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oz

Amag: Kistik Fibrozis (KF) ginimuzde 1/20-25 tasiyici frekansi ve 1/2500-3300 gorilme orani ile, beyaz irktaki otozomal resif gecis gosteren
Slumcul hastaliklar icerisinde ilk sirada yer almaktadir. KF, klor gecirgen transmembran kanal olarak da bilinen kistik fibrozis transmembran regu-
lator (CFTR) geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu aciga ¢ikmaktadir. Mutasyonlarin dagilim oranlari hasta gruplari arasinda ve bélgesel
olarak farlilik géstermektedir. Bu calismada Sanliurfa ilinde ter testi stipheli olan ve klinik 6n tanisi KF olan bireyler mutasyon dagilimlari agisindan
incelenmistir.

Yéntemler: Ter testi sonucu stipheli olan 40 hasta ve klinik &n tanisi KF olan 62 hasta yeni nesil sekanslama yontemi ile CFTR gen mutasyonlari
agisindan degerlendirilmistir.

Bulgular: 40 bireyin yer aldidi ter testi sonucu stipheli olan hasta grubunda; 11 birey heterozigot (%27,5), 1 birey compound-heterozigot (%2,5)
ve 28 birey de homozigot (%70) mutasyona sahip olarak degerlendirildi. 62 bireyin yer aldigi kinik 6n tanisi KF olan grupta; 16 birey heterozigot
(%25,8), 3 birey compound heterozigot (%4,8) ve 13 birey homozigot (%21) mutasyona sahip olarak degerlendirildi. En sik gozlenen mutasyonlar
ise [148T ve AF508 olarak bulundu.

Sonug: Calismamiz hem ter testinin tanisal degerinin klinik degerlendirmeden daha énemli oldugunu hem de ter testi sonucu spheli olan birey-
lerin zaman kaybetmeden arastirilmasi gerektigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Kistik fibrozis, yeni nesil sekanslama, ter testi, mutasyon

ABSTRACT

Objective: Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive mortal disease in the Caucasians. Its prevalence is 1/2500-3300, and its
carrier frequency is 1/20-25. A mutation at the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene, which is also known as chlorine
permeable transmembrane channel, results in CF. There is a difference in the distribution of patients between patient groups and regions. This
paper aimed to investigate the mutation dispersion in the state of Sanliurfa in patients who have borderline sweat test results or a clinic suspicion
of CF.

Methods: A total of 40 patients with borderline sweat test results (first group) and 62 patients with clinically suspected CF (second group) were
investigated by next-generation sequencing for CFTR gene mutations.

Results: In the first group, 11 heterozygous (27.5%), 1 compound heterozygous (2.5%), and 28 homozygous (70%) mutations were determined. In
the second group, 16 heterozygous (25.8%), 3 compound heterozygous (4.8%), and 13 homozygous (21%) mutations were determined. The most
frequent mutations were 1148T and AF508.

Conclusion: Our research concludes that the sweat test is more important than clinical suspicion, and every patient with borderline sweat test
should be immediately investigated.
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GiRiS

Yaklasik 80 yil dnce, New York sehrindeki 49 hastada Dorothy An-
dersen tarafindan tanimlanan Kistik Fibrozis (KF; MIM# 219700),
glnumuzde 1/20-25 tasiyici frekansi ve 1/2500-3300 goérilme
orani ile, beyaz irktaki otozomal resif gegis gosteren Slimcil
hastaliklar icerisinde ilk sirada yer almaktadir. Hastalikta cinsi-
yet baskinligi gézlenmez. KF, bircok organ ve sistemi etkileyerek
mortalite ve morbiditeye neden olur. Moratlitenin en dnemli ne-
deni bronsektazi, kiiclik havayolu obstrikstyonlar ve enfeksiyon-
lara bagh progresif akciger hasaridir. En énemli morbidite neden-
leri ise; epitelyal hicre disfonksiyonuna bagl ekzokrin pankreas
yetmezligi, bilier siroz ve vas deferens yokluguna bagli infertilite-
dir. KF, klor gegirgen transmembran kanal olarak da bilinen an-
yon transportunda ve mukosiliyer klirensde gorevli kistik fibrozis
transmembran regulatér (CFTR) geninde meydana gelen mutas-
yonlar sonucu agiga ¢ikmaktadir (1-5). CFTR yaklasik 190 kb'lik
genomik DNA dizisi igeren, 27 ekzondan olusan, 7. kromozomun
uzun kolunda yer alan bir gendir (6). CFTR geninde 2000'in lze-
rinde mutasyon tanimlanmistir, bu mutasyonlar icersinde en sik
missense ve nonsense mutasyonlar gdzlenirken, tek basina en
stk gézlenen mutasyon ise Phe508del mutasyonudur (1). CFTR
mutasyonlar protein fonksiyonuna olan etkilerine gore alti ayn
grupta incelenir (7). Sinif | mutasyonlarda (Gly542X, Trp1282X ve
Arg553X) protein yapimi gdzlenmez. En sik gézlenen mutasyon
olan Phe508del mutasyonunun da yer aldigi sinif Il mutasyonlar-
daise (Asn1303Lys ve Arg560Thr), endoplazmik retikulumda yan-
lis katlanan proteinlerin, proteozomlarda degredasyonu gozlenir.
Sinif Il mutasyonlarda ise (Gly551Asp, Gly178Arg ve Gly551Ser)
kanal regillasyonu bozulmustur. Sinif I, Il, Ill mutasyonlarda CFTR
fonksiyonu rezidiel dizeyde bile olmadigindan, bu siniflarda-
ki mutasyonlara sahip bireyler agir fenotipik etkilenme gosterir.
Sinif IV mutasyonlarda (Arg117His, Arg347Pro ve Arg117Cys) ise
patojenite, azalmig iyon akisi sonucu olusur. Sinif V (2789+5G—A,
3120+1G—A ve 3849+10kbC—T) ve VI (4326delTC, GIn1412X ve
427%insA) mutasyonlarda ise sirasiyla; azalmig mRNA miktari ve
plazma membran instabilitesi patojeniteden sorumludur (8). Sinif
IV, V, VI mutasyonlarda ise fonksiyonel CFTR proteini bulunmasi
nedeniyle fenotipik olarak daha iliml bir tablo oldugunu soyle-
mek mimkindur (1). Bu nedenle KF hastasinda gozlenen mutas-
yona gore, hastaligin siddeti, klinige yansiyan 6zellikleri ve prog-
resyonu tahmin edilebilir.

Hastaligin erken dénemde tanimlanmasi ¢ok dnemlidir. Bu ne-
denle 01.01.2015 tarihinden itibaren llkemizde de yenidogan
tarama programina dahil edilmistir. Dogumdan sonra topuktan
alinan kan oérneginde immun reaktif tripsinojen (IRT) ol¢im
yapilir. Sonucun referans degder araligindan yiksek ¢ikmasi du-
rumunda test tekrarlanir. Tekrarlanan test sonucunun da yiksek
bulunmasi halinde, hastalik siphesi olan bebek, tGlkemizdeki ter
testi yapilan merkezlerden birine yénlendirilir. Ter testi sonucu-
nun >60 mmol/L olmasi durumunda hasta CFTR gen analizine
yonlendirilir (9). Ter testi sonucunun 30-60 mmol/L olmasi duru-
munda ise birey dikkatlice degerlendirilmeli ve uzun sureli bir ta-
kip programina dahil edilmeli ya da CFTR gen mutasyon analizi
ile arastinlmalidir, ¢linkl yagsamin erken yillarinda asemptomatik
olarak seyreden klinik, ilerleyen yillarda KF fenotipine dénusebilir.
Bu bireyler genellikle sinif IV, V, VI mutasyonlara sahip olan rezi-
diel CFTR aktivitesi gézlenen bireylerdir. Bu durum bazi kaynak-
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larda kistik fibrozis-metabolik sendrom olarak ifade edilmektedir
(10). Kistik fibrozis mutasyonlarinin siklik dagilimlan tlkeden Gl-
keye hatta ayni Ulke icinde bile blyuk farkliliklar gostermektedir,
bu nedenle bolgesel veriler 1siginda 19, 23, 36, 97 ve 188 adet
farkli mutasyonu tarayan cesitli ticari kitler gelistirilmistir (11).
Amerikan Obstetri ve Jinekoloji Dernedi (ACOG) ile Amerikan
Tibbi Genetik Dernedi (ACMG) Ureme cagina gelmis bireylerin
23 mutasyon iceren panel test ile taranmasini dnermektedir (12).
Bu panel testin mutasyon tespit etme orani Avrupa halklar tze-
rinde yapilan bir arastirmada %49-94 oraninda bulunmustur (13).
Ulkemizde yapilan 36 farkli mutasyonu arastiran panel testte bu
oran %75 olarak tespit edilmistir (14). Taranan mutasyonlarin fark-
hligina ek olarak farkli molekiler yontemler de mutasyon analizi
icin kullaniimaktadir; en sik kullanilanlar: allel spesifik oligontkle-
otid (ASQO), reverse dot-blot hibridizasyon (RDB), amplifikasyon
refraktér mutasyon sistem (ARMS), oligonUkleotid ligasyon assay
(OLA) ve yeni nesil sekanslama (NGS)'dir (5). Bu ¢alismada Sanli-
urfa ilinde ter testi sonucu stipheli (30-60 mmol/L) olan ve ya klinik
olarak KF &n tanisi alan hastalarin yeni nesil sekanslama yéntemi
ile yapilan CFTR tim gen analizleri retrospektif olarak incelenmis,
bolgemizdeki, Glkemizdeki ve dinyadaki sikliklari literatlr verileri
1s1ginda karsilastinlmistir.

YONTEMLER

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'na
Ekim 2016- Mayis 2018 tarihleri arasinda basvurup, ter testi so-
nucu stpheli olan ya da klinik olarak KF &n tanisi alan 102 bi-
rey (farkli zamanlarda yapilmis iki ter testi sonucundan en az biri
stpheli olan 40 birey ve klinik olarak KF 6n tanisi alan 62 birey)
retrospektif olarak calismaya dahil edilmistir. Calismaya aile ya da
taslyicilik taramasi yapilan bireyler dahil edilmemistir. Hastalarin
demografik bilgileri elektronik dosyalarindan 6grenilmis ve not
edilmistir. Calismaya dahil edilen 102 hastadan 3 mLlik ethylene
diamine tetra-acetic acid (EDTA) iceren tiplere alinan vendz kan
orneklerinden Magpurix Blood DNA Extraction Kit 200 ile DNA
izole edildi. Elde edilen DNA &rneklerinin Nanodrop SMA1000
spektrofotometre cihazinda saflik ve miktar analizleri yapildiktan
sonra Qubit 3 fluorometer (invitrogen , Turkiye) cihazinda da flo-
urometrik tayin yapildi ve DNA 6rnekleri polimeraz zincir reaksi-
yonu (PZR) islemi yapilana kadar uygun kosullarda saklandi. PZR
islemi BIORAD T100TM Thermal Cycler (Turkiye) termal déngu
cihazinda NEXTflex Cystic Fibrosis Amplicon Panel (Bioo Scien-
tific, Austin, USA) ile hedef KF amplifikasyonu (PZR 1), temizlik,
adaptér ligasyonu, temizlik ve forward dizisi 5’AATGATACGG-
CGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT
CCGATCT'3 olan barkodlu primer mix dizisi ile PZR 2 agamalar
yapildiktan sonra NGS yéntemi kullanilarak Greticinin dngordigu
protokol uyarinca Miniseq (lllumina GmbH, Almanya) cihazi ile se-
kanslama yapildi. Herhangi bir patojenik varyantin saptanmadigdi
ya da sadece bir patojenik varyantin saptandigi durumda CFTR
geni delesyon/duplikasyon analizi Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) yéntemi ile arastinld.

Calismamiz Harran Universitesi Etik Kurulu tarafindan 2018 Ocak
ayinda 01 numarali oturumda onay almstir.

istatistiksel Analiz
Veriler Microsoft Excel programina girilerek SPSS versiyon 25.0
(IBM Corp.; Armonk, NY, ABD) programi ile incelendi. Sirekli
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degiskenlerin karsilastinimasinda parametrik testler kullanilarak
veriler ortalamazstandart sapma olarak bildirilmistir.

BULGULAR

Calismaya katilan bireylerin ortalama yasi 5,71 olarak degerlendi-
rildi. Ter testi sonucu stipheli olan hasta grubunda ortalama yas
0,68+0,24 iken KF 6n tanisi alan birey grubunda ise ortalama yas
8,96+1,47 olarak bulundu. Calismaya katilan 102 bireyden 50'si
kadin 52'si erkekti. 40 bireyin yer aldidi ter testi sonucu sipheli
olan hasta grubunda; 11 birey heterozigot (%27,5), 1 birey com-
pound-heterozigot (%2,5) ve 28 birey de homozigot (%70) mutas-
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yona sahip olarak degerlendirildi (Sekil 1). Bu gruptaki bireylerde
allel frekansi degerlendirildiginde en sik gdzlenenler; 1148T (%20
), AF508 (%11,25), 11000Lfs*2 (%11.25), 11234V (%8.75) ve 1807M
(%8.75) seklinde gdzlendi (Tablo 1.). 62 bireyin yer aldigi kinik 6n
tanisi KF olan grupta; 16 birey heterozigot (%25,8), 3 birey com-
pound heterozigot (%4,8) ve 13 birey homozigot (%21) mutasyo-
na sahip olarak degderlendirildi (Sekil 1). 30 bireyde ise (%48,4
herhangi bir degisiklik gézlenmedi. Bu gruptaki allel frekanslarina
bakildiginda AF508 (%7,2) en sik godzlenen allel olarak gorilda
(Tablo 2). iki gruptaki bireyler beraber degerlendirildiginde 27
birey heterozigot (%26,5), 4 birey compound heterozigot (%3,9),
41 birey homozigot (%40,2) genotipte gbzlenirken, 30 bireyde ise
(%29,4) herhangi patolojik bir varyanta rastlanmadi. iki grup be-
raber degerlendirildiginde en sik gézlenen alleller; 1148T (%9,8
ve AF508 (%8,8) olarak tespit edildi. Toplam 102 hastada 22 farkli
mutasyon gdzlendi. Toplam 204 allelde 117 mutant allel tespit
edildi (tanisal etkinlik %57,3). Mutasyonlarin blylik cogunlugu
missense mutasyon olarak gézlendi. En sik sinif Il ve IV mutasyon-
lari gézlendi. Delesyon-duplikasyon analizi calisilan hastalarda
patojenik bir durum tespit edilmedi. Calisma dncesi katilimcilarin
ailelerinden yazili onam alinmistir.

=

=




TARTISMA

Bu ¢alismada Sanliurfa ilindeki ter testi sonucu stpheli olan ve kli-
nik 6n tanisi KF olan toplam 102 hasta yeni nesil sekanslama yon-
temi ile CFTR gen mutasyonlari agisindan incelenmistir. Avrupa
Ulkelerinde ciddi bir sorun olarak gésterilen ve molekuler tedavi
yontemleri Uzerinde calismalarin strdigu KF ile ilgili beklentiler
ve tahminler 2025 yilina kadar KF'li eriskin sayisinin %70 oranin-
da artacagi ve hastaligin daha da 6nem kazanacadi yénindedir
(15). Hastalik ilk dekadda bronsektazi, ekzokrin pankreas yetmez-
ligi, anormal karaciger fonksiyon testleri ve mekonyum ileusu ile
prezente olurken, ikinci dekad sonrasi hemoptizi, pnédmotoraks,
ilerleyici akciger yetmezligi, diabet, siroz, portal hipertansiyon ve
osteoporoz gdzlenebilmektedir (1, 9, 15, 16). Hastaligin birgok
sistemi etkilemesi ve bu etkinin yasla birlikte degismesi nede-
niyle KF'li hastalarda multidisipliner yaklagim ve yasa 6zgt bakim
hizmetleri dnem kazanmaktadir. Bu degisimler goz dniine alindi-
ginda, hastaligin erken tanisinin konulmasi en 6nemli parametre
olarak 6ne c¢ikmaktadir. Tani genellikle yasamin ilk yili icerisinde
konulur. Ozellikle 2015 yilindan itibaren KF'in ulusal yenidogan
tarama programina dahil edilmesi ile beraber Glkemizde de er-
ken dénemde tani konulma oranlar zaman icerisinde artacaktir.
Ancak bazi hastalarda tani alma yasi 50'li yaslan bulabilmektedir.
Bu nedenle KF'li hastalann herhangi bir yasta, herhangi bir po-
liklinige, farkli semptomlarla bagvurabilecedi unutulmamalidir
(3,9,10). Bu duruma etki eden faktérlerden en énemlisi siphesiz
mutasyon tipi ve mutasyonun protein fonksiyonuna olan etkisidir.

Dinya genelinde ve Avrupa’da CFTR geninde en sik gozlenen
mutasyon AF508'dir (1, 13). AF508 mutasyonu Avrupa ve Asya'da
kuzeybatidan glneydoguya dogru kademeli olarak azalan bir
oran gostermektedir (17). Danimarka gibi kuzey Avrupa ulkelerin-
de bu oran %100'e yakinken llkemizde %14-28,5 olarak gozlen-
mektedir (2, 3, 18). Sanlurfa iline cografi olarak yakin konumda
bulunan Adana bolgesinde yapilan bir ¢alismada bu oran %11,9
olarak bulunmus olup ¢alismamiz verileri ile yakinlik gostermek-
tedir (3). Bu oran tlkemizde %4-4,7 orani ile en dislk izmir'de bu-
lunmustur (19, 20). Calismamizdaki oranlara en yakin oranlar ise
Urdiin ve Bahreyn'de yapilan calismalarda elde edilmistir (21, 22).
Calismamizdaki en dikkat ¢ekici veri AF508 mutasyon oraninda
gdzlenen dusuklikten ziyade, Turk toplumunda higbir calismada
en sik gdzlenen ilk G¢ mutasyon icinde yer almayan 1148T mutas-
yonunun calismamizdaki en sik mutasyon olarak gézlenmesidir.
Bu mutasyon bir ¢ok toplumda KF'li hastalar icinde %3'den az
gozlenmesine ragmen Misir'da %4 ve Suriye’'de %6 olarak goz-
lenmistir (23, 24). Sanlurfa’nin Suriye'ye komsu olmasi ve bircok
Suriyeli gdgmene ev sahipligi yapmasinin bu veriler ile iligkili ol-
dugu dusitnulebilir. Dustk bir ihtimal olsa da 1148T degisikligi
bélgede gegmis donemlerde kurucu etki’ géstermis olabilir. Son
dénemde yapilan bazi ¢calismalar 1148T'nin hastalik etkeni olarak
degerlendirilmeyip fenotip modifiye edici olarak degderlendiril-
mesi gerektigini belirtmektedir. Yine son dénemde yapilan calis-
malarda 1148T'nin klasik KF semptomlarina degil, atipik ve hafif
semptomlara yol actigi gésterilmistir (25-27). ilgili mutasyonun in-
silico veritabanlarinda patojenik olarak degerlendiriimesi ve ¢a-
lismamizdaki ter testi stpheli birey grubunda ylksek oranda goz-
lenmesi nedeniyle, tipik KF semptomlarini gdstermese bile hafif
KF formlari ile ilgili olabilecegdini distinmekteyiz. Her iki bakis aci-
sinin da daha fazla drneklemde prospektif olarak dizayn edilmis
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bir calisma ile dogrulanmaya ihtiyaci oldugunu distinmekteyiz.
ACOG ve ACMG tarafindan énerilen 23 mutasyonlu panelde bu
mutasyon 2004 yilindan bu yana yer almamaktadir, bunun nedeni
ilgili mutasyonun Amerika kitasinda gézlenme oraninin %0,5'den
daha az olmasidir (12, 25). Calismamizdaki mutasyonlar genel ola-
rak degerlendirildiginde ise ACOG ve ACMG tarafindan 6neri-
len 23 mutasyonluk panel calismamizdaki bireylerin sahip oldugu
mutasyonlarin birinci ve ikinci frupta %11,25-%15,2'ini tespit ede-
bilmektdir. Bu durum bdlgemizdeki mutasyon cesitliligin oldukc¢a
fazla olmasi ve calismamizin NGS yéntemi ile yapilmasi ile acikla-
nabilir. Bolgemize yakin bir bdlge olan Adana’da farkli kliniklerde
KF tanisi alan 63 hasta 19 farkli mutasyon icin taranmis ve analiz
sonucunda tanisal etkinlik %22,3 olarak bulunmustur. Calisma-
mizda bu oranin %57,3 olarak bulunmasi, kullanilan yéntem, ter
testi sonucu stpheli olan hasta grubu icermesi ve konulan klinik
tani basarisi ile agiklanabilir.

Kistik fibrozis klinik olarak; immun yetmezlik sendromlari, astim,
primer bilier atrezi, primer silier diskinezi ve Shwachman-Dia-
mond sendromu ile karigabilir. Ter testi sonuglar brongektazi ilig-
kili sendromlar basta olmak tzere izole hiperklorhidrozis, stirrenal
yetmezlik, glikojen depo hastaliklar, nefrojenik diabet insipidus
ve glukoz-6 fosfat dehidrojenaz eksiklginde de pozitif olarak goz-
lenebilir (28, 29). Bu durum da tanisal etkinlik oranini etkileyen
oénemli bir parametredir.

Calisma Kisithhklan

Calismamiz, iki hasta grubu icermesi, sipheli ter testi sonucuna
sahip bireylere odaklanmasi ve calismanin NGS yontemi ile ya-
pilmasi nedeniyle degerli olup, en énemli dezavantaji calismanin
retrospektif olarak yapilmasi ve bireylerin mutasyon analiz sonug-
lari ile klinik ve ter testinin rakamsal dlzeyleri arasindaki iligkiyi
incelememesidir.

SONUC

Ter testi sonucu stpheli olan gruptaki hastalarin analiz sonucu ile
KF tanisi %72,5 (29/40) oraninda desteklenirken, bu oran klinik 6n
tanisi KF olan hasta grubunda %25,8 (16/62) olarak bulunmustur.
Bu durumun hem ter testinin tanisal degerinin klinik degerlendir-
meden daha énemli oldugunu hem de ter testi sonucu sipheli
olan bireylerin zaman kaybetmeden arastinlmasi gerektigini gos-
termesi nedeniyle olduk¢a 6nemli oldugu kanaatindeyiz. Sonug
olarak ter test sonucu stipheli olan ve klinik 6n tanisi KF olan 102
birey NGS yontemi ile retrospektif olarak incelenmis; glincel bil-
giler isiginda bélgesel ve llkesel veriler egliginde tartisilmistir.

Etik Kurul: Bu calisma icin etik komite onayi Harran Universitesi Tip Fa-
kiltesi Etik Kurulu'ndan alinmistir.

Hasta Onami: Bu calismaya katilan hastalarin ailelerinden yazili onam
alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.
Cikar Catismasi: Yazarin beyan edecek ¢ikar catismasi yoktur.
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