mutasyona 6zgl oligoniikleotid probla-
riyla hibridizasyonu prensibi Uzerine kurulmustur. Normal
Dot-Blot hibridizasyonunda DNA érnekleri membrana sa-
bitlestirilirken, bu ydntemde oligonikleotid problari
membrana sabitlestiriimis durumdadir. Test; kandan DNA
izolasyonu, CFTR geninin biyotin ile isaretlenmis primer-
lerle amplifiye edilmesi, PCR Grtiniinin normal ve mutant
problari paralel bantlar seklinde tasiyan hazir membranla
hibridizasyona sokulmasi, sonugta da renk reaksiyonu ile
goruntilemeye dayanan asamalardan olusmaktadir (10).

Arastirmamizda, Dokuz Eylul Universitesi Genetik
Tani Merkezi (DEGETAM)'ne rutin olarak ydnlendirilen
orneklerden Strip Assay yontemi ile galistigimiz CFTR
geni mutasyon sonuglarini literatire katki agisindan sun-
mak istedik.

GEREC VE YONTEM

2005-2009 vyillari arasinda Dokuz Eylil Universitesi
Genetik Tani Merkezi (DEGETAM)'ne farkli saghk kuru-
luglarinca yonlendirilen ve klinik olarak kistik fibroz tanisi
almig ya da tasiyict oldugu dusunilen 244 kisi ve
konjenital bilateral vas deferens aplazisi bulunan 10 Kisi
olmak Uzere toplamda 254 olgu ¢alismaya alindi.

Olgulardan DNA izolasyonu igin; antikoagilan olarak
EDTA iceren 10 ml’lik tiplere periferik kan 6rnegi alindi.
Genomik DNA, tuzla ¢oktirme metodu kullanilarak peri-
ferik kan l6kositlerinden elde edildi (11). DNA’larin kon-
santrasyonu spektrofotometrik olarak 6lgtldi (NanoDrop,
Thermo Scientific). DNA drnekleri, CFTR geni igin yaygin
oldugu dusunilerek secilmis ve 36 mutasyonu kapsayan
Inno-Lipa CFTR17 ve Inno-Lipa CFTR19 strip assay Kkiti
ile multipleks PCR islemi yapilarak gogaltildi (Sekil 1). Bu
islem icin 6nce; biyotinlenmis primerler kullanilarak hedef
DNA'nin 95°C’de 15 dakika baslangic denaturasyonu
saglandi. Daha sonra primerlerin baglanmasi icin 57°C’de
1 dakika, primerlerden yeni DNA sentezlenmesi igin 68°C'
de 1 dakika ve ara denatiirasyon islemi igin 95°C’de 1
dakika bekletilerek amplifikasyon 30 doéngl olarak ta-
mamlandi (Thermal Cycler 9700-Perkin Elmer Cetus).
Elde edilen amplikonlar 6zel olarak hazirlanmis ve izerine
parelel olarak immobilize baglanmis allel-spesifik (Wild
tip/Mutant tip) oligo nikleotid problarla ters hibridizasyon
esasina dayali bir prensible hibridize edildi ve biotinle
isaretli
substratlar

sekanslar streptavidin-alkaline fosfataz ve

kullanilarak analiz edildi (Innogenetics,

Biotechnology for Healthcare, Belgium).

BULGULAR

Toplam 254 hastada 10 farkli mutasyon saptanmistir.
Calisilan 6érneklerin mutasyon frekanslari Tablo I'de 6zet-
lenmistir. intron 8 (IVS 8)de yer alan poli Timidin (poliT)
Tablo
CBAVD’li 10 olguda mutasyon ve poliT allel dagihmi

dizilerinin allel dagihmlar I’de o&zetlenmistir.

Tablo lII'te gésterilmektedir.
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CFTR17 CFTR19

Marker line Marker line
Conj. control Conj. control
M.62141G—T - 1 - MF508del
M 4 M.3840+ [0kbC—T - 2-MGS42K
M.2183AAG - 3« MONI30ZKE
M.394delTT - 4 MWIIRIX M
U M.2789+5G—A - 5 5-MGSSID
MRII62ZX - 6- M.ATIT-1G—A u
M.3659delC - 7- MR553X
T M.RIITH- & - M.CFTRdele2 32 1khy
MR334W - 9 - M I507del T
A M.R347P - 10-M.I1+1GST
M.GBSE - 11 - M3272-26A—0
M.1078deIT - 12 - M.3905insT A
N M.A455E - 13 13 - MURSGOT
M.2143delT - 14 - M_1B9B+1G—A N
T M.E60X - 15 15- MS1251N
\\ M.218ddelA, - 16 - MI4RT
M.711+5G =4 - 17 - M.3199del6 T
W.6214+1G—T - 18- M312041G—A
N W.3849+ 10KDC T - 19 - MQ552X
W.2I83AA=G=W.T184delA - 20 - WSO W 150 )
W.394delTT - 2 21 - W.G542X
O W.2789+5G—A - 22- WN1303K
WRI1162X - 2: 23 - WW1282X N
W.3659delC - 24- WGSSID
R W.RIITH- 25 25-W.1717-1G=A (9]
WR3IMW - 26 26« WRSS3X
M W.R347P - 2 27 - W.CFTRdele2,3(21kb)
W.G8SE - 28- WI11+1G—T R
W.1078delT - 26 29 - W.3272-26A—G
A W.A4SSE - 30 - W.3%05insT
W.2143delT - 3] - W.RS60T M
L WEG0X - 32 32- W.1898+1G—A
W WIL145G—A - 33- WSI25IN A
Marker line 34 -WI4RT
E 5T- 35 - W.3199delb
PoliT {?T-'- 36- W312041GA L
9T- 37- WQs52X

Sekil. CFTR Strip Assay: Mutant ve normal oligonUkleotit
problarinin pozisyonlarini gésteren referans membranlar

Tablo 1. CFTR geni mutasyonlar icin taranan 508 allelde

mutasyonlarin dagilimi

Mutasyonlar Allel Sayisi (n)  Allel Sikhgi (%)

F508del 20 4

N1303K 1 0.2
G542X 1 0.2
2183AA--G 4 0.8
2789+5G--A 2 0.4
G85E 2 0.4
CFTRdele2,3(21kb) 1 0.2
3849+10kbC--T 2 0.4
1148T 1 0.2
W1282X 1 0.1
Bilinmeyen 473 93
Toplam 508 100

Tablo II. CFTR geni intron 8 (IVS8)'de yer alan poli T
polimorfizmlerinin taranan 508 alleldeki dagilimi

Poli T genotipi Allel Sayisi Allel Sikhgr (%)
(n)
5T 24 5
7T 419 82
9T 65 13
Toplam 508 100

Tablo Ill. CBAVD'li 10 olguda mutasyon ve poli T allel
dagilimi
CFTR Mutasyon (allel/allel)  Poli T genotipi (allel/allel)
-/ - 7TTITT
F 508/ --- 7T/9T
-/ - 7TTITT
F 508 / --- 7T/9T
-/ - 7TTITT
-/ - 7TTITT
-/ - 7TTITT
-/ - 5T/5T
- [ --- 7T/7T

TARTISMA

Kistik fibrozis, multisistem tutulumu ile giden otozomal
resesif gecisli kalitsal metabolik bir hastaliktir. Hastalar-
daki temel bozukluk; hicrelerdeki klor iyonunun hiicre
disina sekresyonundan sorumlu CFTR proteininin ge-
ninde olusan mutasyonlar sonucu, proteinin kanal gérevini
diizglin yapamamasindan kaynaklanmaktadir. Hastaligin
gbérulme sikhgi, ulkelere ve irklara gére degismektedir.
Genotipik ve fenotipik heterojenite gésteren bir hastaliktir.
Genotipik heterojenitesinin kaynadi mutasyonlarin gogu-
nun tek bir ailede goérilen 6zel mutasyonlar olmasidir. En
sik rastlanan mutasyon dinya genelinde %66 siklikla
rastlanan delF508 olarak bildirilmistir (12). Avrupa’daki
delF508 orani kuzeyden-glineye dogru azalan bir sekilde
%87 ve %17,9 olarak bildirilmigtir (13). Turkiye’'de kistik
fibrozis mutasyonlarini belirlemek igin yapilan ¢aligmalarla
ilgili literaturler sinirli sayida olmasina ragmen, delF508 ile
ilgili olanlar daha sik gériilmektedir. Ulkemizdeki delF508
allel frekansi gesitli yayinlarda %14-28,4 arasinda g0ste-
rilmistir (5,6,14-18). Strip assay teknigini kullanarak 254
DNA 6rnegi ile yaptigimiz bu ¢alismada delF508 oranini
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%4 olarak saptadik. Farkl yontemlerle yaptigimiz daha
onceki ¢alismalarimizda bu orani %14 olarak saptamistik
(15). delF508 icin elde edilen bu deger, simdiye kadar
Tark toplumunda bildirilen arastirmalarin en distgadur.
Ulke geneline baktigimizda Cukurova bélgesi igin belirle-
nen oran %38,8'dir (19). Ege bdlgesinde 116 6rnekle yapi-
lan calismada delF508 sikligi %4,7 saptanmistir (20).
Bizim grubumuzdaki bu digik oranin nedenini, 6rnek
sayisinin artmasina bagli olarak frekanstaki azalma olarak
gormekteyiz. Ayrica Ege Bolgesi'nden %4,7’lik bir oranin
da bildirilmis olmasi, bdlgesel 6zelligin de bu konuda rol
oynayabilecegini  disundirmektedir. Calismamizda,
2183AA-G mutasyonu sikligi %4, 2789+5G-A, G85E,
3849+10kbC-T mutasyonlari sikhidi %2, N1303K, G542X,
W1282X, 148T, CFTRdel2,3 (21kb) mutasyon sikliklari
ise %1 olarak saptanmistir. Toplam mutasyon orani ise
%86,8 olarak bulunmustur. Genelde diisik gibi gériinen bu
oran DEGETAM’a CFTR geni mutasyonlari icin yollanan
orneklerin heterojenligi ve klinik tanilarinin siipheli olma-
sindan kaynaklanabilir.

Erkek infertilitesini ilgilendiren CBAVD, molekiler se-
viyede incelendiginde, bu fenotipin kistik fibrozun atipik bir
manifestasyonu oldugu gorilmustir. CBAVD hasta er-
keklerin %70’inde mutasyon tespit edilmektedir. Ayrica
RNA islenme hatasi sonucu intron 8 (IVS8)'de yer alan
poliT  dizilerinin Gg¢ farkh varyanti bulunmaktadir
(5T,7T,9T). 5T varyanti, intron 8 (IVS8)'deki islenme bdl-
gesinde olusan (acceptor / donor site) bir hata sonucu
CFTR proteininde ekzon 9'un atlanarak sentezlenmesi ile
dusuk verimlilikte bir protein olarak sentezlenmektedir.
Genel populasyonla karsilastirildiginda CBAVD’li erkekle-
rin %3-5’inde 5T alleli bulunmaktadir (21). Bizim sonugla-
rimizda 254 drnekte genel olarak 5T alleli %5 olarak sap-
tanmigtir. CBAVD’li on érnekten ikisinde heterozigot ola-
rak del F508 mutasyonu (%10), bir érnekte ise homozigot
5T polimorfizmi (%10) saptanmis olup bu gruptaki toplam
mutasyon ve polimofizm allel sikligi %20’dir. Dayangag ve
ark 51 Tirk CBAVD'li hasta ile yaptiklari galismada
allellerin Gcte ikisinde (%72,5) 27 farkli mutasyon tanim-
lamig ve delF508 mutasyon frekansini %1,9 olarak bul-
muglardir. Ayni ¢calismada iki predominant mutasyon 1VS8
ve D115217 allellerin Ugte birinden fazlasinda bulunmak-
tadir (22). Daha genis ve spesifik hasta grubuyla yapilan

bu galismanin sonuglarindan da anlasilacagi Gzere, kulla-
nilan mutasyon panellerinin kisith olmasi ve 6zellikle ul-
kemizdeki spesifik mutasyon profili nedeniyle CBAVD’li
hasta gruplarinda CFTR geni mutasyonlari nispeten daha
nadir gorilmektedir. Klasik metodlarin ¢ogu ile karsilasti-
rildiginda mutasyon cesitliligi ve 5T varyantini saptaya-
bilmesi, kolay ve hizli olmasi strip assay teknidi ile yapilan
rutin ¢alismalari mutasyon yakalama agisindan daha
avantajli kilmaktadir.
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